
ALTERAÇÕES GENÉTICAS EM FIBROADENOMAS 

DE MAMA 

MARÍLIA SILVA DE SOUZA TAKIMOTO 

Dissertaçãp apresentada à Fundação Antônio Prudente 

para a obtenção do título de Mestre em Ciências. 

São Paulo 

2000 

Área de concentração: Oncología 

ORIENTADORA: PROFa. DRa. 

MARIA APARECIDA NAGAI 



FICHA CATALOGRÁFICA 

Preparada pela Biblioteca do Centro de Tratamento e Pesquisa 

Hospital do Câncer A. C. Camargo 

Takimoto, Marília Silva de Souza 
Alterações genéticas em fibroadenomas de mama I Marília Silva de Souza 

Takimoto -- São Paulo, 2000. 
p. 94 

Dissertação( mestrado )Fundação Antônio Prudente. 
Curso de Pós-Graduação em Ciências-Área de concentração: Oncologia. 
Orientadora: Maria Aparecida Nagai 

Descritores: 1. FIBROADENOMA/patologia. 2. MAMA/patologia. 3. 
GENÉTICA/análise. 4. DISSECÇÃO/técnica. 5. CROMOSSOMO HUMANO 3. 



DEDICATÓRIA 

11 

Aos meus pais, Everardo e Marlene, e sogros, 

Yatsutsura e Donieta, pelo amor, dedicação e 

compreensão. 

À Ana Cecília, Sérgio, Everardo Jr., Ricardo Kioshi 

Roberto Massao, pela amizade e carinho. 

Ao Nario, pelo amor, respeito e companheirismo de 

todas às horas, proporcionando-me o equilíbrio, para 

que eu realize a minha programação existencial. 

Marília Silva de Souza Takimoto 
Dissertação de Mestrado 



iii 

AGRADECIMENTOS 

À Profa. Dra. Maria Aparecida N agai, pelo empenho? orientação e incentivo na 

elaboração desse trabalho. 

À Profa. Dra. Maria Mitzi Brentani, chefe do Departamento de Radiologia da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo? por permitir o 

desenvolvitnento desse trabalho. 

À Profa. Dra. Ângela Flávia Logullo, pela demonstração da técnica de 

microdissecção de tecidos. 

À Dra. Regina Felippo Barboza, pela paciência? atenção e esmero no 

desenvolvimento e ensino das técnicas de microdissecção e acompanhamento das 

análises anatomopatológicas. 

Ao Leandro Pereira Braga, pela colaboração na confecção das lâminas 

anatomopatológicas. 

Ao Dr. Carlos Alberto Ruiz, médico mastologista, responsável pelo 

desenvolvimento do trabalho no Centro de Referência da Saúde da Mulher, Nutrição? 

Alimentação e Desenvolvimento Infantil (Hospital Pérola Byington). 

Marilia Silva de Souza Takimoto 
Dissertação de Mestrado 



lV 

AGRADECIMENTOS 

À Maria Cristina Peneiro Grandal e à Marisa Melo, pelo auxílio na confecção de 

figuras, fotos e microfotografias. 

Aos amigos do laboratório de Genética Molecular de Câncer: Alessandra Simões 

Bassini, Antônia Maria Nunes de Lima, Celso Abdon Lopes Mello, Claudia 

Ferreira de Sousa, Claudia Malheiros Coutinho, Denilson Contado, Elisabete 

Cristina Miracca, Li dia Y ama moto, Márcio Luís Acêncio, Marcilei Eliza Buim, 

Mariana Lopes dos Santos, Michelle Regina Pavão, Nancy da Rós, Renata 

Hanae Nagai, Sibeli Salaorni, Simone Aparecida de Bessa, Tatiana Taís Sibov, 

pela amizade e apoio no desenvolvimento desse trabalho. 

Aos colegas do Laboratório de Oncologia da FMUSP, em especial: À Dra. Shigueko 

S. T. Pueyo, Maria Cristina Audi Brada, Benedita Aparecida R.C. Halfon, Dr. 

Igor Moyses Longo Sniticovsky, pelo convívio e amizade. 

À Sra. Maria José Gonçalves Benevides, pela dedicação que sempre pude contar. 

À Sra. Ana Maria Alves Kuninari pela eficiência, organização e profissionalistno. 

À Srta. Marcia Miwa Hiratani pela dedicação diária. 

Marilia Silva de Souza Takimoto 
Dissertação de Mestrado 

lf:'Lir.70 !\~·.:~4 r~~~~:~·;;~· .J ~··~; ,·;. 
~:~ f:1 ~- ; L) E t ·: ·y ~ 

r..~ i ~~: Q ~ ..... 1 '1'"' : ~- {'_ .ii 



v 

AGRADECIMENTOS 

À Inês Nobuko Nishimoto pela orientação epidemiológica. 

Aos funcionários da biblioteca da FMUSP, da BlREME e do Hospital do Câncer, 

em especial à Sueli Francisco, Rosinéia Aguiar Carneiro, ao Anselmo F .P .0. 

Sousa e ao Renato Benhossi. 

Aos membros da banca de qualificação, Prof. Dr. Alfredo Carlos S. D. Barros, 

Prof. Dr. Jorge Sabagga, Profa. Dra. Lourdes Aparecida Marques e a Profa. 

Dra. Marília de Arruda Cardoso Smith, pelas críticas, setnpre construtivas e pelas 

orientações. 

Ao corpo discente e docente da pós graduação. Ao Prof. Dr. Luis Eduardo 

Coelho Andrade e Prof. Dr. Luiz Fernando Lima Reis, pela dedicação e 

competência na implantação e desenvolvitnento da pós graduação e formação de 

novos pesquisadores e docentes. 

Ao Prof. Dr. Ricardo Renzo Brentani, pela oportunidade de desfrutarmos de um 

Centro de Excelência etn Ensino e Saúde. 

Marilia Silva de Souza Takimoto 
Dissertação de Mestrado 



vi 

AGRADECIMENTOS 

Ao Prof. Dr. Carlos Alberto Justo da Silva e ao Dr. Sérgio Trindade Müller, 

pelas oportunidades de conhecimento e pelo exemplo na minha fonnação acadêtnica 

e profissional. 

À F APESP pela concessão de bolsa de mestrado, para realização desse trabalho. 

Às pacientes e aos funcionários do Hospital Pérola Byington, Faculdade de 

Medicina da USP, Hospital do Câncer A.C. Camargo e Instituto Ludwig de 

Pesquisa para o Câncer-SP. 

E à todos, que direta ou indiretamente contribuíram na realização desse trabalho. 

Marília Silva de Souza Takimoto 
Dissertação de Mestrado 



Vll 

RESUMO 

T AKIMOTO MSS. Alterações Genéticas em Fibroadenomas de Mama. São 

Paulo; 2000. [Dissertação de Mestrado- Fundação Antônio Prudente]. 

O Fibroadenoma é o tumor benigno mais comum na mama. Ocorre em 

qualquer idade, principahnente em mulheres jovens, na faixa etária entre 20 e 30 

anos. Este tumor apresenta componentes epiteliais e estromais. A história natural, 

clássica de fibroadenoma de mama, é de um nódulo de crescimento lento, bem 

delimitado e móvel em relação ao tecido de tnama adjacente. O fibroadenoma pode 

ser único ou múltiplo, unilateral ou bilateral e variar de tamanho, podendo atingir 

grandes proporções, mas a maioria apresenta de 2 a 6 em. 

Através da análise de dados epidemiológicos, observaram-se que pacientes 

com fibroadenomas de tnama apresentavam um risco relativo aumentado de 

desenvolveretn câncer de matna. O risco eleva-se em pacientes com fibroadenomas 

complexos, doença proliferativa e história familiar de câncer. 

A etiologia do fibroadenoma de mama permanece desconhecida. Estudos têm 

sido realizados para identificar os eventos moleculares que podem estar envolvidos 

na etiopatologia destes tumores. A maioria destes estudos são citogenéticos. Existem 

poucos estudos tnoleculares em fibroadenotna de mama. A policlonalidade deste 

tumor é um dos aspectos que deve ser considerado. 

Marília Silva de Souza Takímoto 
Dissertação de Mestrado 



Vlll 

RESUMO 

Neste estudo, analisamos 52 amostras de fibroadenoma de mama, fixadas em 

formol e emblocadas em parafina. Depois do diagnóstico de fibroadenoma simples 

de mama, confeccionou-se lâminas coradas pela Eosina e procedeu-se a 

microdissecção de tecidos. Separamos e analismnos todos os componentes do 

fibroadenoma (epitélio e estroma) e tecido normal adjacente. A extração de DNA 

genômico foi realizada para todos estes tecidos. A análise de perda de heterozigose 

foi realizada, utilizando-se 12 marcadores de DNA altamente polimórficos do tipo 

microssatélite, para o estudo das regiões crotnossômicas 3p, 6q, 1 Oq, 11 p, 11 q, 17p e 

17q. 

Esta pesqutsa evidenciou perda de heterozigose no braço curto do 

cromossomo 3 em três amostras de fibroadenoma simples. Neste estudo avaliamos 

cada componente celular do fibroadenoma simples de mama, e demonstramos a 

ocorrência de perda de heterozigose na região cromossômica 3p13, sugerindo que 

esta região esteja implicada na gênese do fibroadenoma de mama. 

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

Técnica de Microdissecção, Análise de Microssatélites, Cromossomo 3. 
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SUMMARY 

T AKIMOTO MSS. Alterações Genéticas em Fibroadenomas de Mama. [Genetics 

Alterations of Breast Fibroadenomas]. São Paulo (BR)~ 2000. [Dissertação de 

Mestrado - Fundação Antônio 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 

fibroadenotna 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 em. 

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 o f breast 

cancer. 

The etiology of breast fibroadenoma remains unclear. Some cytogenetics 

studies have been performed to clarify the tnolecular events that should be involved 

in the etiopathology of these tumors. However, there is few tnolecular analysis of 

breast fibroadenoma. The polyclonality o f 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 nonnal 

tissue. Genomic DNA was extracted from ali these tissues and analyzed for loss of 

heterozygosity, using 12 polymorphic microsatellites markers mapped on 

chromosomal regions 3p, 6q, 10q, 11 p, 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 3p13. 

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

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

Descriptors: Breast Fibroadeno1na, Loss of Heterozygosity, Genetic Alterations, 

Microdissection Technique, Microsatellite Analysis, Chromosome 3. 
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INTRODUÇÃO 

1.1. Fibroadenoma de Mama: 

O Fibroadenoma é o tumor benigno de mama mais freqüente em mulheres. 

Pode ocorrer em qualquer idade, porém é 1nais freqüente na faixa etária entre 20 e 30 

anos de idade. Aproxünadamente 25% das 1nulheres são portadoras desse tumor, seja 

ele, sintomático ou não (GEBRIM 1990). Geralmente não causa sintomatologia, 

sendo o seu achado freqüentemente ocasional. É considerado uma alteração do 

desenvolvimento da mama, podendo ser classificada como uma aberração do 

desenvolvünento normal e involução (ANDI) da mama (HUGHES et al. 1987; 

DIXON 1991; HOULillAN 1991~ BARROS e RUIZ 1994; ALLE et a!. 1996). Em 

geral, o fibroadenoma é um pequeno nódulo, que costuma ser nitidamente bem 

delimitado e móvel em relação ao tecido da mama circundante. Este nódulo ocorre 

habitualmente no quadrante superior externo da mama e cerca de 15% são múltiplos 

ou bilaterais. O fibroadenoma de mama predomina em mulheres da raça negra. O 

nódulo fibroadenomatoso tem tamanho variável, podendo, mais raramente atingir 

forma gigantesca, de até 15 em de diâmetro, mas a maioria possui entre 2 e 6 em de 

diâmetro (FECHNER 1987; GEBRIN 1990; HOULillAN 1991). O comportamento 

biológico do fibroadenoma é variável, podendo ocorrer três possibilidades: regressão 

espontânea (total ou parcial), estabilização de seu tamanho ou seu crescimento. Em 

estudo clínico realizado por OLIVEIRA 1997, com 44 mulheres de idade inferior a 

30 anos co1n fibroadenomas de mama, verificou-se a regressão de 55,3% dos nódulos 

de fibroadenoma, aumento do tamanho em 39,3% dos nódulos e sem 

Marília Silva de Souza Takimoto 
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INTRODUÇÃO 

alteração de tamanho em 5, 4% dos fibroadenomas. 

Podemos encontrar a denominação de fibroadenoma gigante e fibroadenoma 

juvenil. O fibroadenoma gigante refere-se a uma massa maior que 8-1 O em de 

dünensão usualmente encontrada na gravidez e lactação. O fibroadenoma juvenil 

caracteriza-se por ocorrer em adolescentes. Apresenta um crescimento rápido, na 

época da puberdade, causando assitnetria das tnatnas e corresponde a 0,5% a 2% dos 

fibroadenomas. Em ambas as formas, deve-se realizar o diagnóstico diferencial de 

tumor filóide e fibrossarcoma (FECHNER 1987; HOULIHAN 1991). 

A etiologia exata do fibroadenotna de mama é desconhecida, porém alguns 

estudos sugerem a influência de fatores hormonais no desenvolvimento da unidade 

dueto lobular terminal. Os lóbulos de mama desenvolvem-se entre os 15 e 25 anos de 

idade, à partir de estímulos hormonais e são os sítios do fibroadenoma de mama. 

Este tumor provavelmente desenvolve-se devido a reação anormal ao estímulo 

hormonal fisiológico. O fibroadenoma possui receptores hormonais para estrogênio e 

progesterona, e sofre as mesmas modificações que o tecido adjacente, por exemplo, 

alterações dos níveis durante o ciclo menstrual, alterações na lactação e atrofia pós-

menopausa. O receptor de estrogênio está localizado nas células epiteliais 

(BALAKRISHNAN et a!. 1987; DENTe CANT 1989; HOUHILAN 1991; BARROS 

e RillZ 1994 ). Contudo, há controvérsias sobre este efeito hormonal. P ASQUALINI 

et a!. 1997, estudaram os níveis aumentados de estrona, estradiol e seus sulfatos, 

no tecido de fibroadenomas e os compararam ao tecido normal das pacientes. 
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Observaram não haver diferença significativa, quando comparado aos valores de 

mulheres sadias. Verificaram que o tecido fibroadenomatoso apresentava os sistemas 

enzimáticos necessários para a biossíntese de estrogênios, sendo que a atividade da 

enzima sulfatase estava elevada etn relação ao tecido normal. 

O fibroadenoma de matna é um tutnor de crescimento circunscrito, misto, 

formado por tecido tanto fibroso quanto glandular. É uma lesão pseudo-encapsulada 

e tende a ser esférica. O padrão histológico é o de um estroma celular e fibroblástico, 

envolvendo espaços glandulares e císticos revestidos por epitélio. Os fibroblastos 

estão imersos em abundante material mixóide, rico em mucopolissacarídeos. Em 

tumores de mais longa evolução e também naqueles, diagnosticados em tnulher mais 

idosa pode apresentar maior quantidade de fibrose, hialinização ou calcificação do 

estroma (WILKINSON e FORREST 1985; FECHNER 1987; DENTe CANT 1989; 

BARTH e PRECHTEL 1991; DIXON 1991; HOULlliAN 1991; ALLE et ai. 1996; 

STRAUSS 1996; DRUKKER 1997; PAGE e SIMPSON 1998). 

O fibroadenoma pode ser simples ou complexo, ou seja, associado a cistos, a 

calcificações, necrose ou alteração apócrina. Gerahnente, o diagnóstico é realizado 

pelo achado ocasional de nódulo na mama. A dor é incomum. Pode apresentar 

alteração na inspeção da matna nas formas gigantescas. Na paciente assintomática, 

geralmente o diagnóstico é realizado após exame clínico ou matnografia rotineira. O 

fibroadenoma simples apresenta-se na mamografia como uma imagem nodular, de 

limites precisos, com opacidade pouco maior em relação ao tecido adjacente. Em 
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paciente mais jovem, a elevada densidade radiológica pode ocultar o fibroadenoma, 

e não permitir distingüir eventuais sinais radiológicos de câncer. A ultra-sonografia é 

útil na diferenciação de cistos, de outros tumores, avaliações de lesões múltiplas e 

acotnpanhamento da evolução do tumor em condutas expectantes. Aparece como 

uma área nodular fracamente ecogênica, de bordas lisas, e com pouca atenuação 

acústica. A termografia tem pouco resultado em fibroadenoma. A punção aspirativa 

por agulha fina (P AAF) quando bem realizada e analisada por profissionais 

adestrados tem um índice de certeza diagnóstica de fibroadenotna de mais de 90%, 

excluindo a malignidade e poupando a paciente de cirurgias desnecessárias. Em 

fibroadenoma, encontramos células agrupadas com núcleos regulares e, algumas 

vezes, fibroblastos. A core biopsy é um procedimento que também pode ser realizada 

como método diagnóstico tanto nas lesões palpáveis como nas impalpáveis, através 

de estereotaxia, utilizada principalmente etn pacientes jovens com lesões múltiplas. 

(GEBRIN 1990; BARROS e RUIZ 1994; SKAANE e ENGEDAL 1998; SILVEIRA 

et al. 1999). O principal diagnóstico diferencial deve ser realizado com tumor filóide 

(nomenclatura atual) ou cistossarcoma filóides (notnenclatura antiga e tnais 

conhecida). Este tumor, que tem 60 denominações diferentes, é também conhecido, 

por alguns autores, como fibroadenoma hipercelular, devido à grande celularidade de 

seu estroma. Ocorre em mulheres numa faixa etária de 40-45 anos, podendo 

também acometer mulheres jovens. Porém, ao contrário do fibroadenoma simples, 

o tumor filóides apresenta um crescimento rápido, grande dimensão, recidiva 
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freqüente e possui evolução diversa com possível invasão local (WILKINSON e 

FORREST 1985; DENTe CANT 1989; CARTER 1990; GEBRIM 1990; BARROS e 

RUIZ 1994; GEBRIM et al. 2000). 

1.2. Fatores de Risco para Câncer de Mama: 

Estudos epidemiológicos indicaram que pacientes com fibroadenoma de 

mama, apresentam um nsco aumentado em desenvolver câncer de mama. 

(MOSKOWITZ et al. 1980; ROBERTS et al. 1984; DUPONT et al. 1985, 1993, 

1994; CARTER et al. 1988; KRIEGER et a!. 1992; MCDIVITT et al. 1992; LEVI et 

al. 1994; OZISIK et al. 1994).· DUPONT et a!. 1994, analisaram 1835 casos de 

pacientes com fibroadenomas, comparando-os com pacientes que nunca 

apresentaram lesões. Demonstraram que nas pacientes com fibroadenoma o risco 

relativo para desenvolver câncer de mama invasivo foi 2,17 vezes maior. Este risco 

relativo eleva-se para 3,1 O vezes em pacientes com fibroadenomas complexos e em 

casos de doença proliferativa ou história familiar de câncer de mama, este risco 

relativo eleva-se para 3,88 e 3,72, respectiva1nente. Outros estudos, como os de 

ROBERTS et a!. 1984; MCDIVITT et a!. 1992; ROSENBERG et al. 1997, 

verificaram que lesões benignas associadas a fatores como hiperplasia e atipia, 

constituem risco relativo aumentado em desenvolver uma neoplasia. 

KUROSUMI et a!. 1994, constataram a coexistência da proliferação in situe 

das lesões invasivas com fibroadenoma. Estes autores observaram também que 
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muitas mulheres que desenvolveram carcinoma in situ ( CJS) de mama, numa faixa 

etária em torno dos 44 anos, apresentaram fibroadeno1na de mama e1n um período 

mais jovem de sua vida. 

A análise de fatores clinicopatológicos de 105 pacientes com carcinoma, 

desenvolvendo-se com fibroadenomas foi realizada por DIAZ et ai. 1991. Estes 

autores observaram que houve 95% de crescimento de CJS, e uma freqüência de 

ocorrência semelhante nos tipos lobular e ductal. CIS, dentro de fibroadenoma, está 

associado co1n doença maligna in situ no tecido de mama adjacente etn 

aproximadamente 21 o/o dos casos, e acompanhado de alta porcentagetn de 

carcinomas invasivos resultando de fibroadenomas. Outros estudos epidemiológicos 

detnonstraram haver risco relativo para transformação maligna em doenças benignas, 

quando correlacionados com hiperplasia ou atipia, como os estudos de METTLIN 

1992; BODIAN et a!. 1993, ou doença fibrocística (HUTCHINSON et al. 1980; 

HENDERSON et al. 1993; TOBIAS et al. 1999). 

FITZGIBBONS et a!. 1998, relataram o consenso promovido pelo Comitê de 

Câncer do Colégio Alnericano de Patologistas, detnonstrando não haver risco para 

fibroadenomas simples, apenas para os fibroadenomas complexos (um risco de 1, 7 a 

2,1). LONDON et ai. 1992, observaram u1n aumento de risco relativo para o câncer 

de mama em doenças não proliferativas sem atipias. 

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

anatômico e algumas lesões de mama. 

Marília Silva de Souza Takimoto 
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ESTRUTURAS ANATÔMICAS 
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Figura 1 - Anato1nia da mama e suas lesões e1n seus sítios anatô1nicos 
(Modificado de COTRAN et a/. 1994) 
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As alterações moleculares destes tumores são pouco conhecidas. A maioria 

dos trabalhos realizados são estudos citogenéticos. 

1.3. Gênese dos Tumores Humanos: 

O câncer é uma doença essencialmente genética. A gênese dos tumores 

malignos depende do acúmulo de alterações genéticas, que ocorrem n1a1s 

freqüentemente nas células somáticas, podendo ocorrer nas células de origem 

germinativa. A gênese tumoral é um processo complexo, advindo da desregulação do 

controle de proliferação celular. É multifatorial e de múltiplas etapas onde ocorrem o 

acúmulo de alterações genéticas, proliferação celular aberrante e expansão clonal. 

Fatores exógenos (agentes químicos, radiações e viroses) e endogénos (genéticos e 

epigenéticos), atuam de maneira cumulativa nas múltiplas etapas da tumorigênese, 

ou seja, no processo de transformação de uma célula normal em uma célula maligna 

(NAGAI et a!. 1995; CHO e HEDRICK 1997, HANAHAN e WEINBERG 2000). A 

fase de iniciação tumoral depende da ação de fatores carcinogenéticos ou indutores. 

Estes fatores atuam pelo menos sobre mna única célula, fazendo com que haja u1n 

dano no DNA nuclear, promovendo uma alteração no ciclo celular, e gerando um 

clone celular 1nodificado. A célula sofrerá 1nutação, modificando a sua carga 

genética e transtnitindo-a às células-filhas. As células modificadas reproduzem-se, 

podendo sofrer influência de fatores promotores ou inibidores. As alterações 

genéticas necessitam dos agentes promotores para o desenvolvimento do tumor, que 
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é u1n processo lento (fase de promoção). Nesta etapa de pro1noção ocorre a 

proliferação se1n alterar o DNA. A seguir, ocorre a fase de progressão, onde as 

células se desenvolvem e forma1n, então, o tu1nor inicial. Nesta fase ocorre a 

conversão da hiperplasia ou tutnor benigno em maligno, e a 1netastatização. Ocorrem 

novas alterações genéticas, que se acu1nulmn durante o processo (NAGAI et a!. 

1995; BARROS e PINOTTI 1998). Figura 2. 

INICiAÇÃO PROMOÇÃO PROGRESSÃO 
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Figura - 2 - As múltiplas etapas da tumorigênese: Iniciação, Pro1noção e 
Progressão. (Modificado de NAGAI et a!. 1995). 
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Demonstrou-se neste processo tumorigênico a importância de três classes de 

genes celulares específicos: oncogenes, genes supressores de tumor e os genes de 

reparo de DNA. 

1.3.1. Oncogenes: 

Os proto-oncogenes são considerados genes nonnais, que codificam proteínas 

envolvidas com a regulação da multiplicação celular normal. Estes genes celulares, 

quando alterados, apresentam um ganho de função, ou seja, podetn através de um 

evento mutacional promover a tumorigênese, sendo, então, denotninados de 

oncogenes. O proto-oncogene é convertido de um gene celular normal para um 

oncogene por alguns mecanismos, que incluem: mutação de ponto, amplificação 

gênica, translocação cromossômica e rearranjo estrutural. A ativação de apenas um 

dos alelos do gene é suficiente para determinar a alteração protéica codificada e 

iniciar a multiplicação celular (MORRISON et a/. 1994; NAGAI et a/. 1995; CHO e 

HEDRICK 1997). 

As proteínas codificadas por proto-oncogenes podem ser classificadas etn 

categorias como: fatores de crescimento, receptores para fatores de crescimento, 

proteínas moduladoras e fatores de transcrição, confonne podemos observar na 

tabela 1. 
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TABELA 1 - Relação de alguns proto-oncogenes identificados, localização celular e 

função: 

Gene Localização 

Sis Extracelular 

lnt-2 Extracelular 

Hst Extracelular 

Src Membrana Plasmática 

Yes Membrana Plasmática 

Abl Membrana Plasmática 

Erb-B Transmembrana 

Fms Transmembrana 

Met Transmembrana 

Ha-ras Membrana Plásmática 

Ki-ras Membrana Plásmática 

N-ras Membrana Plásmática 

Raf/mil Citoplasma 

Mos Citoplasma 

Myc Núcleo 

N-myc Núcleo 

L-myc Núcleo 

Myb Núcleo 

F os Núcleo 

Jun Núcleo 

Erb-A Núcleo 

Fonte: NAGAI et al. 1995 

Função 

Hmnólogo à cadeia f3 do PDGF 

Relacionado à família do FGF 

Relacionado à família do FGF 

Tirosina quinase 

Tirosina quinase 

Tirosina quinase 

Homólogo ao receptor de EGF truncado 

Homólogo ao receptor de CSF -1 

Homólogo ao receptor de HGF 

Relacionado às proteinas G.Atividade GTPásica 

Relacionado às proteínas G.Atividade GTPásica 

Relacionado às proteínas G.Atividade GTPásica 

Serina quinase 

Serina quinase 

Replicação de DNA e ativação de transcrição 

Replicação de DNA e ativação de transcrição 

Replicação de DNA e ativação de transcrição 

Replicação de DNA e ativação de transcrição 

Associado ao jun forma o fator de transcrição AP 1 

Associado ao jun/ fos forma o fator de transcrição 

AP1 

Homólogo ao receptor de T3 

Marília Silva de Souza Takimoto 
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1.3.2. Genes Supressores de Trnnor: 

Assim como os proto-oncogenes, os genes supressores de tumor são genes 

celulares normais, que de forma contrária aos oncogenes, participam impedindo a 

multiplicação celular. Dessa fonna, participam do processo tumorigênico quando 

inativado, perdendo a habilidade de regular a proliferação celular. Mutações neste 

gene gerahnente resulta em perda de função. O tnodelo clássico de genes supressores 

de tumor foi postulado por Knudson 1971, para o retinoblastoma, uma doença da 

infância que envolve utn tmnor de retina. O retinoblastoma ocorre quando as duas 

cópias do gene Rb (localizados na região 13q14) são inativadas. Na forma 

hereditária, o primeiro evento mutacional é de ocorrência germinativa, sendo 

transmitida a todas as células do indivíduo, e o segundo evento de ocorrência 

somática. Na forma esporádica, há necessidade de dois eventos mutacionais de 

origem somática para desencadear a doença (KNUDSON 1971, 1993; SOLOMON et 

al. 1991; NAGAI et al. 1995; LEWIN 1997). 

O comportamento dos genes supressores de tumor é recessivo, há necessidade 

da inativação dos dois alelos para a ocorrência do tutnor. Utna série de mecanistnos 

mutacionais podetn ocorrer. O mais freqüente é a perda de heterozigose (LOH), que 

acontece como conseqüência de deleções intersticiais, perdas cromossômicas ou 

eventos de recombinação mitótica aberrante; e é um fator comum em muitos tipos de 

tumores. Em uma região afetada correspondente num cromossomo homólogo pode-

se encontrar um provável gene supressor de tumor. 

Maólia Silva de Souza Takimoto 
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A perda ou inativação de Zoei cromossômicos específicos têm sido 

correlacionada à progressão do tumor em muitas neoplasias (CALLAHAt'J et a/. 

1992; NAGAI et a/. 1995). A seguir mostramos, na tabela 2, alguns genes 

supressores de tumor e suas localizações subcelulares e funções. 

TABELA 2 - Relação de alguns genes supressores de tumor, localização 

subcelulares e função dos produtos codificados por estes genes: 

Gene Localização subcelular 

TP53 Núcleo 

Rbl Núcleo 

APC Citoplasma 

NFJ Citoplasma 

NF2 Citoesqueleto com a membrana 

BRCAJ Núcleo(?) 

BRCA2 Desconhecida 

WTJ Núcleo 

DCC Membrana Plasmática 

MTSJ Núcleo 

pl6 Núcleo 

Função 

Fator de transcrição 

Fator de transcrição 

Ligação a p catenina 

Proteínase G TPase atívadora 

Integração do citoesqueleto 

Fator de transcrição, sistema de reparo, 

outras(?) 

Fator de transcrição, sistema de reparo, 

outras(?) 

Fator de Transcrição 

Molécula de adesão celular 

Inibidor de quinase 

Inibidor de quinase ciclina- dependente 

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

retinoblastoma, proposto por Knudson 1971. 
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Figura 3 Patogênese do retinoblastoma. São necessanos dois eventos 
mutacionais no locus do gene Rb do cromossomo 13q 14, para a proliferação 
neoplásica das células retinianas. (Modificado de COTRAN et a!. 1994) 
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O gene supressor 1nais freqüente1nente 1nutado nos tumores hu1nanos é o 

TP53, que é denominado o "guardião do Geno1na". A proteína codificada por este 

gene foi nomeada pelo seu peso 1nolecular de 53 Kda. Esta fosfoproteína nuclear 

regula a replicação do DNA, proliferação e 1norte celular. O 1necanis1no de atuação 

preciso do TP53 co1no gene supressor de tumor ainda é desconhecido, porém, sabe-

se que atua prevenindo a propagação de danos celulares. A proteína p53 1nanté1n a 

integridade genômica. Se ocorre lesão do DNA, a p53 se acumula e bloqueia a 

replicação, dando oportunidade ao DNA para ser reparado. Se o reparo do DNA não 

se co1npletar a p53 dispara o processo de apoptose. Em células e1n que a proteína 

p53 está inativa, esta não apresentará atividade bloqueadora na replicação, ocorrendo 

acúmulos de mutações e rearranjos cromossô1nicos (MA Y P e MAY E 1999). 

Célula 
normal 

Figura 4 - Modelo proposto para a atuação do TP53 normal e 1nutado. 
(Modificado de COTRAN et ai. 1994 ). 
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1.3.3. Genes de Reparo de DNA: 

Os genes de reparo de DNA são genes que codificam proteínas envolvidas no 

reconhecimento e reparo do DNA. Assim como os genes supressores de tumor, a 

inativação destes genes, ou seja, a perda de função, está relacionada à tumorigênese. 

Provavelmente, a inativação destes genes favorece um aumento na taxa de mutação 

em oncogenes e genes supressores de tutnor, nas células afetadas. Em alguns 

tumores e em linhagem germinativa de indivíduos com predisposição ao câncer, 

foram encontradas mutações nos genes de reparo de DNA. Quando o sistema de 

reparo de DNA está comprotnetido, a taxa de acúmulos de mutações se eleva. 

Genes responsáveis pelo reparo de DNA, conhecidos como hMSH2, hMLH 1, 

hPMSJ, hPMS2 e hMSH6, apresentam perda de função em HNPCC (câncer 

colorretal hereditário não polipóide) (LAGE e DIETEL 1999; PINHO e ROSSI 

1999). Evidências existem, de que 15o/o dos carcinomas colorretais esporádicos são 

formados a partir de alterações dos genes de reparo de DNA. (PINHO e ROSSI 

1999). 

1.3.4. Modelo proposto para o carcinoma colorretal: 

Para o desenvolvimento tumoral é necessário o acúmulo de uma série de 

alterações genéticas em oncogenes e genes supressores de tumor. A maioria dos 

tumores sólidos dos adultos apresentam várias mutações. Um modelo proposto por 

FEARON e VOGELSTEIN 1990, para o câncer colorretal, demonstrou a relação da 

Marília Silva de Souza Takimoto 
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tu1norigênese co1n eventos genéticos (mutação no gene APC, alterações de 1netilação 

e mutações nos genes K-ras, DCC e TP53), observando as etapas da progressão do 

epitélio nonnal para o 1netastático. Figura 5 . 
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Figura 5 - Representação do 1nodelo genético, proposto por FEARON e 
VOLGELSTEIN para a tumorigênese colorretal. (Adaptado de WEINBERG 
e HANAHAN·, 1996). 
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1.4. Tumorigênese da Mama: 

Alterações genéticas envolvidas no desenvolvimento do câncer de mama 

foram descritas, a fim de estabelecer uma seqüência de estágios para o processo de 

tumorigênese em carcinotnas de mama. Teoricamente, o caminho da tumorigênese 

inicia-se no tecido normal, passa por várias etapas intermediárias como hiperplasias 

típica e atípica, sofrendo influências de fatores estitnulantes e inibidores até chegar a 

carcinoma invasor e metástase. Na prática, porém, a comprovação dessas etapas 

progressivas teóricas são dificeis de serem obtidas. Em alguns casos, encontramos 

todas estas etapas precursoras, mas na maioria isto não ocorre. Alguns tnodelos para 

tumorigênese foram descritos, como o de FR YKBERG e BLAND e o de BrECHE e 

LIDEREAU 1995. Este último, mais conhecido, apresenta, além das etapas 

evolutivas, as alterações genéticas encontradas no desenvolvimento do tumor de 

mama, como: perda de heterozigose, amplificação gênica e desregulação de 

hormônios e fatores de crescimento. Modelos propostos para a progressão do tumor 

de mama estão ilustrados nas figuras 6 e 7. 
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Figura 6 - Modelo de evolução do câncer de 1nmna, 1nodificado de FR YKBERG e 
BLAND. Este modelo, inclui lesões que não necessariamente são precursores do 
tumor maligno. Alguns estágios podem ser reversíveis. (Modificado de LUNDIN e 
Mertins 1998). 
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Figura 7 - Modelo de progressão do tutnor de Mama e Anomalias Genéticas. 
(BIECHE e LIDEREAU 1995). 
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1.5. Alterações Genéticas em Câncer de Mama: 

Estudos têm sido realizados para determinar quais os eventos genéticos, e 

com que freqüência, ocorrem no câncer de mama na sua forma esporádica e familiar 

(HALL et a!. 1990; MALKIN et a!. 1990; BUCHHAGEN et a!. 1994; LALLE et a!. 

1994; BrECHE e LIDEREAU 1995; COLLINS et al. 1995; SCHMUTZLER et al. 

1996). Estes estudos sugerem uma variedade de alterações genéticas, envolvendo 

oncogenes e genes supressores de tumor no desenvolvimento do câncer de mama. A 

amplificação gênica tem mostrado um papel itnportante na patogênese e prognóstico 

de vários tumores sólidos, incluindo o câncer de mama. O aumento de expressão dos 

proto-oncogeneses c-erbB-2, c-int-2 e c-myc tem sido associado a um pior 

prognóstico e maior recorrência em câncer de mama ( CALLAHAN et al. 1992; 

NAGAI et al. 1993; ODAGIRI et al. 1994; BrECHE e LIDEREAU 1995). Técnicas 

moleculares aprimoraram-se para detectar, diretamente, várias alterações 

cro1nossômicas. Estudos demonstraram a alta perda de heterozigose (LOH) sobre as 

regiões cromossômicas lp, lq, 3p, 6q, 11p, 13q, 17p, 17q e 18q, mutações em genes 

supressores já clonados como o TP53 e o Rbl, e alteração na expressão do gene 

antimetástase nm2 3, associados à gênese do tumor de mama (LEONE et al. 1991; 

BrECHE e LIDEREAU 1995).· Os genes supressores de tumor BRCA 1, BRCA2, 

TP53 e ATM estão associados à susceptibilidade ao câncer de ma1na familiar 

(MALKIN et al. 1990; COLLINS et al. 1995; KLElliUES et al. 1997; CORVELLO 

1999). 
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Dentre os estudos moleculares realizados em câncer de mmna para a região 

cromossôtnica 3p destacam-se: 

SA TO et a!. 1991, realizaram um estudo molecular para perda de 

heterozigose, com análise de 219 carcinomas de mama, para as regiões 

cromossômicas 3p, 16q e 17q, por RFLP (análise de polimorfismo de comprimento 

de fragmento de restrição). Estes pesquisadores observaram perda de heterozigose de 

46,7% para o braço curto do cromossomo 3 (561120) e entre 12 Zoei estudados para 

esta região, foi observada, uma tnaior freqüência de alterações na região D3S659 (23 

de 54, correspondendo à 42,6o/o ). 

CHEN et a!. 1994, relataram perda de heterozigose em 2 regiões distintas no 

braço curto do cromossomo 3, estudando 108 carcinomas de mama. Encontraram 2 

regiões separadas, 3p13-14 e 3p24-26 (4lo/o e 32°/o de LOH respectivamente), usando 

RFLP eFISH. 

Métodos de estudos utilizando microdissecção de tecidos e investigação 

utilizando marcadores polimórficos do tipo microssatélite pela reação em cadeia da 

polünerase, estão sendo utilizados na análise cromossômica em câncer de mama; 

porém, até o momento, poucos estudos foram realizados com o objetivo de 

determinar especificamente, quais os eventos genéticos que estão associados ao 

desenvolvimento do fibroadenotna. 
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1.6. Alterações Genéticas em Fibroadenoma (F A): 

Grande parte das pesquisas realizadas em F A provêem de estudos 

citogenéticos. Alguns destes estudos apresentam alterações cariotípicas clonais 

associadas aos fibroadenomas. As anonnalidades genéticas encontradas envolvetn 

alterações numéricas e estruturais em cromossomos específicos (STEPHENSON et 

al. 1992; OZISIK et al. 1994; ROHEN et al. 1996; STAATS et al. 1996; 

PETERSSON et al. 1997). Uma variedade de alterações cromossômicas podem 

estar envolvidas no desenvolvimento de fibroadenotnas, como rearranjos envolvendo 

as regiões cromossômicas 1q, 3p, 4q, 5q, 8q, 9, 11, 12, 14q, e 16q, ganho dos 

cromossomos 5, 6, 7, 11 e 17 e deleções das regiões cromossômicas 1, 3p, 6q e 7 . 

LEUSCHNER et al. 1994, relataram um caso de fibroadenoma recorrente em uma 

mulher de 25 anos, demonstrando um caso típico de anormalidade clonal. Estes 

autores verificaram translocação ( 6; 14 ), crotnossomo em anel, e dois marcadores 

envolvendo parte do cromossotno 11. OZISIK et al. 1994, analisaram 

citogeneticamente 25 fibroadenomas, e observaram 3 casos de alterações 

cromossômicas 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 cromossômicas clonais, dois 

possuindo alterações 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)(q2l;q32),+2mar; e 47,:XX,+5. 

Marília Silva de Souza Takimoto 
Dissertação de Mestrado 



24 

INTRODUÇÃO 

DIETRICH et a!. 1995, evidenciaram translocação em 2 de 15 casos de 

fibroadenomas de mama. STEPHENSON et a!. 1992, realizaram estudos 

citogenéticos e hibridização por fluorescência in situ (FISH) e detectaram em 3 dos 7 

pacientes com alterações genéticas, a translocação entre os cromossomos 3 e 5; um 

caso apresentando trissomia do cromossomo 8; e o último possuía dois clones, um 

que continha um cromossomo 11 a mais em 15% das células, e o outro um 

cromossomo 10 excedente em 2,4% das células. A trissomia do cromossomo 11 

encontrada estava confinada às células de origem tnesenquimal, enquanto que a 

trissomia do cromossomo 1 O, detectada no mesmo tumor pode ter sido originada por 

um componente epitelial. A presença de um clone com adição de um cromossomo 

11, restrita às células mesenquimais, já havia sido observada anteriormente. BELDA 

et a!. 1993, relataram um rearranjo cromossômico 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, aberrações recorrentes 

foram detectadas. As alterações crotnossômicas clonais relatadas, numéricas e 

estruturais, envolvem principahnente os cromossomos 1, 3, 4, 6, 11 e 12. 

A figura 8 apresenta utn esquema de algumas alterações genéticas 

encontradas nos cromossomos. 
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Figura 8 - Alguns tipos de alterações estruturais de cro1nosson1os (Modificado de 
Cotran et al. 1994). 

Alguns poucos autores tên1 procurado investigar a ocorrência de alterações 

genéticas em fibroadenon1as utilizando técnicas de biologia molecular. Nos estudos 

de LALLE et al. 1994~ foram detectados 2 casos de perda da heterozigose (LOH) e1n 

fibroadenotnas~ em u1n contexto fatniliar~ utilizando marcadores polünórficos do 

tipo microssatélite~ mapeados na região crotnossôtnica 17 q~ perto do locus BRCA 1. 

As perdas de heterozigose observadas são pequenas perdas intersticiais~ sendo este o 
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primeiro relato de perda da heterozigose em lesões benignas de mama, realizado em 

um contexto de predisposição hereditária. Outros estudos citogenéticos e 

moleculares têm procurado investigar se as alterações genéticas encontradas em 

carcinoma de mama também estão presentes em fibroadenoma (ODAGIRI et al. 

1994; NOGUCffi et al. 1993,1995; DIETRICH, et al. 1995; MCCULLOCH et al. 

1998). 

A expressão do oncogene c-myc e a de mais três genes da família r as (c-H-

ras, c-K-ras e c-N-ras) foi examinada por WHITTAKER et al. 1986, em 4 

fibroadenomas, sendo que apenas um dos casos analisados mostrou expressão do 

oncogene c-N-ras. 

Estudos analisando a expressão do oncogene c-erbB-2 e do gene supressor 

de tumor TP 53 têm sido realizados com anticorpos monoclonais, comparando dados 

encontrados nos fibroadenomas com os presentes em câncer de mama e 

correlacionando a expressão do c-erbB-2 e TP53 com a atividade proliferativa e o 

índice prognóstico. WHITTAKER et al. 1986; ODAGIRI et al. 1994, não 

encontraram expressão do c-erbB-2 e do gene supressor de tumor TP53, nestes 

tumores benignos. Além disso, estudos realizados por RÓS 1998, demonstrou o 

aumento de expressão dos genes IGF-2 e HJ9 nos fibroadenomas de mama, sendo 

em 61,9% o aumento simultâneo destes 2 genes. 

A falha dos estudos moleculares em detectar alterações genéticas em 

fibroadenomas pode ser devida a policlonalidade dessas lesões. 
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Os fibroadenomas são tmnores policlonais, cotnpostos de células epiteliais e 

estromais. Entretanto, existe na literatura evidência da ocorrência de alterações 

genéticas clonais nestes tumores (FLETCHER et al. 1991; ROHEN et al. 1996; 

KASAMI et al. 1998). Estudos de NOGUCHI et a!. 1993, avaliaram 10 casos de 

fibroadenomas e 5 casos de tumores filóides através da reação etn cadeia da 

polimerase. Estes autores evidenciaram a origem de células policlonais, tanto para as 

células epiteliais, quanto para as estromais. Os casos de tumores filóides 

apresentaram células epiteliais de origem policlonal e células estromais de origetn 

clonal. Sendo assim, consideraratn ser o fibroadenoma mais uma hiperplasia do 

lóbulo do que uma neoplasia, e o tumor filóide demonstrou ser um neoplasma de 

células estromais, mas não de células epiteliais. ROHEN et a!. 1996; STAATS et a!. 

1996; ROSENBERG et al. 1997, também consideraram as alterações cariotípicas 

clonais das lesões benignas de mama.· A análise clonal é um método eficaz na 

distinção de neoplasia e hiperplasia. Vários tipos de tumores humanos benignos e 

malignos têtn mostrado origem monoclonal. Por outro lado, a expansão policlonal é 

esperada em hiperplasia (FLETCHER et a!. 1991). Etnbora o fibroadenoma seja 

classificado como um tumor benigno de mama na maioria das pesquisas, NOGUCHI 

et a!. 1993, sugeriram que ele é um estágio hiperplásico ou o desenvolvimento 

anormal do lóbulo, que antecede a neoplasia. Sendo o fibroadenoma um tmnor 

bifásico, ainda não se sabe, se é o componente epitelial ou o estromal que representa 

a origem do tumor. 
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1.7. Análise Molecular: 

O avanço significativo das técnicas de biologia tnolecular tem modificado, ao 

longo dos anos, o conhecimento referente aos genes. O advento da técnica da reação 

em cadeia da polimerase (PCR), proposto por SAIKI et a!. 1985, permitiu utn 

desenvolvimento importante, principalmente pela oportunidade de análise de 

pequena quantidade de material, ou seja, DNA ou RNA. A técnica baseia-se na 

amplificação enzimática de um fragmento de DNA pela extensão de 2 

oligonucleotídeos ("primers "), que hibridizam as fitas complementares de uma 

seqüência molde ("tetnplate"). As extremidades 3' dos primers são orientadas 

apontando uma em direção à outra. Vários ciclos são repetidos com variações de 

temperatura, que permitem a desnaturação do DNA molde, hibridização dos primers 

às suas seqüências complementares e extensão dos primers hibridizados pela DNA 

polimerase. Ao final de múltiplos ciclos, há o acúmulo exponencial de um fragmento 

específico cujas extremidades são definidas pelas extremidades 5' dos primers 

(INNIS et al. 1990; NAGAI, 1998). A figura 9 apresenta esquematicamente 3 ciclos 

de amplificação da reação etn cadeia da polimerase. 
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Figura 9 - Esquema de 3 ciclos de atnplificação da reação e1n cadeia da 
polimerase- PCR (Modificado de Nagai 1998). 
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Um importante fato foi a utilização dos marcadores de DNA altamente 

polimórficos do tipo microssatélite. Estes marcadores pertencem a família dos 

satélites, ou seja, das seqüências repetitivas de DNA não codificadas, dispersas no 

geno1na humano. Podetnos encontrar o DNA repetitivo sob a forma de seqüências 

repetidas aleatórias (tandem), ou DNA satélite, e as repetições intercaladas. As 

seqüências satélites são repetições curtas e são divididas em: microssatélites, 

minissatélites e macrossatélites. Microssatélites são pequenos polimorfismos de 

DNA, freqüentemente com menos de 1 Kb de tamanho. As repetições dinucleotídeas 

(AC)n são as mais conhecidas. Seu número pode variar de 10 à 60. Minissatélites são 

repetições onde a seqüência principal é maior que a encontrada nos microssatélites. 

As macrossatélites podem ser muito grandes, com até megabases de tamanho. 

(BRUFORD e WAYNE 1993; KORETH et a/. 1996, REMER 1999). 

As atuais técnicas de análise moleculares permitem um estudo mais acurado 

do genoma, contribuindo para a elucidação da gênese dos tumores. O entendimento 

dos eventos genéticos envolvidos no desenvolvimento de fibroadenomas, pode 

permitir a identificação dos eventos iniciais associados ao processo de transfonnação 

maligna da mama. Portanto, novos estudos, utilizando microdissecção de tecidos e 

técnicas moleculares, são necessários para a determinação das alterações genéticas, 

que contribuem para o desenvolvimento dessas lesões benignas. 
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Este trabalho teve como objetivo a identificação de alterações genéticas em 

fibroadenomas de mama, através da técnica de microdissecção de tecidos e a análise 

da perda da heterozigose, utilizando marcadores de DNA alta1nente polimórficos do 

tipo microssatélite. 
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3.1. Obtenção do Material Biológico : 

Fora1n analisadas amostras de tu1nor e tecido normal de pacientes com 

fibroadenoma de mama, obtidas através de procedimento cirúrgico, no Hospital 

Pérola Byington (Centro de Referência da Saúde da Mulher, e de Nutrição, 

Alimentação e Desenvolvimento Infantil- CRSMNADI), sob a responsabilidade do 

médico mastologista Dr. Carlos Alberto Ruiz. As amostras foram coletadas no 

período de outubro de 1998 a janeiro de 1999. Os espécimes cirúrgicos, sem 

qualquer outro tratamento prévio, foram encaminhados imediatamente ao serviço de 

patologia do Hospital Pérola Byington (CRSMNADI), onde foram realizados cortes 

de 5 J.lm, sendo as lâminas fixadas, e coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina 

para diagnóstico (LUNA 1972; HOROBIN 1982). Após confirmação histopatológica, 

sob a coordenação da Dra. Regina Felippo Barboza, as amostras foram reanalisadas. 

Tumores filóides, fibroadenomas que apresentavam calcificações e/ou outras 

alterações associadas, foram excluídos. Eliminou-se, também, áreas com necrose, 

hemorragia e com componente inflamatório, para que não comprometesse o estudo. 

Confirmado o diagnóstico de fibroadenoma simples, o tumor foi 

encaminhado para este estudo. Confeccionou-se uma lâmina corada pela técnica da 

Hematoxilina- Eosina, com lamínula, para estudo prévio e 2 lâminas coradas, 

somente pela Eosina, sem lamínula, utilizadas para microdissecção. 
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3.2. Microdissecção de Tecidos: 

As lâminas foram encatninhadas ao laboratório de Genética Molecular de 

Câncer da disciplina de Oncologia do Departamento de Radiologia da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP), onde foi procedida a 

microdissecção. A microdissecção foi realizada sob visualização microscópica 

utilizando-se microscópio binocular (OL YMPUS BHC) com quatro objetivas, 

segundo técnica demonstrada, em estudos de CHUAQUI et al. 1996; NA Y AR et al. 

1997. Utilizamos a objetiva 4 (menor) com um aumento global de 40x, para melhor 

visualização. Em alguns casos, em que a identificação de partes dos componentes 

tomou-se dificil, utilizamos a objetiva 3 com um aumento globallOOx. Demarcamos 

visualmente as áreas de interesse seguindo uma ordem (tecido Normal, tecido 

Epitelial e tecido Estromal) etn virtude da quantidade de tecido e dificuldade de 

dissecção da lâmina. Dissecamos, separatnos e retiramos fragtnentos de tecido cotn 

uma agulha estéril 25 x 7 gauge. Para a dissecção de cada amostra houve 

necessidade de troca de todo material (luva cirúrgica de látex e agulha) para evitar 

contaminação de uma amostra e seus componentes para outra. 

Após a microdissecção, o material foi colocado em 3 tubos separados e 

identificados de microcentrífuga cotn rosca, de 1,6 ml e encaminhados à extração de 

DNA. 

A Figura 1 O apresenta um esquema da tnicrodissecção de tecidos. 
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Microdissecçio: 
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õ s 

Figura 1 O -Representação esquetnática da fase de 1nicrodissecção de tecidos. 

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

Os frag1nentos dos tecidos 1nicrodissecados fora1n utilizados para extração do 

DNA. O 1naterial obtido por tnicrodissecção foi ünediatatnente colocado e1n 50 ~L 

de solução tampão contendo 0,05 mol/L de Tris-HCL, 0,001 mol/L de EDTA, 1% 

Tween 20, 0,5 ~1 de Proteinase K a 20 mghnl, pH 8,0 e incubados à 55 °C por 12 

horas e fervido por 10 1ninutos para inativar a Proteinase K. A seguir, foi colocado 

no gelo por 1 O minutos. Para cada mnostra, 1 à 3 ~1 de solução foi usada para PCR. 

A figura 11 mostra u1n esquema da extração de DNA em tnaterial 

tnicrodissecado. 
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11 EXTRAÇÃO DE DNA 11 

N s E 

Adicionar 50 Jll da solução tampão+ 0,5 Jll proteinase K 

Figura 11- Representação esquetnática da extração de DNA. 

3.4. Análise de Perda da Heterozigose (LOH), Utilizando Marcadores de 

DNA Altamente Polimórfico do Tipo Microssatélites e Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR): (SAMBROOK et al. 1989; NAGAI 1998) 

Nesta análise utilizamos os tnarcadores de DNA altamente polimórficos do 

tipo microssatélite. As reações de PCR foram feitas em um volume de 25 J..!l, 

utilizando 50 ng de DNA genômico, 50 pmol de cada oligonucleotídeos, 1,5 mM de 

MgCL2, 200 J..!m de cada desoxinucleotídeo trifosfatado, 50 tnM de KCL, 1 O tnM de 

Tris-HCL pH 8,3, 0,1 mg!tnl de gelatina, 0,75 mg de BSA, 0,5 unidades de TaqDNA 

p olimerase (GIBCOBRL) e 50 ptnol de um dos oligonucleotídeos In arcados cotn 
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O,lJ.lCi a 32P - dCTP. A amplificação foi feita por 30 ciclos, cada ciclo constituído 

por 1 minuto à 94 °C , 1 minuto na temperatura de hibridização adequada para cada 

jogo de primers e 1 a 2 minutos à 72 °C. Os produtos obtidos fora1n diluídos 1 :2 em 

tampão de aplicação (formatnida 90%, EDTA lOmM, azul de bromofenol 0,35% e 

Xileno cianol 0,35%), fervidos por 5 minutos e separados em gel de poliacrilamida 

6% desnaturante (Uréia 8M, solução acrilamida/bisacrilamina 6%, TBE IX) co1n 

tampão TBE IX (Tris-HCL 0,09, Ácido Bórico 0,09M e EDTA 0,2mM). A corrida 

eletroforética foi realizada a 2000 volts, 250 watts, 120 mA por 2 horas à uma 

temperatura de 50 °C. Após a corrida o gel foi transferido, para papel cro1natográfico 

Whatmann 3MM Chr, submetido ao processo de secagem em secador termo-vácuo 

tnod.583 (Biorad), por 30 minutos e exposto a filme de raio X KODAK X-Otnat 

XAR por 4-48 horas a - 70 °C, sendo posteriormente revelado e realizada a análise 

do auto-radiograma. Quando necessário, fez-se re-exposição do gel por período de 

até 7 dias, dependendo da intensidade obtida no auto-radiograma. 

Para análise das perdas de heterozigose foram utilizados marcadores de 

microssatélite para as regiões cromossômicas D3S659 (3p13), D6S249 (6q16.3-q21), 

DIOS219, D10S541, DIOS574, DIOS1735, DIOS1765 (10q21-22), D11S860 

(llpl5), W40 (llp13), TP53 (17pl3.1) e 248yg (17q), demonstrados na tabela 3. 
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TABELA 3 - Resumo dos marcadores de microssatélites utilizados para análise de 

perda de heterozigose (LOH). 

Marcador I Seqüência 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 

Referências: HAUGE et al. 1992, JONES et al. 1992a, JONES e NAKAMURA 1992b; TADOKORO et ai. 1993; 
WINQVIST et ai. 1993, SHENG etal. 1996, FEILOTTER etal. 1998; YOKOSAKI etai. 1999. 
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A detenninação de perda de heterozigose, ou ünbalanço genético, foi feita 

pela cotnparação entre o sinal auto-radiográfico de DNA Tumoral, nas amostras de 

Estrotna e do Epitélio (Genótipo Tutnoral), em relação ao sinal observado, na 

amostra de DNA do tecido normal (Genótipo Constitutivo). As perdas totais formn 

determinadas pela sünples cotnparação visual, enquanto que as perdas parciais formn 

quantificadas utilizando-se utn densitômetro Phannacia LKB - Ultroscan XL. Foram 

considerados positivos os casos em que o padrão de alelos de tumor apresentavam 

pelo tnenos 40% de düninuição de intensidade, etn utna das bandas no auto-

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

11 Resumo de Materiais e Métodos: 11 

Tecido epitelial 

Área microdissecada [

&. ...... ~~ ...... ......,.. ...... ~~""''""''~'"~"~~~, ...... ""~''~'"'~''~"~~ ... ~1 

"~I 
1 FA 1 N 

\!/ \!) \~1 
\.j \ . ./ \_/ 

NSE NSE NSE NSE 

Amplificação 
PCR • 

Estroma Epitélio 

Figura 12 - Representação esque1nática dos procedimentos realizados neste trabalho. 
Resmno de Materiais e Métodos. 
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Foram analisados, no laboratório de Genética Molecular de Câncer da 

disciplina de Oncologia da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, 52 

Fibroadenomas de Mama simples, provenientes de procedimentos cirúrgicos 

realizados no Hospital Pérola Byington (CRSMNADI). 

A média de idade das pacientes submetidas a procedimento cirúrgico por 

Fibroadenotna de Mama foi de 30 anos, variando de 17 a 51 anos, com uma mediana 

de 28 anos. Tabela 4. 

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

Variável I Categoria I Freqüência (%) 

Raça Branca 23 (44,2) 
Não Branca 16 (30,8) 
Ignorado 13 (25,0) 

Idade Média± dp 30,0 ±10,7 

Fumo Não 38 (73,0) 
Sim 12 (23,0) 
Ignorado 2 ( 4,0) 

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

Nesta amostragem, predominaratn as mulheres com nódulo único de mama 

(78,9%> ), sendo a maioria das lesões tumorais localizada na mama esquerda (24 

casos). A média de tamanho dos tumores analisados foi de 2,9 em (1,5- 6,5 em). Os 

dados referentes às variáveis clínico-cirúrgicas estão presentes na tabela 5. 
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TABELA 5 - Fatores clínico-cirúrgicos de 52 pacientes com Fibroadenoma de 

Mama: 

Fatores I Categoria 

~-Nódulos Múltiplos 
Único 

Localização Mama Direita 
Matna Esquerda 
Bilateral 

Gestação G=O 
G~ l 

Ignorado 
Clínica Nódulo de mama 

Nódulo mama + Outras 
Outras 

Cirurgia Prévia de Doença benigna 
Matna Doença maligna 

Sem cirurgia 
Ignorado 

História familiar Câncer de mama 
Outros Canceres 
Outras doenças benignas 
Ignorado 
Sem história familiar 

Lactação Sim 
Não 
Ignorado 

Tamanho do nódulo Média 
Contraceptivo Oral Sim 

Não 
Ignorado 

Uso Medicamentos Hormonal 
Não hormonal 
Ignorado 
Não usa 

Menarca Média 

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

I Freqüência 

11 (21 ,5) 
41 (78,9) 
20 (38,4) 
24 (46,2) 
08 (15,4) 

24 (46,2) 
27 (51 ,9) 
01 ( 1,9) 
14 (27,0) 
32 (61,5) 
06 (11,5) 
08 (15,4) 
- -
43 (82,7) 
01 ( 1,9) 
03 ( 5,8) 
08 (15,3) 
15 (28,9) 
02 ( 3,9) 
24 ( 46, 1) 
19 (36,5) 
28 (53,9) 
05 ( 9,6) 
2,9cm ( 1,5 - 6,5cm) 
08 (15,4) 
39 (75,0) 
05 ( 9,6) 
- -
07 (13,5) 
02 ( 3,8) 
40 (82,7) 
13,2 anos (9-17a.) 
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B) 

-""' . 

Figura 13 - Microdissecção do tecido nonnal adjacente ao fibroadenoma de mama. 
A) Análise prévia com lâmina corada com Hematoxilina-Eosina (HE) 40x. 
B) Antes da microdissecção- lâmina corada co1n Eosina. 
C) Após a microdissecção - lâmina corada com Eosina - 40x. 
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A) 

B) 

Figura 14- Microdissecção do tecido normal adjacente ao fibroadeno1na. 
A) Antes da microdissecção. B) Depois da 1nicrodissecção. 
Lâtninas coradas cotn Eosina - 40x. 

Marília Silva de Souza Takimoto 
Dissertação de Mestrado 



A) 

B) 

47 

RESULTADOS 

Figura 15 - Microdissecção do tecido epitelial do fibroadenoma de mama. 
A) Análise prévia co1n lâmina corada com Hematoxilina-Eosina (HE) - 40x. 
B) Análise em lâmina corada com Eosina- 40x. 
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A) 

B) 

Figura 16 - A) e B) Etapas da microdissecção de tecido epitelial do 
fibroadenoma de mama (Continuação da figura 15). 
Lâtninas coradas com Eosina - 40x. 
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A) 

B) 

Figura 17 - Microdissecção do tecido estromal do fibroadenoma de mama. 
A) Antes da microdissecção. B) Depois da microdissecção. 
Lâminas coradas com Eosina - 1 Oüx. 
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A extração de DNA de 52 fibroadenomas (156 tubos de microcentrífuga) foi 

realizada, respeitando as condições estabelecidas em Materiais e Métodos. 

Após a extração, formn feitas as reações de PCR (reação em cadeia da 

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

1765 (lOq); 860, W40 (11p), 439 (11q) e LH1/LH2 (TP53)- (17p) e 248 yg (17q). Os 

dados referentes ao locus, nútnero de casos infonnativos e perda de heterozigose são 

mostrados na tabela 6. 

TABELA 6 - Dados referentes ao locus, região cromossômica, número de casos 

informativos e perda de heterozigose (LOH). 

Lo cus Região N Informativo/ NLOH/ 
Cromossômica N Casos N informativo 

D3S659 3p13 31/52 3/31 
D6S249 6q16.3-q21 3/8 0/3 
D10S219 10q22-23 15/26 0/15 
D10S541 10q22-23 0/8 O/O 
DlOS574 10q22-23 11/16 0/11 
D10S1735 10q22-23 0/9 O/O 
D10S1765 10q22-23 8/31 0/8 
D11S860 11p15 4/26 0/4 
WT1 11p13 12/26 0/12 
D11S439 11q24-q25 6/18 0/6 
TP53 17p13.1 25/52 0/25 
D17S855 17q12-q21 15/30 0/15 

Fonte: Laboratório de Genética Molecular de Câncer - Departamento de Radiologia da FMUSP-2000. 
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F oram realizadas as reações com as amostras de fibroadenoma~ utilizando 

todos os primers acima mencionados. Apesar da padronização (da fixação e da 

reação de PCR ), detectamos uma diferença em seus resultados. Muitas das amostras 

não amplificaram, mesmo para repetidas reações, utilizando o tnesmo prüner ou 

outro diferente. 

As reações que apresentaram ma1or grau de amplificação foram aquelas 

utilizando os primers CI3-373 para região 3p13 e LH1/LH2 (TP53) para região 

17p 13.1. 

Três das amostras analisadas apresentaram perda de heterozigose, para o 

marcador CI3-373 - D3S659 para a região 3p13, correspondendo a 9,6% (3 de 31 

casos informativos). Reavaliamos os resultados, os quais foram confirmados. Não 

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 às amostras com perda de 

heterozigose. 
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11 D3S659 -3p1311 
A) 
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B.2) B.3) 
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Figura 18- A) Auto-radiogrmna do caso 13, detnonstrando LOH no tecido estromal (S) 
do tumor e imbalanço alélico no tecido normal adjacente ao tutnor (N) 
no locus D3S659 na região cromossômica 3p13. 

B) Densitotnetrias do caso 13. 
B.l) Densitotnetria de todos os tecidos do Fibroadenotna- (N),(E),(S). 
B.2) Densitotnetria do tecido nonnal adjacente ao tumor- (N). 
B.3) Densitotnetria do tecido epitelial do Fibroadenmna- (E). 
B.4) Densitometria do tecido estromal do Fibroadenoma- (S). 
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11 D3S659 -3p131111 Caso 49 IJ 

B.l) 
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Figura 19 - A) Auto-radiograma do caso 49, demonstrando LOH no tecido epitelial (E) 
do tu1nor no locus D3S659 na região cromossôtnica 3pl3. 

B) Densitometrias do caso 49 
B.l) Densito1netria de todos os tecidos do Fibroadeno1na- (N),(E),(S). 
B.2) Densitometria do tecido normal adjacente ao tumor- (N). 
B.3) Densito1netria do tecido epitelial do Fibroadeno1na- (E). 
B.4) Densitometria do tecido estro1nal do Fibroadenotna- (S). 
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11 D3S659 -3p1311 
B.l) 

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

Estrom~ -(S.) . 

Figura 20- A) Auto-radiograma do caso 52, de1nonstrando LOH no tecido estromal (S) 
do tumor no locus D3S659 na região cromossômica 3p13. 

B) Densitometrias do caso 52. 
B.l ) Densitometria de todos os tecidos do Fibroadenoma- (N),(E),(S). 
B.2) Densito1netria do tecido normal adjacente ao tu1nor- (N). 
B.3) Densitometria do tecido epitelial do Fibroadenoma- (E). 
B.4) Densito1netria do tecido estrmnal do Fibroadeno1na- (S). 
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O marcador CI3-771, para o locus D3S966, mapeado na região cromossômica 

3p21.3, (com produto de a1nplificado de 147 bp- (AC)23), também foi utilizado. A 

avaliação deste locus foi realizada para verificar a possível perda de heterozigose, 

para este marcador Entretanto, não obtivemos sucesso na amplificação destas 

amostras. 

Observamos que e1n 2 tumores (caso 13 e 52) houve perda de heterozigose no 

componente estromal do fibroadenoma. No caso 4 9 houve perda de heterozigose no 

componente epitelial. Também no caso 13, onde observamos perda de heterozigose 

para o componente estromal, notamos imbalanço genético no componente normal. 

A análise do auto-radiograma do caso 52, mostra pouca densidade 

radiográfica na amostra do componente epitelial. Os experimentos foram repetidos e 

reanalisados, evidenciando-se uma diferença de massa no componente epitelial e 

somente perda de heterozigose no componente estromal. 

As 3 amostras com perda de heterozigose para a região cromossômica 3p 13, 

foram analisadas com todos os outros primers, não sendo observado nenhuma 

alteração. 

Os dados clínico-cirúrgicos das 3 pacientes que apresentaram perda de 

heterozigose para o braço curto do cromossomo 3 são apresentados na tabela 7. 
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TABELA 7 - Dados clínico-cirúrgicos de 3 pacientes cotn perda de heterozigose no braço curto do crotnossotno 3: 

Caso Ida- Raça Fumo Me o arca Gesta- Idade La c ta- História Uso de 
de ção do 1° ção familiar Medica-

filho ção 

13 51 I(*) Não 13 4 25 Sim Outros Não 
C As 

49 17 I(*) Não 13 o -- --- Não Não 

52 19 Branca Não 12 o -- --- Não Não 

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

*=ignorado 
** = Tumorectomias por fibroadenoma. 
***=Paciente com múltiplos nódulos, porém realizado tumorectomia de um único nódulo. 
****= Paciente com nódulos bilaterais, porém realizado tumorectomia esquerda. 

Cirurgia Clínica N°' de Local 
prévia de Nódulo 

mama 

Sim(**) Nódulo Múltiplo Bilateral 
+Outros (***) (****) 

Não Nódulo Único Mama 
+Outros Direita 

Não Nódulo Único Mama 
+Outros Esquerda 

Taman 
h o 
Nódulo 

Sem 

3 em 

2cm 

~ 
00 

~ 
~ 
> o o 
00 

V1 
0\ 
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O Fibroadenoma é o tumor benigno de mama mais freqüente em mulheres, 

composto por tecido epitelial e estromal. Sua etiologia ainda é desconhecida. Devido 

a existência de poucos estudos moleculares em fibroadenoma de mama e visando 

identificar alguns fatores que estejam ünplicados na gênese 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 está em concordância com a descrita na literatura (GEBRIN 1990; 

HOULlliAN 1991; ALLE et a!. 1996). As pacientes apresentavam-se numa faixa 

etária predominantetnente dentro do período reprodutivo, com mna média de 30 anos 

de idade. A maioria não fumava (67,3%). Vinte e duas pacientes eram brancas, 16 

não brancas e 11 apresentavam dados ignorados. Na literatura, observa-se mn leve 

predomínio da raça negra (DENTE CANT 1989; BARROS e RUIZ 1994). 

Os dados clínicos-cirúrgicos deste trabalho mostraratn que a maioria das 

pacientes apresentavam nódulos únicos (79 ,6% ), com predominância na mama 

esquerda (47%). Não apresentavam filhos (44,9%), sem história prévia (83,7%) ou 

fatniliar ( 44,9%) para neoplasias, sem uso de contraceptivo oral ou medicatnentos 

(73,5% e 81,7% respectivamente) e a média do tamanho do nódulo foi de 2,9 em 

(variando de 1,5 - 6,5 em). A média de idade da menarca das pacientes foi de 13 

anos. Estes resultados estão em concordância cotn os dados demonstrados em outros 

trabalhos (ALLE et al. 1996, OLIVEIRA 1997; TAV ANI 1999). 

O material tumoral proveniente de cirurgia foi fixado em formo I 10% e 
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etnblocado etn parafina. Foram realizados 3 cortes de 5 11 para cada tumor. Os 

trabalhos prévios utilizaram cortes variando de 2 à 15 Jl. (BIANCHI et al. 1991; 

LAKHAN1 et al. 1995; ZHUANG et al. 1995; NAYAR et al. 1997). Na fase de 

padronização, realizatnos prüneiramente cortes com 1 ÜJ.! e posteriormente, com 5J.!. 

Na prática, observamos não haver diferença nas espessuras dos cortes. Optamos por 

cortes de 5J.!, pois é o mais utilizado nos laboratórios e também é o mais mencionado 

nas técnicas de microdissecção. O número de lâminas padronizadas para 

microdissecção foi de 2 lâminas por tumor. Este é o número recomendado, em 

estudo prévio desta técnica (NA Y AR et al. 1997). 

O corante utilizado no preparo da lâmina anatomopatológica pode interferir 

na reação etn cadeia da polimerase (PCR). A Eosina é um corante com a propriedade 

de agregar-se somente às proteínas do citoplasma, e por isto sua utilização isolada, 

na lâmina, não interfere na PCR. Este fato foi comprovado, previamente, em estudos 

utilizando-se apenas este corante (CHUAQUI et al. 1996; NAYAR et al. 1997). Esta 

técnica permite o exame e a tnicrodissecção da lâmina sob visão direta do 

pesquisador, com tnaior precisão. Algumas pesquisas em que a técnica de 

microdissecção foi realizada em lâtninas coradas com Hematoxilina e Eosina (HE), 

fazem-na, sob visualização indireta. A lâmina corada com HE é utilizada como guia, 

demarcando a área correspondente na lâmina parafinada, se1n corante, a ser 

microdissecada (ROSENBERG et al. 1997; KASAMI et al. 1997, 1998; MARSH et 

al. 1998). 
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GUPT A et ai. 1997, descreveram uma técnica em que utilizaram uma lâmina 

corada com HE e, sobre esta lâmina anatomopatológica, aplicaram um filme de 

silicone ( sellotape ). A seguir comprimiram a lâmina ao sellotape, digitalmente, e 

iniciaram a microdissecção com lâmina de bisturi número 11, com visualização 

direta da área a ser microdissecada. Estes autores advogam a diminuição dos 

tremores de quem está microdissecando e a ressecção da área alvo em bloco. Na 

prática, constatamos que tanto a técnica utilizando lâmina corada com HE, servindo 

como guia, quanto a técnica utilizando filme de silicone, são de baixa acuidade e 

com grandes probabilidades de contaminação de tecidos. 

Os instrutnentos de microdissecção utilizados foram: microscópio, tubos de 

microcentrífuga, luvas cirúrgicas e agulhas 25 X 7 gauge estéreis. Na fase de 

padronização, utilizamos agulhas com calibre maior, menor e lâminas de bisturi. As 

agulhas muito finas são maleáveis e as agulhas grossas e lâminas de bisturi 

atrapalham a microdissecção, pelo seu tamanho, danificando o material e 

promovendo a contaminação de tecidos. As lâminas de bisturi são ideais apenas para 

a tnicrodissecção de tecidos periféricos, co1no por exemplo, o tecido normal 

adjacente ao tumor. 

O uso de método como microdissecção de tecido tem aumentado a 

sensibilidade e especificidade das análises moleculares. Neste trabalho, utilizamos o 

microscópio óptico de 4 objetivas (Olympus BHC) e agulhas 25 X 7 gauge, 

disponíveis em nosso laboratório, que demonstraram ser um instrumental adequado à 
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experimentação, expressando resultados mais precisos. O microscópio invertido 

também pode ser utilizado, apresentando como vantagem um Inaior espaço entre a 

objetiva e a lâmina anatomopatológica, permitindo assim, uma maior e melhor 

Inanipulação. 

Atualmente, com a alta tecnologia, existem alguns estudos, ein vários tecidos, 

incluindo mama, usando a técnica de microdissecção à laser (EMMERT-BUCK et 

a!. 1996; VOLCKE et a!. 1996; BONNER et a!. 1997; OSIN et a!. 1998; SIMONE et 

a!. 1998; NHI 2000). Esta técnica utiliza microscópios propriamente adaptados, não 

havendo manipulação direta do pesquisador. É o método ideal para tumores 

heterogêneos e policlonais, como os fibroadenomas, embora seja um instrumental 

caro e não disponível na maioria dos laboratórios. 

A extração de DNA foi realizada inicialmente na fase de padronização pelo 

método de fenol clorofórmio. Por se tratar de pequena quantidade de material, 

optamos pela adição de Proteinase K e solução tampão, sem posterior purificação. 

Na fase de padronização, utilizamos as quantidades de 0,1, O) e 0,5 J..tl de Proteinase 

K a 20mg/ml e 1 O, 20 e 50 J.ll de solução tampão, respectivamente. Verificamos 

que 0,5 J..tl de Proteinase K e 50 J..tl de solução tampão foi o ideal neste experimento. 

Na literatura, estas quantidades de Proteinase K e solução tampão também variam 

(BIANCID et a!. 1991; ZHUANG et al. 1995; KASAMI et a!. 1997; NAYAR et a!. 

1997). 

Uma constatação deste estudo é a amplificação variável destas amostras. 
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Muitos componentes tumorais ( estroma e epitélio) e componente normal não 

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 não purificadas, com 

quantidade limitada de tecido e com massas de componentes tumorais diferentes. É 

ünportante considerar o padrão de cada tumor com alguns marcadores. Em nosso 

laboratório, em estudo prévio de desenho semelhante a este e utilizando técnica de 

microdissecção em tumores de cabeça e pescoço com marcadores semelhantes, 

obtivemos resultado de LOH alto, com um grau de amplificação de suas amostras 

também grande. 

Os marcadores de microssatélites utilizados foram aqueles que estão 

mapeados em regiões cromossômicas 1nais freqüentemente pesquisadas para câncer 

de mama. Na maioria dos casos, utilizamos apenas um marcador para cada região 

crotnossômica determinada no projeto. Não utilizamos outros marcadores e também 

não realizamos mais experimentos, devido ao resultado insatisfatório das 

amplificações e a pequena quantidade de DNA obtida. 

As deleções no braço curto do cromossomo 3 têm sido encontradas em 

muitos tipos de tumores, como carcinomas de cabeça e pescoço, pulmão, tireóide, 

ovário 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 braço curto do 

cromossomo 3, em três 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 região do braço curto do crotnossomo 3 

está envolvida na gênese dos tumores benignos e malignos de mama (DIETRICH et 

al. 1995; PANDIS et al. 1997; LUNDIN et al. 1998). Através de estudos 

moleculares, apenas MCCULLOCH et a!. 1998, detectaram um caso de perda de 

heterozigose na região do braço curto do cromossomo 3 (3p21-14.2). 

Estudos Citogenéticos em Fibroadenomas para a Região 3p: 

Dentre os estudos citogenéticos, STEPHENSON et al. 1992, relataram uma 

paciente com fibroadenoma de mama com translocação t(3;5) (p22;q13). 

DIETRICH et al. 1995, sugeriram que alterações no braço curto do 

cromossomo 3 ocorrem precocemente na progressão para lesões tipicamente 

associadas com o aumento do risco de desenvolver câncer de mama. Em seus 

estudos citogenéticos mostraram deleções na região cromossômica 3p, detectadas em 

3 de 11 lesões proliferativas benignas (hiperplasia ductal atípica e papilotna 

intraductal), porém, não detectaram perda de heterozigose em fibroadenomas. 

Outro estudo citogenético, realizado por PETERSSON et al. 1997, analisou 

50 fibroadenomas de mama, identificando alterações 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 a!. 1994, publicaram o primeiro estudo molecular detectando 2 

casos de perda de heterozigose para a região cromossômica 17q12-q21 em 

fibroadenotnas, em um contexto familiar. 

LIZARD-NACOL et a!. 1995, pesquisaram 37 amostras de fibroadenoma de 

tnama. Estes autores, analizaram 8 loci para perda de heterozigose, incluindo o braço 

curto do cromossomo 3. Não encontraram LOH para nenhum dos loci examinados. 

KASAMI et a!. 1998, estudando a clonalidade dos fibroadenomas, utilizaram 

uma técnica de microdissecção de tecidos onde as lâminas eram coradas com 

Hematoxilina-Eosina e utilizavam lâminas 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 tnonoclonal, foi 

observada a presença de padrão misto, com componente filóides e estromal. 

MCCULLOCH et a!. 1998, estudaram a incidência de instabilidade de 

tnicrossatélites e LOH em fibroadenomas. Encontraratn 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 região 3p21-14.2, locus D3S1514. Os 

autores estudaram os fibroadenomas de uma forma geral. Na análise, consideraram 

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

EUHUS et al. 1999, descreveram uma alta freqüência de LOH na região 

cromossômica 3p em lesões benignas de tnama, precedendo um diagnóstico de 

câncer de mama. Para as mulheres que desenvolveram câncer de mama, a proporção 

de LOH nos tumores de pacientes com lesões proliferativas foi de 0,47, quando 

comparada a 0,57 em pacientes com câncer de mama. Em fibroadenomas, estes 

autores não evidenciaram perda de heterozigose. 

Neste trabalho, foi observado 3 casos de perda de heterozigose na região 

cromossômica 3p13. Estes dados preliminares de perda de heterozigose são 

importantes, embora ainda sejam um número pequeno de mnostras e em apenas um 

marcador para esta região. Tendo-se que os poucos estudos em fibroadenoma de 

mama são na maioria experimentos citogenéticos e 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 a/. 1998, evidenciaram 

perda de heterozigose em 1 fibroadenoma de matna para a região crotnossôtnica 3p. 

Entretanto, evidenciamos perda em locus diferente (D3S659) e estudamos apenas 

fibroadeno1na simples, utilizando técnica de microdissecção, separando os 

componentes deste tumor. 

Marília Silva de Souza Takimoto 
Dissertação de Mestrado 



66 

DISCUSSÃO 

Dentre os 3 casos de perda de heterozigose~ para a região cromossômica 

3p13~ detectados em nosso trabalho~ houve 2 amostras em que ocorreu perda no 

componente estromal e 1 amostra com perda no componente epitelial. Tomando-se 

co1no base o modelo de BrECHE e LIDEREAU 1995, para a progressão tmnoral, se 

esperaria encontrar apenas alterações em componentes epiteliais. As alterações 

genéticas em componentes estromais de fibroadenotnas de mama foram também 

demonstradas por outros pesquisadores (FLETCHER et a!. 1991; BELDA et a!. 

1993~ NOGUCHI et a!. 1993)~ através de estudos citogenéticos. As alterações 

observadas no componente estromal corroboram com o modelo de progressão para 

fibroadenomas, sugerido por NOGUCHI et a!. 1993, em que o fibroadenoma pode 

evoluir para um tumor filóide ou a outro tumor de linhagem mesenquimal. A 

ocorrência de alterações genéticas, no componente epitelial do fibroadenoma, o que 

constatamos em 1 caso em nosso trabalho, pode sugerir um cmninho para a 

transformação maligna epitelial da mama. Esta transformação do componente 

epitelial é um fato muito mais raro de ser evidenciado na literatura, variando de 0,12 

à 0)% (ALLE et al. 1996). Em um dos casos analisados, observamos imbalanço 

alélico no componente normal do fibroadenoma e perda de heterozigose no 

co1nponente estromal. O imbalanço alélico no componente normal pode ser 

justificado, por estarmos trabalhando com tecido normal adjacente ao tumor. DENG 

et a!. 1996, analisaram LOH em tecido normal adjacente ao câncer de mama, 

utilizando 15 marcadores, e constataram que a alteração mais freqüente foi na região 
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cromossômica 3p22-25 (de 10 casos co1n LOH no tumor, 6 apresentavam alterações 

em tecido normal adjacente). LARSON et al. 1998, verificaram clones 

geneticamente anormais, em 22% de amostras normais de 50% das mulheres com 

risco para câncer de mama. Observaram que mulheres abaixo de 50 anos de idade, 

sem doença, ou seja, com tecidos de mama histologicamente normais, porém, com 

aumento da taxa de anormalidades genéticas, apresentatn mn risco de desenvolver 

câncer de mama aumentado. Estes autores relacionam estes clones a etapas precoces 

da tumorigênese. 

Alguns estudos moleculares, utilizando FISH e análise de LOH tem sido 

realizados, com o intuito de identificar regiões cromossômicas alteradas que possam 

indicar a implicação de novos genes supressores de tumor envolvidos na gênese 

tumoral. A maioria dos genes supressores de tumor já clonados foram identificados 

por estudos de ligação genética e LOH. Alguns autores estão estudando genes como 

o FHIT (Fragile Histidine Triad) e o gene PTP RG, ambos identificados na região 

cromossômica 3p14.2 que também são candidatos a genes supressores de tumor, em 

câncer de matna e outros tu1nores prünários (NEGRINI et al. 1996~ 

PANAGOPOULOS et al. 1996; AHMADIAN et al. 1997; HAYASHI et al. 1997; 

BIECHE et al. 1998). Também implicados na tumorigênese de mama está o gene 

DUTTJ (identificado na região 3p12) e um locus (D3S1207), identificado por FISH, 

mapeado para a região 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 região do 

cromossomo 3p13, detnonstrando que estas alterações genéticas estão presentes nos 

fibroadenomas sünples. O conhecimento destas alterações nos levará 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 região 3p13, somente uma delas apresentou dados clínico-

cirúrgicos diferentes da média das pacientes. Esta paciente, classificada para o 

estudo como caso 13, tinha 51 anos de idade, com história familiar de canceres de 

tubo digestivo e com história prévia pessoal de fibroadenoma ( exérese prévia há 1 

ano de nódulo fibroadenomatoso ). Na sua história gestacional teve 4 filhos e 

amamentou todos. Apresentava ao momento da cirurgia, nódulos bilaterais, sendo 

ressecado um nódulo de 5 em de diâmetro, incluído neste estudo. As outras duas 

pacientes apresentavam dados compatíveis com os descritos pela literatura 

(FECHNER 1987~ GEBRIN 1990~ HOULlliAN 1991~ OLIVEIRA 1997). 

Estes dados prelüninares revelam que a perda de heterozigose na região 

cromossômica 3p13 sugere a implicação de um provável gene supressor de tumor, 

nesta região, como um evento precoce, ocorrendo na gênese dos fibroadenomas de 

mama. 
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O ca1npo para exploração e estudo dos fibroadenomas simples, complexos e 

de outras lesões da tnama, pennanece aberto, para um melhor conhecimento do 

desenvolvimento destes tumores. 

Este trabalho é um dos raros estudos moleculares existentes demonstrando 

perda de heterozigose em fibroadenomas de mama. Além disso, é o primeiro estudo, 

que evidencia LOH em fibroadenomas simples, sendo original ao pesquisar por meio 

de microdissecção dos componentes celulares do fibroadenoma de mama (tecido 

estromal, epitelial e nonnal adjacente) utilizando visualização direta e lâminas 

coradas com Eosina. À análise molecular de cada tecido foi realizada por meio de 

marcadores de DNA do tipo microssatélite e reação em cadeia da polimerase, 

utilizando apenas amostras de fibroadenoma simples. 

A identificação de perda de heterozigose nos componentes estromal e 

epitelial em fibroadenomas simples sugere duas possíveis vias de transformação 

maligna. Um caminho, com alterações genéticas no componente estro1nal, seguindo 

a direção para fibroadenomas complexos, tumores filóides e outros tumores 

mesenquimais (corroborando o modelo de NOGUCHI et a!. 1993, em que o 

fibroadenoma de mama pode progredir para tumor filóide ). E um segundo caminho, 

em que há alterações no componente epitelial, indo em direção às lesões epiteliais e 

ao carcinoma de mama (mais raro). 

Marília Silva de Souza Takimoto 
Dissertação de Mestrado 



70 

DISCUSSÃO 

Devemos considerar também a influência bidirecional do tecido epitelial e 

estromal. SA WHNEY et al. 1992, através de estudo morfológico realizado em 

tumores fibroepiteliais, sugeriram a hipótese de que o crescimento de tumores 

fibroepiteliais depende de vários fatores do componente epitelial. Uma interação no 

sentido oposto também pode ocorrer, porém não há estudos comprovando este 

mecanismo 1nverso. 
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1. Os dados preliminares deste estudo detnonstram a ocorrência de perda de 

heterozigose na região crotnossômica 3p13 em fibroadenoma simples de mama. 

2. Ausência de perda de heterozigose nas outras regiões cromossômicas 

pesquisadas em fibroadenoma simples de mama. 

3. As alterações genéticas encontradas denotam a provável localização de um gene 

supressor de tumor na região cromossômica 3p13~ eventualmente associado ao 

desenvolvimento dos fibroadenomas de mama. 

4. A evidência de alteração genética em fibroadenoma simples sugere o 

envolvimento precoce na tutnorigênese. 

5. A perda de heterozigose detectada no componente epitelial (1 caso) e no 

componente estromal (2 casos)~ sugere um modelo com duas possíveis vias para 

a gênese dos tumores de mama, a partir do fibroadenoma. Uma via~ seguindo o 

caminho de alterações sucessivas no componente estromal~ ou seja, com o 

acúmulo sucessivo de alterações neste tecido, poderia levar ao desenvolvimento 

de fibroadenomas complexos, tumor filóide e outros tumores mesenquimais, e a 

outra via, seguindo o caminho de alterações sucessivas no componente epitelial, 

poderia levar à lesões epiteliais benignas e posteriormente ao carcinoma de 

mama. 
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