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RESUMO

TAKIMOTO MSS. Alteracdes Genéticas em Fibroadenomas de Mama. Sio

Paulo; 2000. [Dissertagdo de Mestrado - Fundagéo Antonio Prudente].

O Fibroadenoma € o tumor benigno mais comum na mama. Ocorre em
qualquer idade, principalmente em mulheres jovens, na faixa etaria entre 20 e 30
anos. Este tumor apresenta componentes epiteliais ¢ estromais. A historia natural,
classica de fibroadenoma de mama, ¢ de um nddulo de crescimento lento, bem
delimitado ¢ movel em relag@o ao tecido de mama adjacente. O fibroadenoma pode
ser unico ou multiplo, unilateral ou bilateral e variar de tamanho, podendo atingir
grandes proporgdes, mas a maioria apresenta de 2 a 6 cm.

Através da andlise de dados epidemiologicos, observaram-se que pacientes
com fibroadenomas de mama apresentavam um risco relativo aumentado de
desenvolverem cancer de mama. O risco eleva-se em pacientes com fibroadenomas
complexos, doenga proliferativa e historia familiar de cancer.

A etiologia do fibroadenoma de mama permanece desconhecida. Estudos tém
sido realizados para identificar os eventos moleculares que podem estar envolvidos
na etiopatologia destes tumores. A maioria destes estudos sdo citogenéticos. Existem
poucos estudos moleculares em fibroadenoma de mama. A policlonalidade deste

tumor € um dos aspectos que deve ser considerado.
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RESUMO

Neste estudo, analisamos 52 amostras de fibroadenoma de mama, fixadas em
formol e emblocadas em parafina. Depois do diagnostico de fibroadenoma simples
de mama, confeccionou-se laminas coradas pela Eosina e procedeu-se a
microdissec¢do de tecidos. Separamos e analisamos todos os componentes do
fibroadenoma (epitélio e estroma) e tecido normal adjacente. A extragdo de DNA
genodmico foi realizada para todos estes tecidos. A andlise de perda de heterozigose
foi realizada, utilizando-se 12 marcadores de DNA altamente polimorficos do tipo
microssatélite, para o estudo das regides cromossémicas 3p, 6q, 10q, 11p, 11q, 17pe
17q.

Esta pesquisa evidenciou perda de heterozigose no brago curto do
cromossomo 3 em trés amostras de fibroadenoma simples. Neste estudo avaliamos
cada componente celular do fibroadenoma simples de mama, e demonstramos a
ocorréncia de perda de heterozigose na regido cromossomica 3pl3, sugerindo que

esta regido esteja implicada na génese do fibroadenoma de mama.

Descritores: Fibroadenoma de Mama, Perda de Heterozigose, Alteragdes Genéticas,

Técnica de Microdissecgdo, Analise de Microssatélites, Cromossomo 3.
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SUMMARY

TAKIMOTO MSS. Alteracoes Genéticas em Fibroadenomas de Mama. [Genetics
Alterations of Breast Fibroadenomas]. Sdo Paulo (BR); 2000. [Dissertagdo de

Mestrado - Fundag@o Antonio Prudente].

Fibroadenoma represents the most common benign tumor of the breast. It
occurs at any age, but mainly in young women, between 20 to 30 years. This tumor
has both epithelial and stromal components. The natural history of classical
fibroadenoma is characterized by the development of a well-delimited and mobile
node with slow growth. This tumor can be single or multiple, unilateral or bilateral,
varying largely in proportions, but the majority has 2 to 6 cm.

Epidemiological data have shown an increased relative risk to develop breast
cancer in patients with fibroadenoma. This relative risk is higher among patients
with complex fibroadenoma, benign proliferative disease and family history of breast
cancer.

The etiology of breast fibroadenoma remains unclear. Some cytogenetics
studies have been performed to clarify the molecular events that should be involved
in the etiopathology of these tumors. However, there is few molecular analysis of

breast fibroadenoma. The polyclonality of this tumor should be considered.
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SUMMARY

We have studied 52 formalin fixed paraffin embedded samples of breast
fibroadenoma. After the confirmation of diagnosis, slides stained with Eosin and
were prepared to microdissection technique. We separated and analyzed all the
components of fibroadenoma (epithelium and stroma) and also adjacent normal
tissue. Genomic DNA was extracted from all these tissues and analyzed for loss of
heterozygosity, using 12 polymorphic microsatellites markers mapped on
chromosomal regions 3p, 6q, 10q, 11p, 11q, 17p and 17q.

Loss of heterozygosity in the short arm of chromosome 3 was observed in
samples of 3 different tumors. Therefore, this study shows loss of heterozygosity in
simple breast fibroadenoma on chromosomal region 3pl3.

Our results suggests that the chromosomal region 3p13 might harbor putative

tumor suppressor gene(s) involved in the genesis of breast fibroadenoma.

Descriptors: Breast Fibroadenoma, Loss of Heterozygosity, Genetic Alterations,

Microdissection Technique, Microsatellite Analysis, Chromosome 3.
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INTRODUCAQO

1.1. Fibroadenoma de Mama:

O Fibroadenoma ¢ o tumor benigno de mama mais freqiiente em mulheres.
Pode ocorrer em qualquer idade, porém € mais freqiiente na faixa etaria entre 20 ¢ 30
anos de idade. Aproximadamente 25% das mulheres sdo portadoras desse tumor, seja
ele, sintomatico ou ndo (GEBRIM 1990). Geralmente ndo causa sintomatologia,
sendo o seu achado fregiientemente ocasional. E considerado uma alteragio do
desenvolvimento da mama, podendo ser classificada como uma aberragdo do
desenvolvimento normal e involugdo (ANDI) da mama (HUGHES er al. 1987;
DIXON 1991; HOULIHAN 1991; BARROS e RUIZ 1994; ALLE et al. 1996). Em
geral, o fibroadenoma ¢ um pequeno nodulo, que costuma ser nitidamente bem
delimitado e mdvel em relag¢do ao tecido da mama circundante. Este nédulo ocorre
habitualmente no quadrante superior externo da mama e cerca de 15% sdo multiplos
ou bilaterais. O fibroadenoma de mama predomina em mulheres da raga negra. O
nddulo fibroadenomatoso tem tamanho variavel, podendo, mais raramente atingir
forma gigantesca, de até¢ 15 cm de didmetro, mas a maioria possui entre 2 ¢ 6 cm de
didmetro (FECHNER 1987; GEBRIN 1990; HOULIHAN 1991). O comportamento
biologico do fibroadenoma é variavel, podendo ocorrer trés possibilidades: regressdo
espontanea (total ou parcial), estabilizacdo de seu tamanho ou seu crescimento. Em
estudo clinico realizado por OLIVEIRA 1997, com 44 mulheres de idade inferior a
30 anos com fibroadenomas de mama, verificou-se a regressio de 55,3% dos nodulos

de fibroadenoma, aumento do tamanho em 39.3% dos ndédulos e sem
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INTRODUCAOQO

alterag@o de tamanho em 5,4% dos fibroadenomas.

Podemos encontrar a denominagdo de fibroadenoma gigante e fibroadenoma
juvenil. O fibroadenoma gigante refere-se a uma massa maior que 8-10 cm de
dimens@o usualmente encontrada na gravidez e lactagdo. O fibroadenoma juvenil
caracteriza-se por ocorrer em adolescentes. Apresenta um crescimento rapido, na
época da puberdade, causando assimetria das mamas e corresponde a 0,5% a 2% dos
fibroadenomas. Em ambas as formas, deve-se realizar o diagndstico diferencial de
tumor filéide e fibrossarcoma (FECHNER 1987; HOULIHAN 1991).

A etiologia exata do fibroadenoma de mama é desconhecida, porém alguns
estudos sugerem a influéncia de fatores hormonais no desenvolvimento da unidade
ducto lobular terminal. Os I6bulos de mama desenvolvem-se entre os 15 e 25 anos de
idade, a partir de estimulos hormonais e sdo os sitios do fibroadenoma de mama.
Este tumor provavelmente desenvolve-se devido a reagdo anormal ao estimulo
hormonal fisiologico. O fibroadenoma possui receptores hormonais para estrogénio e
progesterona, € sofre as mesmas modificagdes que o tecido adjacente, por exemplo,
alteragdes dos niveis durante o ciclo menstrual, alteragdes na lactagdo e atrofia pos-
menopausa. O receptor de estrogénio estd localizado nas células epiteliais
(BALAKRISHNAN e al. 1987, DENT e CANT 1989; HOUHILAN 1991; BARROS
e RUIZ 1994). Contudo, ha controvérsias sobre este efeito hormonal. PASQUALINI
et al. 1997, estudaram os niveis aumentados de estrona, estradiol e seus sulfatos,

no tecido de fibroadenomas e os compararam ao tecido normal das pacientes.
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INTRODUCAQO

Observaram néo haver diferenga significativa, quando comparado aos valores de
mulheres sadias. Verificaram que o tecido fibroadenomatoso apresentava os sistemas
enzimaticos necessarios para a biossintese de estrogénios, sendo que a atividade da
enzima sulfatase estava elevada em relagdo ao tecido normal.

O fibroadenoma de mama é um tumor de crescimento circunscrito, misto,
formado por tecido tanto fibroso quanto glandular. E uma lesdio pseudo-encapsulada
e tende a ser esférica. O padréo histologico € o de um estroma celular e fibroblastico,
envolvendo espagos glandulares e cisticos revestidos por epitélio. Os fibroblastos
estdo imersos em abundante material mixoide, rico em mucopolissacarideos. Em
tumores de mais longa evolugdo e também naqueles, diagnosticados em mulher mais
idosa pode apresentar maior quantidade de fibrose, hialinizagdo ou calcificagdo do
estroma (WILKINSON e FORREST 1985; FECHNER 1987; DENT e CANT 1989;
BARTH e PRECHTEL 1991; DIXON 1991; HOULIHAN 1991; ALLE ef al. 1996;
STRAUSS 1996; DRUKKER 1997; PAGE e SIMPSON 1998).

O fibroadenoma pode ser simples ou complexo, ou seja, associado a cistos, a
calcificagdes, necrose ou alteragdo apocrina. Geralmente, o diagnoéstico ¢ realizado
pelo achado ocasional de nédulo na mama. A dor ¢ incomum. Pode apresentar
altera¢do na inspe¢do da mama nas formas gigantescas. Na paciente assintomatica,
geralmente o diagnoéstico ¢ realizado ap6s exame clinico ou mamografia rotineira. O
fibroadenoma simples apresenta-se na mamografia como uma imagem nodular, de

limites precisos, com opacidade pouco maior em relagdo ao tecido adjacente. Em
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paciente mais jovem, a elevada densidade radiologica pode ocultar o fibroadenoma,
¢ ndo permitir distingiiir eventuais sinais radioldgicos de cancer. A ultra-sonografia €
util na diferenciacgdo de cistos, de outros tumores, avaliagdes de lesdes multiplas e
acompanhamento da evolugdo do tumor em condutas expectantes. Aparece como
uma area nodular fracamente ecogénica, de bordas lisas, € com pouca atenuacéo
acustica. A termografia tem pouco resultado em fibroadenoma. A pung¢éo aspirativa
por agulha fina (PAAF) quando bem realizada e analisada por profissionais
adestrados tem um indice de certeza diagnostica de fibroadenoma de mais de 90%,
excluindo a malignidade e poupando a paciente de cirurgias desnecessarias. Em
fibroadenoma, encontramos células agrupadas com nucleos regulares e, algumas
vezes, fibroblastos. A core biopsy € um procedimento que também pode ser realizada
como método diagndstico tanto nas lesdes palpaveis como nas impalpaveis, através
de estereotaxia, utilizada principalmente em pacientes jovens com lesdes multiplas.
(GEBRIN 1990; BARROS e RUIZ 1994; SKAANE e ENGEDAL 1998; SILVEIRA
et al. 1999). O principal diagnostico diferencial deve ser realizado com tumor filéide
(nomenclatura atual) ou cistossarcoma filoides (nomenclatura antiga € mais
conhecida). Este tumor, que tem 60 denominacdes diferentes, ¢ também conhecido,
por alguns autores, como fibroadenoma hipercelular, devido a grande celularidade de
seu estroma. Ocorre em mulheres numa faixa etaria de 40-45 anos, podendo
também acometer mulheres jovens. Porém, ao contrario do fibroadenoma simples,

o tumor fildides apresenta um crescimento rapido, grande dimensdo, recidiva
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freqiiente e possui evolugdo diversa com possivel invasdo local (WILKINSON e
FORREST 1985; DENT e CANT 1989; CARTER 1990; GEBRIM 1990; BARROS e

RUIZ 1994; GEBRIM et al. 2000).

1.2. Fatores de Risco para Cancer de Mama:

Estudos epidemiologicos indicaram que pacientes com fibroadenoma de
mama, apresentam um risco aumentado em desenvolver cdncer de mama.
(MOSKOWITZ et al. 1980; ROBERTS er al. 1984; DUPONT et al. 1985, 1993,
1994; CARTER ef al. 1988; KRIEGER et al. 1992; MCDIVITT ef al. 1992; LEVI et
al. 1994; OZISIK et al. 1994). DUPONT et al. 1994, analisaram 1835 casos de
pacientes com fibroadenomas, comparando-os com pacientes que nunca
apresentaram lesdes. Demonstraram que nas pacientes com fibroadenoma o risco
relativo para desenvolver cancer de mama invasivo foi 2,17 vezes maior. Este risco
relativo eleva-se para 3,10 vezes em pacientes com fibroadenomas complexos € em
casos de doenga proliferativa ou histéria familiar de cancer de mama, este risco
relativo eleva-se para 3,88 e 3,72, respectivamente. Outros estudos, como os de
ROBERTS er al. 1984; MCDIVITT et al. 1992; ROSENBERG et al. 1997,
verificaram que lesdes benignas associadas a fatores como hiperplasia e atipia,
constituem risco relativo aumentado em desenvolver uma neoplasia.

KUROSUMI et al. 1994, constataram a coexisténcia da proliferag@o in situ e

das lesOes invasivas com fibroadenoma. Estes autores observaram também que
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muitas mulheres que desenvolveram carcinoma in situ ( CIS ) de mama, numa faixa
ctaria em torno dos 44 anos, apresentaram fibroadenoma de mama em um periodo
mais jovem de sua vida.

A andlise de fatores clinicopatologicos de 105 pacientes com carcinoma,
desenvolvendo-se com fibroadenomas foi realizada por DIAZ er al. 1991. Estes
autores observaram que houve 95% de crescimento de CIS , e uma freqiiéncia de
ocorréncia semelhante nos tipos lobular e ductal. CIS, dentro de fibroadenoma, esta
associado com doenca maligna in situ no tecido de mama adjacente em
aproximadamente 21% dos casos, € acompanhado de alta porcentagem de
carcinomas invasivos resultando de fibroadenomas. Outros estudos epidemiologicos
demonstraram haver risco relativo para transformag@o maligna em doengas benignas,
quando correlacionados com hiperplasia ou atipia, como os estudos de METTLIN
1992; BODIAN et al. 1993, ou doenga fibrocistica (HUTCHINSON er al. 1980;
HENDERSON et al. 1993; TOBIAS et al. 1999).

FITZGIBBONS ef al. 1998, relataram o consenso promovido pelo Comité de
Cancer do Colégio Americano de Patologistas, demonstrando ndo haver risco para
fibroadenomas simples, apenas para os fibroadenomas complexos (um risco de 1,7 a
2,1). LONDON et al. 1992, observaram um aumento de risco relativo para o cancer
de mama em doengas ndo proliferativas sem atipias.

A seguir, na figura 1, mostramos o fibroadenoma de mama em seu sitio

anatdmico e algumas lesdes de mama.
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| ESTRUTURAS ANATOMICAS
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Figura 1 - Anatomia da mama e suas lesdes em seus sitios anatomicos
(Modificado de COTRAN et al. 1994)
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As alteragdes moleculares destes tumores sdo pouco conhecidas. A maioria

dos trabalhos realizados sdo estudos citogenéticos.

1.3. Génese dos Tumores Humanos:

O céancer ¢ uma doenga essencialmente genética. A génese dos tumores
malignos depende do acimulo de alteragbes genéticas, que ocorrem mais
freqlientemente nas células somdticas, podendo ocorrer nas células de origem
germinativa. A génese tumoral € um processo complexo, advindo da desregulagdo do
controle de proliferagdo celular. E multifatorial e de multiplas etapas onde ocorrem o
acumulo de alteragdes genéticas, proliferagéo celular aberrante e expansdo clonal.
Fatores exdgenos (agentes quimicos, radiagdes e viroses) e endogénos (genéticos e
epigenéticos), atuam de maneira cumulativa nas multiplas etapas da tumorigénese,
ou seja, no processo de transformagdo de uma célula normal em uma célula maligna
(NAGAI et al. 1995; CHO e HEDRICK 1997, HANAHAN e WEINBERG 2000). A
fase de iniciag@o tumoral depende da acdo de fatores carcinogenéticos ou indutores.
Estes fatores atuam pelo menos sobre uma unica célula, fazendo com que haja um
dano no DNA nuclear, promovendo uma alteragdo no ciclo celular, e gerando um
clone celular modificado. A célula sofrera mutagdo, modificando a sua carga
genética e transmitindo-a as células-filhas. As células modificadas reproduzem-se,
podendo sofrer influéncia de fatores promotores ou inibidores. As alteragdes

genéticas necessitam dos agentes promotores para o desenvolvimento do tumor, que
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¢ um processo lento (fase de promocdo). Nesta etapa de promogdo ocorre a

proliferacdo sem alterar 0 DNA. A seguir, ocorre a fase de progressdo, onde as

células se desenvolvem e formam. entdo, o tumor inicial. Nesta fase ocorre a

conversdo da hiperplasia ou tumor benigno em maligno, e a metastatizagdo. Ocorrem

novas alteragdes genéticas, que se acumulam durante o processo (NAGAI er al.

1995, BARROS e PINOTTI 1998). Figura 2.
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Figura - 2 - As multiplas etapas da tumorigénese: Inicia¢do, Promog@o ¢

Progressdo. (Modificado de NAGAI er al. 1995).
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Demonstrou-se neste processo tumorigénico a importancia de trés classes de
genes celulares especificos: oncogenes, genes supressores de tumor e os genes de

reparo de DNA.

1.3.1. Oncogenes:

Os proto-oncogenes s@o considerados genes normais, que codificam proteinas
envolvidas com a regulacdo da multiplicag@o celular normal. Estes genes celulares,
quando alterados, apresentam um ganho de func¢fo, ou seja, podem através de um
evento mutacional promover a tumorigénese, sendo, entdo, denominados de
oncogenes. O proto-oncogene ¢ convertido de um gene celular normal para um
oncogene por alguns mecanismos, que incluem: mutagdo de ponto, amplificagdo
génica, transloca¢do cromossomica e rearranjo estrutural. A ativagdo de apenas um
dos alelos do gene ¢ suficiente para determinar a alteragdo protéica codificada e
iniciar a multiplicag¢@o celular (MORRISON et al. 1994; NAGAI ef al. 1995; CHO e
HEDRICK 1997).

As proteinas codificadas por proto-oncogenes podem ser classificadas em
categorias como: fatores de crescimento, receptores para fatores de crescimento,
proteinas moduladoras e fatores de transcri¢do, conforme podemos observar na

tabela 1.
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TABELA 1 - Relagdo de alguns proto-oncogenes identificados, localizagdo celular e

funcdo:
Gene Localizagdo Fungao
Sis Extracelular Homologo a cadeia f do PDGF
Int-2 Extracelular Relacionado a familia do FGF
Hst Extracelular Relacionado a familia do FGF
Sre Membrana Plasmatica Tirosina quinase
Yes Membrana Plasmatica Tirosina quinase
Abl Membrana Plasmatica Tirosina quinase
Erb-B Transmembrana Homodlogo ao receptor de EGF truncado
Fms Transmembrana Homologo ao receptor de CSF-1
Met Transmembrana Homoélogo ao receptor de HGF
Ha-ras Membrana Plasmatica Relacionado as proteinas G.Atividade GTPasica
Ki-ras Membrana Plasmatica Relacionado as proteinas G.Atividade GTPasica
N-ras Membrana Plasmatica Relacionado as proteinas G.Atividade GTPasica
Raf/mil  Citoplasma Serina quinase
Mos Citoplasma Serina quinase
Myc Nucleo Replicag¢do de DNA e ativagdo de transcrigdo
N-myc Nicleo Replicagdo de DNA e ativagdo de transcrigdo
L-myc Nucleo Replicagéo de DNA e ativacio de transcri¢io
Myb Niucleo Replicagdo de DNA e ativagdo de transcrigdo
Fos Nicleo Associado ao jun forma o fator de transcrigdo AP1
Jun Nucleo Associado ao jun/ fos forma o fator de transcrigdo

AP1

Erb-A Nicleo Homologo ao receptor de T3

Fonte: NAGAI et al. 1995
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1.3.2. Genes Supressores de Tumor:

Assim como 0s proto-oncogenes, 0s genes supressores de tumor sdo genes
celulares normais, que de forma contraria a0s oncogenes, participam impedindo a
multiplicagdo celular. Dessa forma, participam do processo tumorigénico quando
inativado, perdendo a habilidade de regular a proliferagdo celular. Mutagdes neste
gene geralmente resulta em perda de fungdo. O modelo classico de genes supressores
de tumor foi postulado por Knudson 1971, para o retinoblastoma, uma doenga da
infincia que envolve um tumor de retina. O retinoblastoma ocorre quando as duas
copias do gene Rb (localizados na regifio 13ql4) sdo inativadas. Na forma
hereditaria, o primeiro evento mutacional é de ocorréncia germinativa, sendo
transmitida a todas as células do individuo, € o segundo evento de ocorréncia
somatica. Na forma esporadica, ha necessidade de dois eventos mutacionais de
origem somatica para desencadear a doenga (KNUDSON 1971, 1993; SOLOMON et
al. 1991; NAGAI et al. 1995; LEWIN 1997).

O comportamento dos genes supressores de tumor € recessivo, ha necessidade
da inativagdo dos dois alelos para a ocorréncia do tumor. Uma série de mecanismos
mutacionais podem ocorrer. O mais freqiiente € a perda de heterozigose (LOH), que
acontece como conseqiiéncia de delegdes intersticiais, perdas cromossdomicas ou
eventos de recombinacdo mitética aberrante; e ¢ um fator comum em muitos tipos de
tumores. Em uma regido afetada correspondente num cromossomo homologo pode-

se encontrar um provavel gene supressor de tumor.
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A perda ou inativagdo de /oci cromossdmicos especificos tém sido
correlacionada a progressdo do tumor em muitas neoplasias (CALLAHAN er al.
1992; NAGAI et al. 1995). A seguir mostramos, na tabela 2, alguns genes

supressores de tumor e suas localizagdes subcelulares e fungdes.

TABELA 2 - Relagdo de alguns genes supressores de tumor, localizagdo

subcelulares e fungéo dos produtos codificados por estes genes:

Gene Localizag@o subcelular Fungao

TP53 Nucleo Fator de transcri¢éo

Rbl Nucleo Fator de transcrigdo

APC Citoplasma Ligacdo a 3 catenina

NF1 Citoplasma Proteinase GTPase ativadora

NF2 Citoesqueleto com a membrana  Integragd@o do citoesqueleto

BRCAI Nucleo (?) Fator de transcri¢do, sistema de reparo,
outras (?)

BRCA2 Desconhecida Fator de transcri¢do, sistema de reparo,
outras (?)

WwrTl1 Nucleo Fator de Transcri¢do

DCC Membrana Plasmatica Molécula de adesdo celular

MTSI  Nucleo Inibidor de quinase

pl6 Nucleo Inibidor de quinase ciclina- dependente

Verificamos adiante, na figura 3, um esquema do modelo classico do

retinoblastoma, proposto por Knudson 1971.
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FORMA FAMILIAR FORMA ESPORADICA

Células somaticas
dos pais
Cicne G n.nc Rb

Normal Mutante

Células
Germinativas

Zigoto

Células
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Células retzmanas ./..

Mutaqao

oo\o

Mutacdo

Retinoblastoma

Figura 3 - Patogénese do retinoblastoma. S@o necessarios dois eventos
mutacionais no locus do gene Rb do cromossomo 13ql4, para a proliferacao
neoplasica das células retinianas. (Modificado de COTRAN ex al. 1994)
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O gene supressor mais freqiientemente mutado nos tumores humanos € o
I'P33, que ¢ denominado o "guardido do Genoma". A proteina codificada por este
gene fol nomeada pelo seu peso molecular de 53 Kda. Esta fosfoproteina nuclear
regula a replicagdo do DNA, proliferagao e morte celular. O mecanismo de atuagdo
preciso do 753 como gene supressor de tumor ainda € desconhecido, porém, sabe-
se que atua prevenindo a propagagdo de danos celulares. A proteina pS3 mantém a
integridade gendmica. Se ocorre lesdo do DNA, a p53 se acumula e bloqueia a
replicac¢ao, dando oportunidade ao DNA para ser reparado. Se o reparo do DNA ndo
se completar a p53 dispara o processo de apoptose. Em células em que a proteina
p53 esta inativa, esta ndo apresentara atividade bloqueadora na replicagdo, ocorrendo
acumulos de mutagdes e rearranjos cromossomicos (MAY P e MAY E 1999).

Figura 4.

gentes
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Célula Aumento do TP 53
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da fungdo do 7P 53  sem interrupgao de G1
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Figura 4 - Modelo proposto para a atuag@o do 7P53 normal € mutado.
(Modificado de COTRAN et al. 1994).
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1.3.3. Genes de Reparo de DNA:

Os genes de reparo de DNA sdo genes que codificam proteinas envolvidas no
reconhecimento e reparo do DNA. Assim como o0s genes supressores de tumor, a
inativagao destes genes, ou seja, a perda de fungdo, esta relacionada a tumorigénese.
Provavelmente, a inativagfo destes genes favorece um aumento na taxa de mutagéo
em oncogenes e genes supressores de tumor, nas células afetadas. Em alguns
tumores ¢ em linhagem germinativa de individuos com predisposi¢do ao cancer,
foram encontradas mutagGes nos genes de reparo de DNA. Quando o sistema de
reparo de DNA esta comprometido, a taxa de acimulos de mutagdes se eleva.

Genes responsaveis pelo reparo de DNA, conhecidos como AMSH2, hMLH ],
hPMSI, hPMS2 e hMSHG, apresentam perda de fungdo em HNPCC (céncer
colorretal hereditario ndo polipoide) (LAGE e DIETEL 1999; PINHO e ROSSI
1999). Evidéncias existem, de que 15% dos carcinomas colorretais esporadicos sdo
formados a partir de alteragdes dos genes de reparo de DNA. (PINHO e ROSSI

1999).

1.3.4. Modelo proposto para o carcinoma colorretal:

Para o desenvolvimento tumoral € necessario o acumulo de uma série de
alteragdes genéticas em oncogenes € genes supressores de tumor. A maioria dos
tumores solidos dos adultos apresentam vérias mutagdes. Um modelo proposto por

FEARON e VOGELSTEIN 1990, para o cancer colorretal, demonstrou a relagdo da
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tumorigénese com eventos genéticos (mutagdo no gene APC, alteragdes de metilagdo
e mutagdes nos genes K-ras, DCC e TP33), observando as etapas da progressdo do

epitélio normal para o metastatico. Figura 5 .

Mutagdes em genes do sistema de reparo de DNA

TLOHe
muotacio no

LOH e
yeitacio no

v

Adenomm pricndrio  Adenoma Intermiediivio  Adenowa Avangado

Figura 5 - Representacdo do modelo genético, proposto por FEARON e
VOLGELSTEIN para a tumorigénese colorretal. (Adaptado de WEINBERG
e HANAHAN, 1996).
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1.4, Tumorigénese da Mama:

Alteragdes genéticas envolvidas no desenvolvimento do céncer de mama
foram descritas, a fim de estabelecer uma seqiiéncia de estagios para o processo de
tumorigénese em carcinomas de mama. Teoricamente, o caminho da tumorigénese
inicia-se no tecido normal, passa por varias etapas intermediarias como hiperplasias
tipica e atipica, sofrendo influéncias de fatores estimulantes e inibidores até chegar a
carcinoma invasor e metastase. Na pratica, porém, a comprovagdo dessas etapas
progressivas tedricas sao dificeis de serem obtidas. Em alguns casos, encontramos
todas estas etapas precursoras, mas na maioria isto ndo ocorre. Alguns modelos para
tumorigénese foram descritos, como o de FRYKBERG e BLAND e o de BIECHE e
LIDEREAU 1995. Este altimo, mais conhecido, apresenta, além das etapas
evolutivas, as alteragdes genéticas encontradas no desenvolvimento do tumor de
mama, como: perda de heterozigose, amplificagdo génica e desregulacdo de
horménios e fatores de crescimento. Modelos propostos para a progressdo do tumor

de mama estdo ilustrados nas figuras 6 e 7.
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Figura 6 - Modelo de evolugdo do cancer de mama, modificado de FRYKBERG e
BLAND. Este modelo, inclui lesdes que ndo necessariamente sdo precursores do
tumor maligno. Alguns estagios podem ser reversiveis. (Modificado de LUNDIN e
Mertins 1998).
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Hormonios 1pterLOH 3pLOH 1g21LOH

Pateisa da creachments — MYCAmp NMILOH 18qLOH
1qAmp ERBB2 Amp  13¢qLOH

TPS3, BRCAL, 6qLOH TP53 Mut
BRCA2 Mut... 7q31LO 16g22L.OH
8pLO 11p15.5LOH
it 16qter 8qAmp
1LLOH 17q LOH

heruttlno)
T A 4 - B C
Epitélio LH al Carcinoma Carcinoma Carcinoma
Normal Im prRrplas in situ Invasivo Metastatico

Figura 7 - Modelo de progressdo do tumor de Mama e Anomalias Genéticas.
(BIECHE e LIDEREAU 1995).
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1.5. Alteracoes Genéticas em Cancer de Mama:

Estudos tém sido realizados para determinar quais os eventos genéticos, €
com que freqiiéncia, ocorrem no céncer de mama na sua forma esporadica e familiar
(HALL et al. 1990; MALKIN et al. 1990; BUCHHAGEN ef al. 1994; LALLE et al.
1994; BIECHE e LIDEREAU 1995; COLLINS ef al. 1995; SCHMUTZLER e al.
1996). Estes estudos sugerem uma variedade de alteragdes genéticas, envolvendo
oncogenes € genes supressores de tumor no desenvolvimento do cancer de mama. A
amplificacdo génica tem mostrado um papel importante na patogénese e progndstico
de varios tumores solidos, incluindo o cancer de mama. O aumento de expressdo dos
proto-oncogeneses c-erbB-2, c-int-2 e c-myc tem sido associado a um pior
prognodstico e maior recorréncia em cancer de mama (CALLAHAN er al. 1992;
NAGAI et al. 1993; ODAGIRI et al. 1994; BIECHE e LIDEREAU 1995). Técnicas
moleculares aprimoraram-se para detectar, diretamente, varias alteragdes
cromossomicas. Estudos demonstraram a alta perda de heterozigose (LOH) sobre as
regides cromossdmicas 1p, 1q, 3p, 6q, 11p, 13q, 17p, 17q e 18q, mutagdes em genes
supressores ja clonados como o 7P53 e o Rbl, e alteragdo na expressdo do gene
antimetastase nm23, associados a génese do tumor de mama (LEONE et al. 1991;
BIECHE e LIDEREAU 1995). Os genes supressores de tumor BRCA I, BRCA2,
TP53 e ATM estdo associados a susceptibilidade ao cancer de mama familiar
(MALKIN et al. 1990; COLLINS e al. 1995; KLEIHUES et al. 1997, CORVELLO

1999).
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Dentre os estudos moleculares realizados em cancer de mama para a regiao
cromossdmica 3p destacam-se:

SATO et al. 1991, realizaram um estudo molecular para perda de
heterozigose, com analise de 219 carcinomas de mama, para as regides
cromossomicas 3p, 16q e 17q, por RFLP (anélise de polimorfismo de comprimento
de fragmento de restri¢@o). Estes pesquisadores observaram perda de heterozigose de
46,7% para o brago curto do cromossomo 3 (56/120) e entre 12 /oci estudados para
esta regido, foi observada, uma maior freqii€ncia de alteragdes na regido D3S659 (23
de 54, correspondendo a 42,6%).

CHEN et al. 1994, relataram perda de heterozigose em 2 regides distintas no
brago curto do cromossomo 3, estudando 108 carcinomas de mama. Encontraram 2
regides separadas, 3p13-14 e 3p24-26 (41% e 32% de LOH respectivamente), usando
RFLP e FISH.

Meétodos de estudos utilizando microdissec¢do de tecidos e investigagdo
utilizando marcadores polimoérficos do tipo microssatélite pela reagdo em cadeia da
polimerase, estdo sendo utilizados na analise cromossdmica em cdncer de mama;
porém, at¢ o momento, poucos estudos foram realizados com o objetivo de
determinar especificamente, quais 0s eventos genéticos que estdo associados ao

desenvolvimento do fibroadenoma.
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1.6. Alteracdes Genéticas em Fibroadenoma (FA):

Grande parte das pesquisas realizadas em FA provéem de estudos
citogenéticos. Alguns destes estudos apresentam alteragdes cariotipicas clonais
associadas aos fibroadenomas. As anormalidades genéticas encontradas envolvem
alteragdes numeéricas e estruturais em cromossomos especificos (STEPHENSON e¢
al. 1992; OZISIK et al. 1994; ROHEN et al. 1996; STAATS et al. 1996;
PETERSSON et al. 1997). Uma variedade de alteragdes cromossdmicas podem
estar envolvidas no desenvolvimento de fibroadenomas, como rearranjos envolvendo
as regides cromossomicas 1q, 3p, 4q, 5q, 8q, 9, 11, 12, 14q, e 16q, ganho dos
cromossomos 5, 6, 7, 11 e 17 e delegdes das regides cromossomicas 1, 3p, 6q e 7 .
LEUSCHNER e7 al. 1994, relataram um caso de fibroadenoma recorrente em uma
mulher de 25 anos, demonstrando um caso tipico de anormalidade clonal. Estes
autores verificaram translocagdo (6;14), cromossomo em anel, ¢ dois marcadores
envolvendo parte do cromossomo 11. OZISIK et al. 1994, analisaram
citogeneticamente 25 fibroadenomas, e observaram 3 casos de alteragdes
cromossomicas clonais, envolvendo os cromossomos 1, 2, 8 12 e 16. No estudo
citogenético de 30 fibroadenomas realizado por ROHEN et al. 1996, foram
encontrados 3 casos que apresentaram anormalidades cromossomicas clonais, dois
possuindo alteragdes estruturais e um apresentando trissomia do cromossomo
5. 46, XX, der (6) t (1:6) (q25; p21.3); 48,XX, del (6) (q21),r (11) (?), der (14) t

(6:14)(q21:q32),+2mar; e 47 XX, +5.
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DIETRICH er al. 1995, evidenciaram translocagdo em 2 de 15 casos de
fibroadenomas de mama. STEPHENSON er al. 1992, realizaram estudos
citogenéticos e hibridizagdo por fluorescéncia in situ (FISH) e detectaram em 3 dos 7
pacientes com alteragdes genéticas, a translocagéo entre os cromossomos 3 € 5; um
caso apresentando trissomia do cromossomo 8; € o ultimo possuia dois clones, um
que continha um cromossomo 11 a mais em 15% das células, ¢ o outro um
cromossomo 10 excedente em 2,4% das células. A trissomia do cromossomo 11
encontrada estava confinada as células de origem mesenquimal, enquanto que a
trissomia do cromossomo 10, detectada no mesmo tumor pode ter sido originada por
um componente epitelial. A presenga de um clone com adigdo de um cromossomo
11, restrita as células mesenquimais, ja havia sido observada anteriormente. BELDA
et al. 1993, relataram um rearranjo cromossomico clonal, t(4;14)(q24-25:q24.3) em
um fibroadenoma de mama.

A maior parte dos estudos revelou uma porcentagem dominante de
fibroadenomas sem anormalidades citogenéticas. No entanto, aberragdes recorrentes
foram detectadas. As alteragdes cromossOmicas clonais relatadas, numéricas e
estruturais, envolvem principalmente os cromossomos 1,3, 4,6, 11 e 12.

A figura 8 apresenta um esquema de algumas alteragdes genéticas

encontradas nos cromossomos.
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Figura 8 - Alguns tipos de alteragdes estruturais de cromossomos (Modificado de
Cotran et al. 1994).

Alguns poucos autores tém procurado investigar a ocorréncia de alteragdes
genéticas em fibroadenomas utilizando técnicas de biologia molecular. Nos estudos
de LALLE er al. 1994, foram detectados 2 casos de perda da heterozigose (LOH) em
fibroadenomas, em um contexto familiar, utilizando marcadores polimorficos do
tipo microssatélite, mapeados na regido cromossdomica 17q, perto do locus BRCA 1.

As perdas de heterozigose observadas sdo pequenas perdas intersticiais, sendo este o
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primeiro relato de perda da heterozigose em lesdes benignas de mama, realizado em
um contexto de predisposi¢do hereditaria. Outros estudos ;;itogene’ticos €
moleculares tém procurado investigar se as alteragdes genéticas encontradas em
carcinoma de mama também estdo presentes em fibroadenoma (ODAGIRI er al.
1994; NOGUCHI et al. 1993,1995; DIETRICH, et al. 1995; MCCULLOCH et al.
1998).

A expressdo do oncogene c-myc e a de mais trés genes da familia ras (c-H-
ras, c-K-ras e c-N-ras) foi examinada por WHITTAKER er al. 1986, em 4
fibroadenomas, sendo que apenas um dos casos analisados mostrou expressdo do
oncogene c-N-ras.

Estudos analisando a expressdo do oncogene c-erbB-2 e do gene supressor
de tumor 7P353 tém sido realizados com anticorpos monoclonais, comparando dados
encontrados nos fibroadenomas com os presentes em cancer de mama e
correlacionando a expressdo do c-erbB-2 e TP53 com a atividade proliferativa e o
indice prognostico. WHITTAKER et al. 1986; ODAGIRI er al. 1994, ndo
encontraram expressdo do c-erbB-2 e do gene supressor de tumor 7P33, nestes
tumores benignos. Além disso, estudos realizados por ROS 1998, demonstrou o
aumento de expressdo dos genes /GF-2 e HI19 nos fibroadenomas de mama, sendo
em 61,9% o aumento simultaneo destes 2 genes.

A falha dos estudos moleculares em detectar alteragdes genéticas em

fibroadenomas pode ser devida a policlonalidade dessas lesdes.
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Os fibroadenomas sdo tumores policlonais, compostos de cé€lulas epiteliais e
estromais. Entretanto, existe na literatura evidéncia da ocorréncia de alteragdes
genéticas clonais nestes tumores (FLETCHER et al. 1991; ROHEN ef al. 1996;
KASAMI et al. 1998). Estudos de NOGUCHI er al. 1993, avaliaram 10 casos de
fibroadenomas e 5 casos de tumores filoides através da reagdo em cadeia da
polimerase. Estes autores evidenciaram a origem de células policlonais, tanto para as
células epiteliais, quanto para as estromais. Os casos de tumores fildides
apresentaram células epiteliais de origem policlonal e células estromais de origem
clonal. Sendo assim, consideraram ser o fibroadenoma mais uma hiperplasia do
lobulo do que uma neoplasia, e o tumor fildéide demonstrou ser um neoplasma de
células estromais, mas ndo de células epiteliais. ROHEN er al. 1996; STAATS et al.
1996; ROSENBERG ef al. 1997, também consideraram as alteragdes cariotipicas
clonais das lesdes benignas de mama.” A andlise clonal é um método eficaz na
distingdo de neoplasia e hiperplasia. Varios tipos de tumores humanos benignos e
malignos tém mostrado origem monoclonal. Por outro lado, a expansdo policlonal ¢
esperada em hiperplasia (FLETCHER et al. 1991). Embora o fibroadenoma seja
classificado como um tumor benigno de mama na maioria das pesquisas, NOGUCHI
et al. 1993, sugeriram que ele € um estagio hiperplasico ou o desenvolvimento
anormal do l6bulo, que antecede a neoplasia. Sendo o fibroadenoma um tumor
bifasico, ainda ndo se sabe, se € o componente epitelial ou o estromal que representa

a origem do tumor.

Marilia Silva de Souza Takimoto
Dissertacdo de Mestrado



28

INTRODUCAQO

1.7. Analise Molecular:

O avango significativo das técnicas de biologia molecular tem modificado, ao
longo dos anos, o conhecimento referente aos genes. O advento da técnica da reacdo
em cadeia da polimerase (PCR), proposto por SAIKI er al. 1985, permitiu um
desenvolvimento importante, principalmente pela oportunidade de analise de
pequena quantidade de material, ou seja, DNA ou RNA. A técnica baseia-se na
amplificagdo enzimatica de um fragmento de DNA pela extensio de 2
oligonucleotideos ("primers"), que hibridizam as fitas complementares de uma
seqiiéncia molde ("template"). As extremidades 3' dos primers sdo orientadas
apontando uma em direg@o a outra. Varios ciclos sdo repetidos com variagdes de
temperatura, que permitem a desnaturagdo do DNA molde, hibridizagdo dos primers
as suas seqiéncias complementares e extensdo dos primers hibridizados pela DNA
polimerase. Ao final de multiplos ciclos, hd o0 acimulo exponencial de um fragmento
especifico cujas extremidades sdo definidas pelas extremidades 5' dos primers
(INNIS ef al. 1990; NAGAI 1998). A figura 9 apresenta esquematicamente 3 ciclos

de amplificagdo da reagdo em cadeia da polimerase.
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Figura 9 - Esquema de 3 ciclos de amplificagdo da reacdo em cadeia da
polimerase - PCR (Modificado de Nagai 1998).
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Um importante fato foi a utilizagdo dos marcadores de DNA altamente
polimorficos do tipo microssatélite. Estes marcadores pertencem a familia dos
satélites, ou seja, das seqiiéncias repetitivas de DNA ndo codificadas, dispersas no
genoma humano. Podemos encontrar o DNA repetitivo sob a forma de seqiiéncias
repetidas aleatorias (tandem), ou DNA satélite, e as repeti¢des intercaladas. As
sequiéncias satelites sdo repetigdes curtas e sdo divididas em: microssatélites,
minissatélites e macrossatélites. Microssatélites sdo pequenos polimorfismos de
DNA, freqiientemente com menos de 1 Kb de tamanho. As repetigdes dinucleotideas
(AC)n sao as mais conhecidas. Seu numero pode variar de 10 a 60. Minissatélites sdo
repetigdes onde a seqiiéncia principal € maior que a encontrada nos microssatélites.
As macrossatélites podem ser muito grandes, com até megabases de tamanho.
(BRUFORD e WAYNE 1993; KORETH et al. 1996, REMER 1999).

As atuais técnicas de analise moleculares permitem um estudo mais acurado
do genoma, contribuindo para a elucidagdo da génese dos tumores. O entendimento
dos eventos genéticos envolvidos no desenvolvimento de fibroadenomas, pode
permitir a identificag@o dos eventos iniciais associados ao processo de transformagio
maligna da mama. Portanto, novos estudos, utilizando microdissec¢do de tecidos e
técnicas moleculares, sdo necessarios para a determinacdo das alteragbes genéticas,

que contribuem para o desenvolvimento dessas lesdes benignas.
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Este trabalho teve como objetivo a identificagdo de alteragdes genéticas em
fibroadenomas de mama, através da técnica de microdissec¢do de tecidos e a andlise
da perda da heterozigose, utilizando marcadores de DNA altamente polimoérficos do

tipo microssatélite.
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3.1. Obtenc¢io do Material Biolégico :

Foram analisadas amostras de tumor e tecido normal de pacientes com
fibroadenoma de mama, obtidas através de procedimento cirurgico, no Hospital
Pérola Byington (Centro de Referéncia da Saude da Mulher, ¢ de Nutrigdo,
Alimentacgdo e Desenvolvimento Infantil - CRSMNADI), sob a responsabilidade do
médico mastologista Dr. Carlos Alberto Ruiz. As amostras foram coletadas no
periodo de outubro de 1998 a janeiro de 1999. Os espécimes cirlirgicos, sem
qualquer outro tratamento prévio, foram encaminhados imediatamente ao servigo de
patologia do Hospital Pérola Byington (CRSMNADI), onde foram realizados cortes
de 5 um, sendo as laminas fixadas, e coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina
para diagnostico (LUNA 1972; HOROBIN 1982). Apos confirmagao histopatolégica,
sob a coordenagdo da Dra. Regina Felippo Barboza, as amostras foram reanalisadas.
Tumores fildides, fibroadenomas que apresentavam calcificagdes e/ou outras
alteragdes associadas, foram excluidos. Eliminou-se, também, areas com necrose,
hemorragia e com componente inflamatdrio, para que ndo comprometesse o estudo.

Confirmado o diagnéstico de fibroadenoma simples, o tumor foi
encaminhado para este estudo. Confeccionou-se uma ldmina corada pela técnica da
Hematoxilina- Eosina, com laminula, para estudo prévio e 2 laminas coradas,

somente pela Eosina, sem laminula, utilizadas para microdissec¢ao.
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3.2. Microdissecc¢ao de Tecidos:

As laminas foram encaminhadas ao laboratério de Genética Molecular de
Cancer da disciplina de Oncologia do Departamento de Radiologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de S@o Paulo (FMUSP), onde foi procedida a
microdissec¢do. A microdissec¢do foi realizada sob visualizagdo microscopica
utilizando-se microscopio binocular (OLYMPUS BHC) com quatro objetivas,
segundo técnica demonstrada, em estudos de CHUAQUI et al. 1996; NAYAR et al.
1997. Utilizamos a objetiva 4 (menor) com um aumento global de 40x, para melhor
visualizagdo. Em alguns casos, em que a identificagdo de partes dos componentes
tornou-se dificil, utilizamos a objetiva 3 com um aumento global 100x. Demarcamos
visualmente as areas de interesse seguindo uma ordem (tecido Normal, tecido
Epitelial e tecido Estromal) em virtude da quantidade de tecido e dificuldade de
dissecgdo da lamina. Dissecamos, separamos e retiramos fragmentos de tecido com
uma agulha estéril 25 x 7 gauge. Para a disseccdo de cada amostra houve
necessidade de troca de todo material (luva cirtrgica de latex e agulha) para evitar
contaminag@o de uma amostra e seus componentes para outra.

Apo6s a microdissec¢@o, o material foi colocado em 3 tubos separados e
identificados de microcentrifuga com rosca, de 1,6 ml e encaminhados a extragdo de
DNA.

A Figura 10 apresenta um esquema da microdissecgao de tecidos.
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Microdisseccéio:

7, U, T,

Figura 10 - Representagdo esquematica da fase de microdissecgao de tecidos.

3.3. Extraciao de DNA: (SAMBROOK et al. 1989;: NAGAI 1998)

Os fragmentos dos tecidos microdissecados foram utilizados para extra¢do do
DNA. O matenal obtido por microdissecgdo foi imediatamente colocado em 50 uL
de solugdo tampéao contendo 0,05 mol/L de Tris-HCL, 0,001 mol/L de EDTA, 1%
Tween 20, 0,5 pl de Proteinase K a 20 mg/ml, pH 8,0 e incubados a 55 °C por 12
horas ¢ fervido por 10 minutos para inativar a Proteinase K. A seguir, foi colocado
no gelo por 10 minutos. Para cada amostra, 1 a 3 ul de solugéo foi usada para PCR.

A figura 11 mostra um esquema da extragdo de DNA em material

microdissecado.
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EXTRACAO DE DNA

U0

Adicionar 50 pl da solucio tampao + 0,5 pl proteinase K

Figura 11- Representacdo esquematica da extragdo de DNA.

3.4. Analise de Perda da Heterozigose (LOH), Utilizando Marcadores de
DNA Altamente Polimorfico do Tipo Microssatélites e Reacio em Cadeia
da Polimerase (PCR): (SAMBROOK et al. 1989; NAGAI 1998)

Nesta analise utilizamos os marcadores de DNA altamente polimérficos do
tipo microssatélite. As reagdes de PCR foram feitas em um volume de 25 pul,
utilizando 50 ng de DNA gendmico, 50 pmol de cada oligonucleotideos, 1,5 mM de
MgCL, 200 um de cada desoxinucleotideo trifosfatado, 50 mM de KCL, 10 mM de
Tris-HCL pH 8.3, 0,1 mg/ml de gelatina, 0,75 mg de BSA, 0.5 unidades de 7agDNA

polimerase (GIBCOBRL) e 50 pmol de um dos oligonucleotideos marcados com
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0,1uCi o **P - dCTP. A amplificacdo foi feita por 30 ciclos, cada ciclo constituido
por 1 minuto a 94 °C , 1 minuto na temperatura de hibridiza¢do adequada para cada
jogo de primers e 1 a 2 minutos a 72 °C. Os produtos obtidos foram diluidos 1:2 em
tampao de aplicagdo (formamida 90%, EDTA 10mM, azul de bromofenol 0,35% e
Xileno cianol 0,35%), fervidos por 5 minutos e separados em gel de poliacrilamida
6% desnaturante (Uréia 8M, solugdo acrilamida/bisacrilamina 6%, TBE 1X) com
tampdo TBE 1X (Tris-HCL 0,09, Acido Bérico 0,09M e EDTA 0,2mM). A corrida
eletroforética foi realizada a 2000 volts, 250 watts, 120 mA por 2 horas a uma
temperatura de 50 °C. Apos a corrida o gel foi transferido, para papel cromatografico
Whatmann 3MM Chr, submetido ao processo de secagem em secador termo-vacuo
mod.583 (Biorad), por 30 minutos e exposto a filme de raio X KODAK X-Omat
XAR por 4-48 horas a —70 °C, sendo posteriormente revelado e realizada a analise
do auto-radiograma. Quando necessario, fez-se re-exposi¢do do gel por periodo de
até 7 dias, dependendo da intensidade obtida no auto-radiograma.

Para andlise das perdas de heterozigose foram utilizados marcadores de
microssatélite para as regides cromossémicas D3S659 (3p13), D6S249 (6q16.3-q21),
D10S219, D10S541, D10S574, DI10S1735, DI10S1765 (10q21-22), D11S860

(11pl15), W40 (11p13), P53 (17p13.1) e 248yg (17q), demonstrados na tabela 3.
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TABELA 3 - Resumo dos marcadores de microssatélites utilizados para analise de

perda de heterozigose (LOH).

Marcador Seqiiéncia Produto(bp)
CI-373 CTGCAAGGTCTGTTTAACAG ~113

ATTCCAGGGACAAGTTCCCC

249 TTCTATTTCTGAAGGTGAACTA 146-164
ATAGTTACCATCAGTCACTG

219 TCTTTCTACCACCCCCC 89-103
GCAGAGAACCTAAAGCATCC

541 AAGCAAGTGAAGTCTTAGAACCACC 247-273
CCACAAGTCACAGAAAGCCTGTCTC

574 GTCGGACTCTGTGATTGTG 124-135
TGCTTAATGGGGACAGG

1735 CCTGATTTGGATGCCATGT 173-177
TGACTCAGTGGGGCCTAGA

1765 CACTTACATAGTGCTTTCTGCG 166-184
CAGCCTCCCAAAGTTGC

860 GCAACACGTACACACTGAGACA 154-196
TAGTATTTTGCCATAGAAGAAGC

W40 AATGAGACTTACTGGGTGAGG 140-148
TTACACAGTAATTTCAAGCAACGG

439 GATAGTGCTATCCTCTTGCA 160-188
GTTACACCGGTTCTGCAGAT

LH1/LH2 AGGGATACTATTCAGCCCGAGGTG ~100
ACTGCCACTCCTTGCCCCATTC
248yg9 GGATGGCCTTTTAGAAAGTGG 143-155

ACACAGACTTGTCCTACTGCC

e ——— ==
Referéncias: HAUGE et al. 1992, JONES ef al. 1992a, JONES e NAKAMURA 1992b; TADOKORO ef al. 1993;
WINQVIST et al. 1993, SHENG et al. 1996, FEILOTTER et al. 1998; YOKOSAKI et al. 1999,
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A determinagdo de perda de heterozigose, ou imbalango genético, foi feita
pela comparagdo entre o sinal auto-radiografico de DNA Tumoral, nas amostras de
Estroma e do Epitélio (Genotipo Tumoral), em relagdo ao sinal observado, na
amostra de DNA do tecido normal (Genoétipo Constitutivo). As perdas totais foram
determinadas pela simples comparacdo visual, enquanto que as perdas parciais foram
quantificadas utilizando-se um densitdmetro Pharmacia LKB - Ultroscan XL. Foram
considerados positivos 0s casos em que o padrdo de alelos de tumor apfesentavam
pelo menos 40% de diminuigdo de intensidade, em uma das bandas no auto-

radiograma. A figura 12 mostra um esquema das as etapas de materiais e métodos.

Resumo de Materiais ¢ Métodos:

Tecido epitelial

Area microdissecada

FA

NSE NSE NSE NSE

Estroma Epitélio
Amplificacio §
PCR

Figura 12 - Representagdo esquematica dos procedimentos realizados neste trabalho.
Resumo de Materiais e Métodos.
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Foram analisados, no laboratorio de Genética Molecular de Cancer da
disciplina de Oncologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, 52
Fibroadenomas de Mama simples, provenientes de procedimentos cirurgicos
realizados no Hospital Pérola Byington (CRSMNADI).

A média de idade das pacientes submetidas a procedimento cirdrgico por
Fibroadenoma de Mama foi de 30 anos, variando de 17 a 51 anos, com uma mediana

de 28 anos. Tabela 4.

TABELA 4 - Dados demograficos de 52 pacientes com Fibroadenoma de Mama:

Variavel Categoria Fregﬁéncia ( % )

Racga Branca 23 (44,2)
Nzo Branca 16 (30.,8)
Ignorado 13 (25,0)

Idade Média + dp 30,0 £10,7

Fumo Nao 38 (73.0)
Sim 12 (23,0)
Ignorado 2 ( 4.0)

Fonte: Arquivo do Hospital Pérola Byington (CRSMNADI) - 2000

Nesta amostragem, predominaram as mulheres com nddulo unico de mama
(78,9%), sendo a maioria das lesdes tumorais localizada na mama esquerda (24
casos). A média de tamanho dos tumores analisados foi de 2,9 cm (1,5 - 6,5 cm). Os

dados referentes as variaveis clinico-cirurgicas estdo presentes na tabela 5.
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TABELA 5 - Fatores clinico-cirurgicos de 52 pacientes com Fibroadenoma de

Mama:
Eﬁ
Fatores Categoria Freqiiéncia (%)
e e e I I IS
N” Nodulos Multiplos 11 (21,5)
Unico 41 (78.9)
Localizagdo Mama Direita 20 (38.4)
Mama Esquerda 24 (46,2)
Bilateral 08 (15.4)
Gestagdo G=0 24 (46,2)
G=1 27 (51,9)
Ignorado 01 ( 1,9)
Clinica Noédulo de mama 14 (27,0)
Nédulo mama + QOutras 32 (61,5)
Outras 06 (11,5)
Cirurgia Préviade |Doenga benigna 08 (15.4)
Mama Doenga maligna - -
Sem cirurgia 43 (82,7)
Ignorado 01 ( 1,9)
Histéria familiar Cancer de mama 03 ( 5.8
Outros Canceres 08 (15,3)
Outras doengas benignas 15 (28.9)
Ignorado 02 ( 3,9
Sem historia familiar 24 (46,1)
Lactagdo Sim 19 (36,5)
Nao 28 (53.9)
Ignorado 05 ( 9,6)
Tamanho do nédulo | Média 2,.9cm (1,5 - 6,5¢cm)
Contraceptivo Oral |Sim 08 (15,4)
Nio 39 (75,0)
Ignorado 05 (.9.6)
Uso Medicamentos |Hormonal - -
N&o hormonal 07 (13,5)
Ignorado 02 ( 3.8)
Nio usa 40 (82,7)
Menarca Média 13,2 anos (9-17a.)

Fonte: Arquivo do Hospital Pérola Byington (CRSMNADI) — 2000.
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Figura 13 - Microdissecgdo do tecido normal adjacente ao fibroadenoma de mama.
A) Analise prévia com lamina corada com Hematoxilina-Eosina (HE) 40x.
B) Antes da microdissecc¢ao - lamina corada com Eosina.
C) Ap6s a microdisseccdo - lamina corada com Eosina - 40x.
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Figura 14 - Microdissecgdo do tecido normal adjacente ao fibroadenoma.
A) Antes da microdissec¢do. B) Depois da microdissec¢do.
Laminas coradas com Eosina - 40x.
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Figura 15 - Microdissec¢do do tecido epitelial do fibroadenoma de mama.
A) Analise prévia com lamina corada com Hematoxilina-Eosina (HE) - 40x.
B) Anélise em lamina corada com Eosina - 40x.

Marilia Silva de Souza Takimoto
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T ek R

A) e B) Etapas da microdissec¢@o de tecido epitelial do
fibroadenoma de mama (Continuagdo da figura 15).
Léaminas coradas com Eosina - 40x.

Figura 16 -
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Figura 17 - Microdissecgdo do tecido estromal do fibroadenoma de mama.
A) Antes da microdissecgdo.  B) Depois da microdissecgao.
Laminas coradas com Eosina - 100x.
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A extragdo de DNA de 52 fibroadenomas (156 tubos de microcentrifuga) foi

realizada, respeitando as condigdes estabelecidas em Materiais e Métodos.

Apés a extragdo, foram feitas as reagdes de PCR (reagcdo em cadeia da

polimerase), utilizando os primers: CI-373 - (3p); 249 - (6q); 219, 541, 574, 1735 ¢

1765 (10q); 860, W40 (11p), 439 (11q) e LHI/LH2 (TP53) - (17p) e 248 yg (17q). Os

dados referentes ao /ocus, numero de casos informativos e perda de heterozigose sdo

mostrados na tabela 6.

TABELA 6 — Dados referentes ao /ocus, regido cromossémica, nimero de casos

informativos e perda de heterozigose (LOH).

Locus Regido N Informativo/ N LOH/
Cromossomica N Casos N informativo

D3S659 3pl3 31/52 3/31
D6S249 6q16.3-g21 3/8 0/3
D10S219 10q22-23 15/26 0/15
D10S541 10g22-23 0/8 0/0
D10S574 10g22-23 11/16 0/11
D10S1735 10g22-23 0/9 0/0
D10S1765 10g22-23 8/31 0/8
D11S860 11p15 4/26 0/4
WT1 11p13 12/26 0/12
D11S439 11924-q25 6/18 0/6
TP53 17p13.1 25/52 0/25
D17S855 17q12-q21 15/30 0/15

e e e i
Fonte: Laboratorio de Genética Molecular de Céancer — Departamento de Radiologia da FMUSP-2000.
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Foram realizadas as reagdes com as amostras de fibroadenoma, utilizando
todos os primers acima mencionados. Apesar da padronizag¢do (da fixagdo e da
reacdo de PCR), detectamos uma diferenca em seus resultados. Muitas das amostras
ndo amplificaram, mesmo para repetidas reacgdes, utilizando o mesmo primer ou
outro diferente.

As reagOes que apresentaram maior grau de amplificagdo foram aquelas
utilizando os primers CI3-373 para regido 3pl13 e LHI/LH2 (7P53) para regidao
17p 13.1.

Trés das amostras analisadas apresentaram perda de heterozigose, para o
marcador CI3-373 - D3S659 para a regido 3pl3, correspondendo a 9.6% (3 de 31
casos informativos). Reavaliamos os resultados, os quais foram confirmados. Nao
verificamos perda de heterozigose, em nenhuma das amostras analisadas para os
outros primers. Apresentamos a seguir as figuras 18, 19 e 20, com os auto-
radiogramas e as densitometrias correspondentes as amostras com perda de

heterozigose.
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B.1)

E Normal (N)
E Epitélio (E)
E Estroma (S)

B.2) B.3) B.4)

Normal - (N) Epitélio (E) Estroma (S)

Figura 18 - A) Auto-radiograma do caso 13, demonstrando LOH no tecido estromal (S)
do tumor e imbalango alélico no tecido normal adjacente ao tumor (N)
no /ocus D3S659 na regidao cromossomica 3p13.

B) Densitometrias do caso 13.

B.1) Densitometria de todos os tecidos do Fibroadenoma - (N),(E),(S).
B.2) Densitometria do tecido normal adjacente ao tumor - (N).

B.3) Densitometria do tecido epitelial do Fibroadenoma - (E).

B.4) Densitometria do tecido estromal do Fibroadenoma - (S).

Marilia Silva de Souza Takimoto
Dissertacdo de Mestrado



RESULTADOS

B.1)

E Normal (N)
= Epitétio ()
E Estroma (S)

Figura 19 - A) Auto-radiograma do caso 49, demonstrando LOH no tecido epitelial (E)
do tumor no /ocus D3S659 na regido cromossomica 3p13.
B) Densitometrias do caso 49
B.1) Densitometria de todos os tecidos do Fibroadenoma - (N),(E).(S).
B.2) Densitometria do tecido normal adjacente ao tumor - (N).
B.3) Densitometria do tecido epitelial do Fibroadenoma - (E).
B.4) Densitometria do tecido estromal do Fibroadenoma - (S).

Marilia Silva de Souza Takimoto
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E Normal (N)

Epitélio (E)
Estroma (S)

1 Normal - (N) [ Estroma(S)
E .
i

5 | | A

|
|y

Figura 20 - A) Auto-radiograma do caso 52, demonstrando LOH no tecido estromal (S)
do tumor no /ocus D3S659 na regido cromossomica 3p13.
B) Densitometrias do caso 52.
B.1) Densitometria de todos os tecidos do Fibroadenoma - (N),(E),(S).
B.2) Densitometria do tecido normal adjacente ao tumor - (N).
B.3) Densitometria do tecido epitelial do Fibroadenoma - (E).
B.4) Densitometria do tecido estromal do Fibroadenoma - (S).

Marilia Silva de Souza Takimoto
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O marcador CI3-771, para o locus D3S966, mapeado na regido cromossémica
3p21.3, (com produto de amplificado de 147 bp — (AC),3), também foi utilizado. A
avaliagdo deste locus foi realizada para verificar a possivel perda de heterozigose,
para este marcador Entretanto, ndo obtivemos sucesso na amplificagdo destas
amostras.

Observamos que em 2 tumores (caso 13 e 52) houve perda de heterozigose no
componente estromal do fibroadenoma. No caso 49 houve perda de heterozigose no
componente epitelial. Também no caso 13, onde observamos perda de heterozigose
para o componente estromal, notamos imbalango genético no componente normal.

A andlise do auto-radiograma do caso 52, mostra pouca densidade
radiografica na amostra do componente epitelial. Os experimentos foram repetidos e
reanalisados, evidenciando-se uma diferenca de massa no componente epitelial e
somente perda de heterozigose no componente estromal.

As 3 amostras com perda de heterozigose para a regido cromossomica 3p13,
foram analisadas com todos os outros primers, ndo sendo observado nenhuma
alteragdo.

Os dados clinico-cirirgicos das 3 pacientes que apresentaram perda de

heterozigose para o brago curto do cromossomo 3 s@o apresentados na tabela 7.
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TABELA 7 - Dados clinico-cirirgicos de 3 pacientes com perda de heterozigose no brago curto do cromossomo 3:

OpEIISA 2p OBdeHaSSIq

OJOWINE [, BZNOS 3P BAJIS BI[LIBI

e e i R R R et 1 e L B T R e T e S T T T T R e P S S A A TR T
Caso | Ida- |Raca |Fumo |Menarca |Gesta- |Idade |Lacta- | Histéria | Uso de | Cirurgia |Clinica |N™de |Local Taman
de ¢io |do 1° [¢do | familiar | Medica- | prévia de Nédulo ho

filho ¢iio mama Nédulo
E%Eﬂ
13 51 I(*) Nio 13 4 25 Sim QOutros | Nao Sim(**) |Nodulo | Multiplo | Bilateral |5 cm
CAs + Outros | (***) (***%)
49 |17 |1(® |[Nio [13 0 o Nio Nio Niio Nodulo |Unico |Mama 3 cm
+ Outros Direita
52 |19 |Branca|Ndo |12 0 - Néo Nio Nao Nodulo | Unico |Mama 2 cm
+ Outros Esquerda
T ——— e e e s Ty

e ———
Fonte: Arquivo do Hospital Pérola Byington (CRSMNADI)- 2000

* = ignorado

#¥ = Tumorectomias por fibroadenoma.
#+4= Paciente com multiplos nodulos, porém realizado tumorectomia de um unico nédulo.

##¥*= Paciente com nodulos bilaterais, porém realizado tumorectomia esquerda.
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5. DISCUSSAO
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O Fibroadenoma € o tumor benigno de mama mais freqiente em mulheres,
composto por tecido epitelial e estromal. Sua etiologia ainda € desconhecida. Devido
a existéncia de poucos estudos moleculares em fibroadenoma de mama e visando
identificar alguns fatores que estejam implicados na génese destes tumores, foi
realizado este estudo molecular em 52 pacientes portadoras deste tumor de mama.

Neste estudo, observamos que a idade das pacientes com fibroadenoma de
mama estd em concordancia com a descrita na literatura (GEBRIN 1990;
HOULIHAN 1991; ALLE et al. 1996). As pacientes apresentavam-se numa faixa
etaria predominantemente dentro do periodo reprodutivo, com uma média de 30 anos
de idade. A maioria ndo fumava (67,3%). Vinte e duas pacientes eram brancas, 16
ndo brancas ¢ 11 apresentavam dados ignorados. Na literatura, observa-se um leve
predominio da raca negra (DENT E CANT 1989; BARROS ¢ RUIZ 1994).

Os dados clinicos-cirurgicos deste trabalho mostraram que a maioria das
pacientes apresentavam nodulos anicos (79.,6%), com predomindncia na mama
esquerda (47%). Nédo apresentavam filhos (44,9%), sem historia prévia (83,7%) ou
familiar (44,9%) para neoplasias, sem uso de contraceptivo oral ou medicamentos
(73,5% e 81.7% respectivamente) e a média do tamanho do nodulo foi de 2,9 cm
(variando de 1,5 - 6,5 cm). A média de idade da menarca das pacientes foi de 13
anos. Estes resultados estdo em concordancia com os dados demonstrados em outros
trabalhos (ALLE et al. 1996, OLIVEIRA 1997, TAVANI 1999).

O material tumoral proveniente de cirurgia foi fixado em formol 10% e

Marilia Silva de Souza Takimoto
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emblocado em parafina. Foram realizados 3 cortes de 5 u para cada tumor. Os
trabalhos prévios utilizaram cortes variando de 2 a 15 u. (BIANCHI ef al. 1991;
LAKHANI ef al. 1995; ZHUANG et al. 1995; NAYAR et al. 1997). Na fase de
padronizagdo, realizamos primeiramente cortes com 10u e posteriormente, com Su.
Na pratica, observamos ndo haver diferenga nas espessuras dos cortes. Optamos por
cortes de 5y, pois € o mais utilizado nos laboratorios ¢ também € o mais mencionado
nas técnicas de microdissec¢do. O numero de Ildminas padronizadas para
microdissec¢o foi de 2 laminas por tumor. Este é o nimero recomendado, em
estudo prévio desta técnica (NAYAR ef al. 1997).

O corante utilizado no preparo da lamina anatomopatoldgica pode interferir
na rea¢do em cadeia da polimerase (PCR). A Eosina é um corante com a propriedade
de agregar-se somente as proteinas do citoplasma, e por isto sua utilizag@o isolada,
na lamina, ndo interfere na PCR. Este fato foi comprovado, previamente, em estudos
utilizando-se apenas este corante (CHUAQUI ef al. 1996; NAYAR et al. 1997). Esta
técnica permite o exame e a microdissecgdo da lamina sob visdo direta do
pesquisador, com maior precisdo. Algumas pesquisas em que a técnica de
microdissec¢do foi realizada em laminas coradas com Hematoxilina ¢ Eosina (HE),
fazem-na, sob visualiza¢fo indireta. A 1dmina corada com HE ¢ utilizada como guia,
demarcando a area correspondente na ldmina parafinada, sem corante, a ser
microdissecada (ROSENBERG ef al. 1997, KASAMI et al. 1997, 1998; MARSH er

al. 1998).

Marilia Silva de Souza Takimoto
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GUPTA et al. 1997, descreveram uma técnica em que utilizaram uma lamina
corada com HE e, sobre esta lamina anatomopatoldgica, aplicaram um filme de
silicone (sellotape). A seguir comprimiram a ldmina ao sellotape, digitalmente, e
iniciaram a microdisseccdo com lamina de bisturi nimero 11, com visualiza¢do
direta da 4rea a ser microdissecada. Estes autores advogam a diminui¢do dos
tremores de quem esta microdissecando € a ressecgdo da drea alvo em bloco. Na
pratica, constatamos que tanto a técnica utilizando 1dmina corada com HE, servindo
como guia, quanto a técnica utilizando filme de silicone, sdo de baixa acuidade e
com grandes probabilidades de contaminagdo de tecidos.

Os instrumentos de microdissec¢do utilizados foram: microscopio, tubos de
microcentrifuga, luvas cirirgicas e agulhas 25 X 7 gauge estéreis. Na fase de
padronizag¢do, utilizamos agulhas com calibre maior, menor e ldminas de bisturi. As
agulhas muito finas s3o maledveis e as agulhas grossas e laminas de bisturi
atrapalham a microdissec¢do, pelo seu tamanho, danificando o material e
promovendo a contaminagdo de tecidos. As laminas de bisturi sdo ideais apenas para
a microdisseccdo de tecidos periféricos, como por exemplo, o tecido normal
adjacente ao tumor.

O uso de método como microdissec¢do de tecido tem aumentado a
sensibilidade e especificidade das anélises moleculares. Neste trabalho, utilizamos o
microscopio Optico de 4 objetivas (Olympus BHC) e agulhas 25 X 7 gauge,

disponiveis em nosso laboratorio, que demonstraram ser um instrumental adequado a
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experimentacdo, expressando resultados mais precisos. O microscopio invertido
também pode ser utilizado, apresentando como vantagem um maior espago entre a
objetiva e a lamina anatomopatolégica, permitindo assim, uma maior ¢ melhor
manipulagdo.

Atualmente, com a alta tecnologia, existem alguns estudos, em varios tecidos,
incluindo mama, usando a técnica de microdissec¢do a laser (EMMERT-BUCK ez
al. 1996; VOLCKE et al. 1996; BONNER et al. 1997; OSIN ef al. 1998; SIMONE et
al. 1998; NHI 2000). Esta técnica utiliza microscopios propriamente adaptados, ndo
havendo manipulacdo direta do pesquisador. E o método ideal para tumores
heterogéneos e policlonais, como os fibroadenomas, embora seja um instrumental
caro ¢ ndo disponivel na maioria dos laboratorios.

A extragdo de DNA foi realizada inicialmente na fase de padronizagdo pelo
método de fenol cloroformio. Por se tratar de pequena quantidade de material,
optamos pela adi¢do de Proteinase K e solugdo tampdo, sem posterior purificagio.
Na fase de padronizagdo, utilizamos as quantidades de 0,1, 0.2 e 0,5 ul de Proteinase
Ka20mg/ml e 10, 20 e 50 ul de solugdo tampdo, respectivamente. Verificamos
que 0.5 pl de Proteinase K e 50 ul de solug@o tamp@o foi o ideal neste experimento.
Na literatura, estas quantidades de Proteinase K e solugdo tampédo também variam
(BIANCHI ef al. 1991; ZHUANG et al. 1995; KASAMI ef al. 1997; NAYAR et al.
1997).

Uma constatagdo deste estudo € a amplificacdo varidvel destas amostras.
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Muitos componentes tumorais (estroma e epitélio) e componente normal ndo
amplificaram, ou somente alguns deles amplificaram. Alguns fatores devem ser
considerados. Trabalhamos com amostras de tecido fixados em formol, emblocados
em parafina, com extratos de DNA, ou seja, amostras ndo purificadas, com
quantidade limitada de tecido e com massas de componentes tumorais diferentes. E
importante considerar o padrdo de cada tumor com alguns marcadores. Em nosso
laboratorio, em estudo prévio de desenho semelhante a este e utilizando técnica de
microdissec¢do em tumores de cabega e pescogo com marcadores semelhantes,
obtivemos resultado de LOH alto, com um grau de amplifica¢do de suas amostras
também grande.

Os marcadores de microssatélites utilizados foram aqueles que estdo
mapeados em regides cromossOmicas mais freqiientemente pesquisadas para cancer
de mama. Na maioria dos casos, utilizamos apenas um marcador para cada regido
cromossomica determinada no projeto. Nédo utilizamos outros marcadores e também
ndo realizamos mais experimentos, devido ao resultado insatisfatorio das
amplificagdes e a pequena quantidade de DNA obtida.

As delegdes no brago curto do cromossomo 3 tém sido encontradas em
muitos tipos de tumores, como carcinomas de cabega e pescogo, pulmao, tireodide,
ovario e carcinoma de mama (AH-SEE et al. 1994, AHMADIAN et al. 1997,
GREBE et al. 1997, MATSUMOTO et al. 1997, SUNDARESAN 1998;

FULLWOOD 1999; MIRACCA et al. no prelo).
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Neste estudo, evidenciamos a perda de heterozigose para o brago curto do
cromossomo 3, em trés amostras de fibroadenoma de mama, correspondendo a 9.6%
(3/31) dos casos informativos. Este resultado corrobora com dados de estudos
citogenéticos prévios, que indicam que esta regido do brago curto do cromossomo 3
esta envolvida na génese dos tumores benignos ¢ malignos de mama (DIETRICH et
al. 1995; PANDIS et al. 1997, LUNDIN er al. 1998). Através de estudos
moleculares, apenas MCCULLOCH et al. 1998, detectaram um caso de perda de
heterozigose na regido do brago curto do cromossomo 3 (3p21-14.2).

Estudos Citogenéticos em Fibroadenomas para a Regido 3p:

Dentre os estudos citogenéticos, STEPHENSON er al. 1992, relataram uma
paciente com fibroadenoma de mama com translocagdo t(3;5) (p22;q13).

DIETRICH et al. 1995, sugeriram que alteragdes no brago curto do
cromossomo 3 ocorrem precocemente na progressio para lesdes tipicamente
associadas com o aumento do risco de desenvolver cidncer de mama. Em seus
estudos citogenéticos mostraram dele¢des na regido cromossdmica 3p, detectadas em
3 de 11 lesdes proliferativas benignas (hiperplasia ductal atipica e papiloma
intraductal), porém, ndo detectaram perda de heterozigose em fibroadenomas.

Outro estudo citogenético, realizado por PETERSSON et al. 1997, analisou
50 fibroadenomas de mama, identificando alteragdes clonais em 9 destes tumores.
Um destes tumores, apresentava um rearranjo intracromossomal complexo do

Cromossomo 3.
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Estudos Moleculares em Fibroadenomas:

LALLE et al. 1994, publicaram o primeiro estudo molecular detectando 2
casos de perda de heterozigose para a regido cromossdmica 17ql2-q21 em
fibroadenomas, em um contexto familiar.

LIZARD-NACOL et al. 1995, pesquisaram 37 amostras de fibroadenoma de
mama. Estes autores, analizaram 8 /oci para perda de heterozigose, incluindo o brago
curto do cromossomo 3. Nao encontraram LOH para nenhum dos /oci examinados.

KASAMI et al. 1998, estudando a clonalidade dos fibroadenomas, utilizaram
uma técnica de microdissec¢do de tecidos onde as ldminas eram coradas com
Hematoxilina-Eosina e utilizavam 1adminas guia. Estes autores verificaram que dentre
os 45 tumores, 5% (1/20) dos fibroadenomas complexos e 4% (1/25) dos
fibroadenomas simples eram monoclonais. Porém, o componente epitelial de ambos
era policlonal. No caso em que o fibroadenoma simples era monoclonal, foi
observada a presenga de padrdo misto, com componente filoides e estromal.

MCCULLOCH et al. 1998, estudaram a incidéncia de instabilidade de
microssatélites e LOH em fibroadenomas. Encontraram 4/39 casos (10%) de LOH e
3/39 (8%) casos de instabilidade de microssatélites em amostras informativas de
fibroadenomas de mama. Dentre os casos de LOH verificados em fibroadenomas, em
1 caso de 32 (3,1%) apresentava perda para a regido 3p21-14.2, Jocus D3S1514. Os
autores estudaram os fibroadenomas de uma forma geral. Na andlise, consideraram

os fibroadenomas simples e complexos, sem distingdo, ndo separando seus
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componentes celulares (estroma, epitélio e tecido normal adjacente).

EUHUS er al. 1999, descreveram uma alta freqiiéncia de LOH na regido
cromossomica 3p em lesdes benignas de mama, precedendo um diagnostico de
cancer de mama. Para as mulheres que desenvolveram céncer de mama, a proporgdo
de LOH nos tumores de pacientes com lesdes proliferativas foi de 0,47, quando
comparada a 0,57 em pacientes com cancer de mama. Em fibroadenomas, estes
autores nao evidenciaram perda de heterozigose.

Neste trabalho, foi observado 3 casos de perda de heterozigose na regido
cromossomica 3pl3. Estes dados preliminares de perda de heterozigose sdo
importantes, embora ainda sejam um nimero pequeno de amostras € em apenas um
marcador para esta regido. Tendo-se que os poucos estudos em fibroadenoma de
mama s30 na maioria experimentos citogenéticos € com poucos resultados,
consideramos estes dados importantes, por se tratar de um estudo molecular em
fibroadenoma simples.

Além deste estudo, apenas o de MCCULLOCH et al. 1998, evidenciaram
perda de heterozigose em 1 fibroadenoma de mama para a regido cromossomica 3p.
Entretanto, evidenciamos perda em /locus diferente (D3S659) e estudamos apenas
fibroadenoma simples, utilizando técnica de microdissec¢do, separando os

componentes deste tumor.
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Dentre os 3 casos de perda de heterozigose, para a regido cromossomica
3pl3, detectados em nosso trabalho, houve 2 amostras em que ocorreu perda no
componente estromal e 1 amostra com perda no componente epitelial. Tomando-se
como base o0 modelo de BIECHE e LIDEREAU 1995, para a progressdo tumoral, se
esperaria encontrar apenas alteragdes em componentes epiteliais. As alteragdes
genéticas em componentes estromais de fibroadenomas de mama foram também
demonstradas por outros pesquisadores (FLETCHER er al. 1991; BELDA et al.
1993, NOGUCHI et al. 1993), através de estudos citogenéticos. As alteracdes
observadas no componente estromal corroboram com o modelo de progressdo para
fibroadenomas, sugerido por NOGUCHI et al. 1993, em que o fibroadenoma pode
evoluir para um tumor filéide ou a outro tumor de linhagem mesenquimal. A
ocorréncia de alteragdes genéticas, no componente epitelial do fibroadenoma, o que
constatamos em 1 caso em nosso trabalho, pode sugerir um caminho para a
transformacdo maligna epitelial da mama. Esta transformacio do componente
epitelial € um fato muito mais raro de ser evidenciado na literatura, variando de 0,12
a 0,3% (ALLE ef al. 1996). Em um dos casos analisados, observamos imbalanco
alélico no componente normal do fibroadenoma e perda de heterozigose no
componente estromal. O imbalango alélico no componente normal pode ser
justificado, por estarmos trabalhando com tecido normal adjacente ao tumor. DENG
et al. 1996, analisaram LOH em tecido normal adjacente ao ciancer de mama,

utilizando 15 marcadores, e constataram que a alteragio mais freqiiente foi na regido
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cromossdmica 3p22-25 (de 10 casos com LOH no tumor, 6 apresentavam alteragdes
em tecido normal adjacente). LARSON et al 1998, verificaram clones
geneticamente anormais, em 22% de amostras normais de 50% das mulheres com
risco para cancer de mama. Observaram que mulheres abaixo de 50 anos de idade,
sem doenca, ou seja, com tecidos de mama histologicamente normais, porém, com
aumento da taxa de anormalidades genéticas, apresentam um risco de desenvolver
cancer de mama aumentado. Estes autores relacionam estes clones a etapas precoces
da tumorigénese.

Alguns estudos moleculares, utilizando FISH e analise de LOH tem sido
realizados, com o intuito de identificar regides cromossdmicas alteradas que possam
indicar a implicagdo de novos genes supressores de tumor envolvidos na génese
tumoral. A maioria dos genes supressores de tumor ja clonados foram identificados
por estudos de ligagdo genética e LOH. Alguns autores estdo estudando genes como
o FHIT (Fragile Histidine Triad) e o gene PTPRG, ambos identificados na regido
cromossdmica 3p14.2 que também sio candidatos a genes supressores de tumor, em
cancer de mama e outros tumores primarios (NEGRINI ef al 1996;
PANAGOPOULOS et al. 1996, AHMADIAN et al. 1997, HAYASHI et al. 1997,
BIECHE et al. 1998). Também implicados na tumorigénese de mama estd o gene
DUTT]I (identificado na regido 3pl12) e um Jocus (D3S1207), identificado por FISH,
mapeado para a regido 3p26-pter (HEPPELL-PARTON et al. 1993; SUNDARESAN

et al. 1998).
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Analisando todos os estudos realizados em fibroadenoma de mama,
consideramos positivo o resultado de perda de heterozigose, encontrado na regido do
cromossomo 3p13, demonstrando que estas alteragdes genéticas estdo presentes nos
fibroadenomas simples. O conhecimento destas alteragdes nos levara ao
entendimento do desenvolvimento destes tumores. Analisando os resultados obtidos,
verificamos que dentre as 3 pacientes com fibroadenomas de mama com perda de
heterozigose para a regido 3pl3, somente uma delas apresentou dados clinico-
cirargicos diferentes da média das pacientes. Esta paciente, classificada para o
estudo como caso 13, tinha 51 anos de idade, com histéria familiar de canceres de
tubo digestivo e com historia prévia pessoal de fibroadenoma (exérese prévia ha 1
ano de nodulo fibroadenomatoso). Na sua historia gestacional teve 4 filhos e
amamentou todos. Apresentava ao momento da cirurgia, nodulos bilaterais, sendo
ressecado um nédulo de 5 cm de didmetro, incluido neste estudo. As outras duas
pacientes apresentavam dados compativeis com os descritos pela literatura
(FECHNER 1987; GEBRIN 1990; HOULIHAN 1991; OLIVEIRA 1997).

Estes dados preliminares revelam que a perda de heterozigose na regifo
cromossomica 3pl3 sugere a implicagdo de um provavel gene supressor de tumor,
nesta regido, como um evento precoce, ocorrendo na génese dos fibroadenomas de

mama.
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O campo para exploragdo e estudo dos fibroadenomas simples, complexos e
de outras lesdes da mama, permanece aberto, para um melhor conhecimento do
desenvolvimento destes tumores.

Este trabalho € um dos raros estudos moleculares existentes demonstrando
perda de heterozigose em fibroadenomas de mama. Além disso, € o primeiro estudo,
que evidencia LOH em fibroadenomas simples, sendo original ao pesquisar por meio
de microdissec¢do dos componentes celulares do fibroadenoma de mama (tecido
estromal, epitelial ¢ normal adjacente) utilizando visualizagdo direta e ldminas
coradas com Eosina. A andlise molecular de cada tecido foi realizada por meio de
marcadores de DNA do tipo microssatélite e reagdo em cadeia da polimerase,
utilizando apenas amostras de fibroadenoma simples.

A identificagdo de perda de heterozigose nos componentes estromal e
epitelial em fibroadenomas simples sugere duas possiveis vias de transformagdo
maligna. Um caminho, com alteragdes genéticas no componente estromal, seguindo
a dire¢do para fibroadenomas complexos, tumores fildides e outros tumores
mesenquimais (corroborando o modelo de NOGUCHI er al. 1993, em que o
fibroadenoma de mama pode progredir para tumor fildide). E um segundo caminho,
em que ha alteracdes no componente epitelial, indo em direcéo as lesdes epiteliais e

a0 carcinoma de mama (mais raro).
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Devemos considerar também a influéncia bidirecional do tecido epitelial e
estromal. SAWHNEY er al. 1992, através de estudo morfologico realizado em
tumores fibroepiteliais, sugeriram a hipétese de que o crescimento de tumores
fibroepiteliais depende de varios fatores do componente epitelial. Uma intera¢do no
sentido oposto também pode ocorrer, porém ndo ha estudos comprovando este

mecanismo inverso.
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1.

Os dados preliminares deste estudo demonstram a ocorréncia de perda de

heterozigose na regido cromossomica 3p13 em fibroadenoma simples de mama.

Auséncia de perda de heterozigose nas outras regides cromossomicas

pesquisadas em fibroadenoma simples de mama.

As alteragdes genéticas encontradas denotam a provavel localizagdo de um gene
supressor de tumor na regido cromossomica 3pl3, eventualmente associado ao

desenvolvimento dos fibroadenomas de mama.

A evidéncia de alteragdo genética em fibroadenoma simples sugere o

envolvimento precoce na tumorigénese.

A perda de heterozigose detectada no componente epitelial (1 caso) e no
componente estromal (2 casos), sugere um modelo com duas possiveis vias para
a génese dos tumores de mama, a partir do fibroadenoma. Uma via, seguindo o
caminho de alteragdes sucessivas no componente estromal, ou seja, com o
acumulo sucessivo de alteragdes neste tecido, poderia levar ao desenvolvimento
de fibroadenomas complexos, tumor filéide e outros tumores mesenquimais, € a
outra via, seguindo o caminho de alteragdes sucessivas no componente epitelial,
poderia levar a lesdes epiteliais benignas € posteriormente ao carcinoma de

mama.
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