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Evidéncias moleculares sugerem que o processo de tumorigénese da mama envolve o
acumulo de diversas alteragdes genéticas. Os eventos genéticos mais freqiientemente
observados em cancer de mama sdo a amplificagdo de oncogenes (c-myc, c-int-2, c-
erbB-2) e a inativagdo de genes supressores de cancer evidenciada pela ocorréncia de
perdas de heterozigose em diversos segmentos cromossdmicos (Ip, 3p, 6q, 11p, 11q,
13q, 16q, 17p, 17q e 18q) e pela ocorréncia de mutagGes em genes supressores de cancer
jd clonados, como os genes TP53 e RB1. A deteccdo de alteragdes genéticas associadas
ao cancer de mama permitird uma melhor compreensdo do processo de tumorigénese da
mama e a identificagdo de marcadores moleculares que possam ser utilizados no diag-
néstico, prognéstico e tratamento da doenca.

Os avangos na drea de biologia molecular tém pro-
vocado grande impacto na Oncologia, ampliando nossa
compreensao sobre as bases moleculares do cancer. Di-
Versos conceitos associados ao processo de tumorigénese
foram estabelecidos utilizando-se ferramentas da
tecnologia de DNA recombinante, e nos tltimos anos, o
emprego da biotecnologia, objetivando a identificagio dos
eventos genéticos envolvidos no processo de tumo-
rigénese, tém demonstrado que uma série de alteragdes
genéticas se acumula durante o desenvolvimento e pro-
gressao tumoral.

Duas classes de genes associados ao processo
neopldsico t&ém estado sob constante estudo durante os

altimos anos. Os mecanismos de ativagio de proto-
oncogenes, principalmente a amplificagdo génica, bas-
tante freqiiente em tumores sélidos, e o estudo dos pro-
cessos de inativagdo de genes supressores de tumor cons-
tituem-se nas duas maiores areas de investiga¢do em ge-
nética de cancer. Estas duas classes de genes incluem: a)
0s oncogenes, que sao genes celulares normais (pro-
tooncogenes), que participam do processo de regulacio
positiva do crescimento celular e que quando ativados
por mecanismos, tais como amplificagdo génica, trans-
locag@o, mutag@o ou rearranjo, codificam proteinas que
conferem vantagens de crescimento para as células. Es-
tes genes foram inicialmente associados as retroviroses e

31




na sua grande maioria identificados através da capacida-
de do DNA advindo de células tumorais de transformar
células normais em cultura; e b) os genes supressores de
tumor, os quais estdo presentes nas células normais e atu-
am na regulacdo do crescimento celular no sentido de
bloquear a proliferag@o celular.

Ao contrario dos oncogenes, € a inativagao dos genes
supressores de tumor que contribui para o processo de
tumorigénese. A ativacdo de um dos alelos de um
oncogene esta associada a aquisicdo da capacidade
tumorigénica. No caso dos genes supressores de tumor,
entretanto, a presenca de um alelo normal é suficiente
para inibir o fendtipo tumorigénico, e portanto, € neces-
saria a inativa¢ao de ambos os alelos de um gene supressor
de tumor para promover a desregula¢do do crescimento
celular e desenvolvimento tumoral.

Nio existem evidéncias indicando que um oncogene
ou gene supressor de tumor em particular desempenhe
uma fung¢ado especifica, exclusiva no processo de
tumorigénese. Entretanto, hd um consenso geral de que o
fendtipo maligno seja o resultado do actiimulo de altera-
¢oes genéticas envolvendo oncogenes € genes supressores
de tumor e que diferentes combinagdes de alteragdes ge-
néticas em diferentes tumores podem colaborar de ma-
neira especifica durante o processo de tumorigénese.

Alteracoes
genéticas em cancer de mama

O cancer de mama é uma doenga heterogénea, de
curso varidvel e que atinge uma grande parcela da popu-

lagao feminina mundial. Diversas andlises genéticas em

tumores de mama sugerem que uma variedade de altera-
¢oes genéticas adquiridas somaticamente contribui para
o desenvolvimento e progressdo do cancer de mama.
Amplificacdo génica é um mecanismo de ativacdo de
oncogenes freqiientemente observado em cancer de mama
e que tem sido associado a um fendtipo mais agressivo
da doenca. Amplificag@o e ou aumento de expressao dos
protooncogenes c-myc, c-erbB-2 e c-int-2 t€ém sido asso-
ciados a um pior prognéstico em cancer de mama' 3437,

Perdas de heterozigose (LOH) representam um dos
eventos genéticos mais freqiientes em tumores sélidos.
Regides do genoma freqiientemente deletadas sdo consi-
deradas como sendo regides de localizagao de genes
supressores de tumor®. Alta frequéncia de LOH sobre os
cromossomos 1p34-36, 1q23-32, 3p21-25, 6q, 11p15, 13q,
16q, 17p, 17q e 18q tem sido observada em tumores de
mama, indicando que a inativagdo de potenciais genes
supressores de tumor localizados nessas regides
cromossdmicas contribui para o processo de tumorigénese

da mama'®*, Em adicao, sao também observadas a ocor-
réncia de mutagdo em genes supressores ja clonados,
como o TP53 e RB1, e alteragdo na expressao do gene
antimetastase nm23 (tabela 1).

Tabela 1

Alteracdes genéticas em carcinomas de mama

Amplificagdo génica e/ou aumento de expressao

c-int-2 10-20%
c-myc-2 10-30%  Ativacao de oncogenes
c-erbB-2 10-40%

Perda de heterozigose (LOH) > 25%

1p, 19, 2p
3p, 54, 69
79, 84, 9p
9q, 10q, 11p
11q, 13q, 14q
14q, 159, 169
17p, 179, 18q

Perdas de segmentos cromossomicos
envolvendo potenciais genes
supressores de tumor

Mutacoes

RB1Genes supressores ja clonados
IR53

Diminuicdo da expresséo do gene
antimetastase nm23

Amplificacao e aumento
de expressao do oncogene c-myc

O gene c-myc é um dos membros da familia de genes
myc (c-myc, N-myc e L-myc), ¢ homélogo ao oncogene
viral v-myc, que induz carcinomas e leucemias em aves e
felinos. O gene c-myc esta localizado no brago longo do
cromossomo 8 (8q24) e codifica para uma fosfoproteina
nuclear, a qual possui na sua estrutura dominios funcio-
nais caracteristicos de proteinas que atuam como fator
de transcrigao, ou seja, proteinas capazes de se ligarem a
sitios especificos no DNA, a fim de modular a transcri-
cdo génica. Diversas evidéncias indicam que o proto-
oncogene c-myc estd envolvido no controle de prolifera-
¢do e diferenciagdo celular e no mecanismo de apoptose .

Amplificagcdao e ou aumento de expressao do
oncogene c-myc t€m sido observadas em diversos tipos
de tumores, sugerindo que o gene c-myc ativado possa
desempenhar um importante papel biolégico no proces-

32

Rev bras Mastol 1995; 5(3): 31-41




so de tumorigénese. Em céncer de mama alteragdes ge-
néticas envolvendo o oncogene c-myc foram observadas
em linhagens celulares em cultura'’ e em tumores prima-
rios'**. A incidéncia de amplificagio e ou aumento de
expressao do oncogene c-myc observadas na literatura é
bastante varidvel, e a existéncia ou ndo de uma associa-
¢ao entre a ocorréncia de alteragdes genéticas no c-myce
o fen6tipo agressivo do tumor ainda ndo est4 estabelecida.
A freqiiéncia de amplificagdo observada varia de 10 a
40% e o aumento de expressio de 26 a 100% 2 20.29.39,

Em estudo recente avaliamos o nivel de expressao
do oncogene c-myc em 105 carcinomas de mama prima-
rios e observamos a ocorréncia de superexpressao em
27,6% desses tumores (figura 1). No grupo de tumores
por n6s avaliado, o aumento de expressio de c-myc apre-
sentou associagdo significativa com indice mitético e in-
filtragdo linfocitaria (tabela 2), mas ndo com outras ca-
racteristicas clinico-patoldgicas de significado prognés-
tico, como tamanho do tumor, envolvimento de linfonodos
e receptores para hormdnios esteroidicos.

Embora existam poucos dados na literatura sobre o
valor prognéstico de c-myc em céncer de mama; alguns
estudos mostram uma correlagio significativa entre a
ocorréncia de amplificagdo®”* e/ou superexpressio® do
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Figura 1. Autorradiograma representativo da analise da
expressao do oncogene c-myc em bi6psias de carcinoma de
mama primdrio. Para a andlise de Northern blot, 10 ug de RNA total
de cada amostra foram denaturadas com formaldeido, separadas
em gel de agarose 1% e transferidas para membranas de nylon. Os
filtros obtidos foram hibridizados com a sonda de c-myc marcada
com *P e expostos a filme de raio X. N, RNA do tecido normal; T,
RNA do tecido tumoral.

+2.2 kb

oncogene c-myc em carcinomas de mama primarios e o
prognoéstico desfavordvel da doenga, indicando que alte-
ragoes genéticas envolvendo o oncogene c-myc podem
contribuir para a progressio do cincer de mama. Em um
estudo recente, Berns e col.!, analisando 282 pacientes
com cancer de mama primdrio, sugerem a amplificagao
do oncogene c-myc como sendo melhor fator progndsti-
co do que a amplificagdo de c-erbB-2, particularmente
nas pacientes linfonodo-negativas e receptor de estrogeno
positivas.

Amplificacao e aumento
de expressao do oncogene c-erbB-2

O protooncogene c-erbB-2 foi primeiramente iden-
tificado como sendo potencialmente oncogénico em
neuroblastomas de rato induzidos por etilnitrosuréia. O
c-erbB-2 estd localizado no brago longo do cromossomo
17(17q12-21.3) e codifica para uma glicoproteina de 185
kDa com dominio intracelular com atividade de proteina
quinase, que apresenta homologia com o receptor do fa-
tor de crescimento epidermal (EGFR). Resultados expe-
rimentais utilizando células derivadas de carcinoma de
mama em cultura demonstraram que a superexpressao do
gene c-erbB-2 contribui no processo de transformagao
celular.

O interesse clinico na determinagio das alteragdes
genéticas envolvendo o oncogene c-erbB-2 foi estimula-
do, principalmente, pelas observacdes de Slamon e col .
que demonstraram uma associac¢do entre o aumento do
nimero de cépias do gene erbB-2 e outros indicadores
de progndstico desfavordvel. A hipétese € a de que alte-
ragoes genéticas no protooncogene c-erbB-2, aumentan-
do o nivel de atividade de proteina quinase nas células
da mama, podem ser um importante fator predispondo a
um fendtipo mais agressivo. Nos dltimos anos, com o
objetivo de avaliar o envolvimento de alteragdes genéti-
cas em protooncogenes no desenvolvimento e progres-
sdo do cancer de mama, o protooncogene c-erbB-2 tem
sido o alvo de muitos estudos. Apesar da importincia
biol6gica que oc-erbB-2 possa desempenhar na etiologia
do céncer de mama, os dados encontrados na literatura
sao bastante controversos com relagio a freqiiéncia de
amplificag@o e/ou aumento de expressio que variam de
10 a 46% nos carcinomas de mama primarios’, e ao va-
lor prognéstico de c-erbB-2 em cancer de mama'- 5 263,
Os resultados obtidos, por diferentes investigadores, so-
bre as associag¢des entre a ocorréncia de alteragdes gené-
ticas no oncogene c-erbB-2 com outros fatores prognés-
ticos em cancer de mama tém variado consideravelmen-
te, principalmente com relagdo a tamanho do tumor status
de receptores de estrgeno e progesterona e envolvimento
de linfonodos" > *. Embora a presenca de amplificacdo
e/ou superexpressio do c-erbB-2 seja mais freqiien-
temente observada em tumores em estadiamento avan-
cado (III e IV), alteragdes genéticas no c-erbB-2 foram
observadas pelo nosso grupo e por outros em tumores de
mama em todos os estadiamentos clinicos® *, sugerindo
que a ativagao do gene c-erbB-2 seja um evento inicial
biologicamente importante no processo de tumorigénese
da mama e que é mantido durante a progressao do tumor.
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Tabela 2

Associacgdes entre o aumento de express@o do oncogene c-myc e as caracteristicas
clinico-patoldgicas de pacientes com carcinomas de mama primarios

Expressao do oncogene c-myc

Caracteristicas Normal Aumentada (= 2 vezes) o}

Status menopausal pré 33 11 0,61
pos 43 18

|dade (anos) <50 37 13 0,89
=150 39 16

Envolvimento de linfonodos Negativo 19 8 0,22
Positivo 50 15

Tamanho do tumor (cm) <4 36 14 0,87
>4 36 13

Tipo histolégico Ductal infiltrativo 69 22 0,056
Medular 2 4
Lobular 1
Outros 1

Infiltracao linfocitaria Intensa 9 7 0,026
Moderada 29 4
Ausente 21 9

indice mitotico® 1-10 24 4 0,05
11-20 24 9
> 20 19 13

Necrose Presente 35 14 0,83
Ausente 25 2

Receptor de estrogeno < 10 fM/mg prot. 8l 18 0,76
> 10 fM/mg prot. 41 15

Receptor de progesterona < 20 fM/mg prot. 40 117 0,64
> 20 fM/mg prot. 82 11

aNamero de figuras mitéticas por campo.

Diversos estudos tém demonstrado uma associac¢ao sig-
nificativa entre a presenca de amplificacdo e/ou
superexpressao de c-erbB-2 e o prognéstico desfavora-
vel da doenga** . Recentemente, avaliamos a ocorrén-
cia de amplificacio e aumento de expressao do oncogene
c-erbB-2 em 65 carcinomas de mama primadrios, onde
observamos amplificacido génica em 32,3% e elevados
niveis de expressdao em 23,3% dos tumores examinados™

(figura 2). Nesse estudo, nenhuma associac@o estatisti-
camente significativa foi observada entre a ocorréncia
de amplificagdo e/ou superexpressao de c-erbB-2 com
outros fatores prognésticos da doenca. Entretanto, a
andlise de seguimento das pacientes mostrou uma as-
sociagdo significativa entre as alteragdes genéticas ob-
servadas e o prognéstico desfavordvel das pacientes
(figura 3), ou seja, pacientes que apresentaram ampli-
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Figura 2. Autorradiogramas representativos da analise de
alteragdo no oncogene c-erbB-2 em carcinomas de mama
primérios. Para a analise de Southern blot, 10 ug de DNA
gendmico foram digeridas com a enzima EcoRl, os fragmentos
de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose
0,8%, transferidos para membranas de nylon e

hibridizados com a sonda Mac30 (c-erbB-2) marcada

com *P. *DNA do tumor 123TL foi analisado novamente,

para testar possivel ocorréncia de rearranjo.

Apenas amplificagGes foram observadas.

ficagdo e aumento de expressdo, bem como aquelas
cujos tumores apresentaram alto nivel de amplifica-
¢ao (> 5 copias do gene) para o oncogene c-erbB-2, apre-
sentaram um maior risco de recorréncia da doenca.
Embora os dados encontrados na literatura sejam
controversos quanto ao valor prognéstico da determina-
¢ao de alteragGes genéticas no oncogene c-erbB-2 em
cancer de mama, a maioria dos dados indica que a ampli-
ficagdo e/ou aumento de expressao desse oncogene estio
associados a tumores mais agressivos, e portanto ao prog-
nostico desfavordvel da doenga, podendo selecionar gru-
pos de pacientes que se beneficiariam de uma quimio-
terapia adjuvante ou servir como alvo para imunoterapia.
Estudos recentes mostram que a forma soldvel da protei-
na c-erbB-2 pode ser detectada no soro por enzima-
imunoensaio'®. Assim sendo, a medida do nivel sérico de
c-erbB-2 poderia ser utilizada para monitorar a recorréncia
apos a cirurgia. Além disso, o desenvolvimento de
anticorpos monoclonais anti-c-erbB-2, que se liguem com

alta afinidade ao dominio extracelular da proteinac-erbB-
2 provocando inibi¢do do crescimento de tumores que
apresentem aumento de expressio de c-erbB-2, estio sob
investigag@o e podem vir a desempenhar importante pa-
pel na terapéutica da doenga.

Alteracdes genéticas
envolvendo o cromossomo 17

Alteragoes genéticas envolvendo o cromossomo 17
sdo particularmente significantes na tumorigénese da
mama incluindo, além da amplifica¢io do oncogene c-
erbB-2, mutagdes no gene supressor de tumor TP53 e
perdas de heterozigose sobre o brago curto (1 7p) e o bra-
¢o longo (17q) desse cromossomo. Estudos sobre perda
de heterozigose em cancer de mama familial e esporadi-
co indicam a existéncia de pelo menos cinco regides dis-
tintas de perda de heterozigose sobre o cromossomo 17
(figuras 4 e 5). Mdltiplos genes supressores de tumor que
podem ser importantes na etiologia do cancer de mama
estao localizados sobre esse cromossomo, incluindo os
genes da prohibitina*, NM23 (17q22)", BRCA|
(17q21)*, TP53 (17p13.1) e pelo menos dois outros genes
supressores de tumor ainda nio identificados’ 7,

Mutacdes no gene p53

O gene supressor de tumor TP53 mapeado sobre o
cromossomo 17p13.1 codifica para uma fosfoproteina de
53kDa, que desempenha um importante papel no contro-
le do ciclo celular e previne o aparecimento do cincer, A
proteina p53 recebeu recentemente o titulo de “guardia
do genoma” pelo seu papel de bloquear a divisio celular
em células que sofreram injirias no seu DNA, em alguns
casos levando a uma resposta apoptética'®.

Mutagdes no gene p53 tém sido detectadas em uma
variedade de tumores humanos representando um dos
eventos genéticos mais comuns associados a tumorigénese
humana®. Da grande maioria dessas mutacdes resulta uma
proteina anormal com uma meia-vida aumentada e que,
em conseqii€ncia, se acumula nas células. O actimulo da
proteina p53 € geralmente, mas nem sempre, devido 2
ocorréncia de mutagdo, e além disso, diferentes muta-
¢0es podem ter diferentes efeitos sobre a conformacio
da proteina e sobre a sua atividade biolégica. A proteina
p53 apresenta diferentes dominios funcionais, e muta-
¢Oes em regides diferentes da molécula podem resultar
em diferentes efeitos biologicos. Um grande nimero de
anticorpos, reconhecendo diferentes regides ou epitopos
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Figura 3. Curvas de intervalo livre de doenga em pacientes com cancer de
mama primario em fungao de alteragdes genéticas no oncogene c-erbB-2.
A) Amplificagao génica e aumento de expressao: a. Pacientes com
tumores sem amplificagdo do oncogene c-erbB-2 (simples copia); b.
Pacientes com tumores que apresentaram amplificagdo génica mode-
rada do oncogene c-erbB-2 (2 a 5 cépias); c. Pacientes com tumores
que apresentaram alto grau de amplificagdo do oncogene c-erbB-2 (>5
copias).p=0.04. B) Amplificagao e aumento de expressao: a. Pacientes
com tumores sem alteragdo genética para o oncogene c-erbB-2; b.
Pacientes com tumores que apresentaram amplificagdo e aumento de
expressao para o oncogene c-erbB-2. p=0.03.

cancer de mama e uma boa correlagdo entre os
resultados de imunohistoquimica, e a ocorréncia
de mutag@o, detectada por métodos moleculares,
tem sido observada quando se consideram tumo-
res com pelo menos 25% de células positivamen-
te coradas’.

Mutagdes no gene pS3 em cancer de mama
foram identificadas em cerca de 15 a 40 % dos
tumores esporadicos®?' e na linhagem germinativa
de pacientes com sindrome de Li-Fraumeni, uma
sindrome de cancer hereditario associado ao can-
cer de mama®'. Essas mutacdes em carcinomas de
mama esporddicos tém sido associadas com alto
grau histolégico, baixos niveis de receptor de
estrégeno e progesterona e alta fragdo de c€lulas
em fase S*' . Entretanto, os dados relativos ao
valor prognostico de alteracdes no gene p53 em
cancer de mama sao bastante controversos. Alguns
estudos relatam uma associagao entre a ocorrén-
cia de mutag@o no gene p53 e pior progndstico da
doenga, enquanto outros falham em demonstrar
o valor prognéstico do p53 em pacientes com cin-
cer de mama™.

Perdas de heterozigose
sohre o cromossomo 17

A freqiiéncia de mutagdes no gene p53 em
cancer de mama € significativamente menor do
que a freqiiéncia de LOH observada para o
marcador D17S5 (YNZ22.1) localizado na regiao
17p13.3 distal ao gene p53. Duas regides distin-
tas de delecao foram identificadas nessa mesma
regido, uma envolvendo o gene p53 e a outra mais
telomérica, distal ao p53, envolvendo o marcador
D17S5, indicando a existéncia de outro gene
supressor de tumor nessa regiao’ *’. Perdas de
heterozigose para o marcador D17S5 (17p13.3)
tém sido correlacionadas com alta capacidade
proliferativa® e com risco de recorréncia®’ em car-
cinomas de mama primdrios (figura 6). Estudos
envolvendo maior nimero de pacientes, mapea-
mento utilizando maior nimero de marcadores de
DNA polimérfico para essa regido e a clonagem
do gene alvo para essas delecoes serdo necessdri-
os para confirmar se alteragdes genéticas envol-

da proteina normal e mutada, foram desenvolvidos para vendo o cromossomo 17 distal ao p53 possam vir a ser
detectar o acimulo da p53. Diversos estudos utilizando  utilizadas como indicador de progndstico em cancer de

imunohistoquimica tém observado aciimulo de p53 em  mama.
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Figura 4. Representagao esquematica das regides de delecao
sobre o cromossomo 17 observadas em carcinomas de mama
esporadicos. Para o mapeamento de delegdo foram utilizados
marcadores de DNA polimérfico do tipo micro-satélite, os
marcadores utilizados no mapeamento da regido 17g21 sio os
mesmos utilizados nos estudos de ligagdo genética para cancer
de mama e ovdrio familial. 0 marcador D17S855 esté localizado
em um intron do gene BRCA1.

Nos dltimos anos, com o auxilio de um grande nd-
mero de marcadores polimérficos, construiu-se um mapa
de alta densidade para o cromossomo 17q. Diversos gru-
pos tém fornecido evidéncias indicando a existéncia de
pelo menos trés regides distintas de perda de heterozigose
sobre o brago longo do cromossomo 17 em carcinomas
de mama esporadicos® . Uma dessas regides (regiio IV,
figura4) envolve o gene BRCA, recentemente clonado®,
o qual confere susceptibilidade genética a cerca de 45%
das familias com cancer de mama e 2 maioria das famili-
as com cancer de mama e ovdrio''. Perdas de heterozigose
afetando a regido IV (figura 4), entre os marcadores
D17S776 e D17S579, incluindo o marcador D17S855, que
estd localizado em um dos introns do gene BRCA 1% foi
observada em 33% dos carcinomas de mama esporadicos
por n6s analisados™. O gene BRCAL, entretanto, nio pare-
ce ser o gene alvo para as mutagdes somdticas em tumores
esporadicos. Nenhuma mutagéo somética afetando o gene
BRCAL foi observada em um estudo analisando 32 tumo-
res de mama e 12 tumores de ovario esporédicos, que apre-
sentavam LOH para a regiao 17q (regido IV)". Esses resul-
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Figura 5. Autorradiogramas representativos da andlise de LOH
para as cinco regioes de delecao no cromossomo 17 em
carcinomas de mama primarios representadas na figura 4. 0
marcador D17S5 (17p) foi analisado por Southern blot como
descrito na figura 7. A andlise de LOH para os demais loci foi
feita por PCR (reagdo em cadeia da polimerase). a, Tumor
informativo apresentando LOH para D17S5 e retendo a
heterozigose para TP53 (regido 1); b, Tumor informativo
retendo a heterozigose para D17S5, mas apresentando LOH
para TP53 (regido I1); ¢, Tumor informativo apresentando LOH
para os marcadores D175250 e THRA1, mas retendo a
heterozigose para D17S702 (regido I11); d, Tumor informativo
apresentando perda de heterozigose para o marcador D17S855,
mas retendo a heterozigose para D175776 e D17S579

(regido 1V); e e, Tumor informativo retendo a heterozigose para
D17S579 e D175733, mas apresentando LOH para NME1
(regido V).

As setas indicam a ocorréncia de LOH. N, DNA do

tecido normal. T, DNA do tecido tumoral.

tados sugerem que um outro potencial gene supressor de
tumor, localizado muito préximo ao BRCA1, pode desem-
penhar um papel biolégico importante em um subgrupo de
carcinomas de mama esporadicos.

Combinacgdes entre
alteracoes genéticas

Um modelo molecular para a progressiao tumoral
foi claramente delineado para o cancer de célon', onde
a progressdao de adenoma para carcinoma foi cor-
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tumores. Na verdade, o aciimulo de alteragoes ge-
néticas parece ser mais importante para o proces-
so de tumorigénese do que a ordem na qual eles
ocorrem'?,

Diversos grupos tém investigado a existén-
cia de correlagdo entre os diferentes eventos ge-
néticos que ocorrem em cancer de mama e qual a
importancia bioldgica e clinica de diferentes
subgrupos de mutagdes. Correla¢des entre a ati-
vacdo de oncogenes e perdas de heterozigose en-
5 volvendo diferentes segmentos cromossomicos
D17S5 com LOH tém sido observadas em tumores de mama, sem
entretanto terem apresentado relacdo significati-
va com marcadores de agressividade tumoral. Em
~ 18 27 18 45 sa um estudo recente Cheickh e col.?, analisando a
ocorréncia de perdas de heterozigose em sete
cromossomos e amplificagd@o em cinco oncogenes,
em um painel de 191 carcinomas de mama, de-

D1785 sem LOH

40 —

% Sobrevida acumulada

Tempo (meses)

Figura 6. Curvas de intervalo livre de doenga em pacientes com cancer de
mama primario estratificadas de acordo com a ocorréncia de perda de isténcia d oy 5P
heterozigose para o marcador D1785 (17p13.3). D17S5 sem LOH (N=14)= ~ Monstraram a existencia de associagdes entre a

pacientes informativas (heterozigotas) com tumores que retiveram a ocorréncia de LOH sobre o cromossomo Ipe 17p,
heterozigose para os marcadores D17S5 e TP53; D17S5 com LOH (N=7)= e entre LOH sobre o cromossomo 11pe 17p. Nes-
pacientes informativas para os marcadores D17S5 e TP53, com tumores se estudo foram também observadas associagdes

que apresentaram perda de heterozigose para D17S5, mas retiveram a

) entre LOH sobre o cromossomo 11p e amplifica-
heterozigose para TP53; p=0.007.

¢ao do oncogene erbB-2 e entre LOH sobre o

relacionada com o actimulo de alteragdes genéticas es- N % oo 2 g g
pecificas que seguem uma ordem seqiiencial. Diversos 6 a2 oo
estudos mostraram a ocorréncia de alteragdes genéticas os N &
envolvendo diferentes loci (incluindo oncogenes e genes . - T8

supressores de tumor) em diversos tipos de tumores hu-
manos. Entretanto, até o momento nao hi nenhuma evi-
déncia concreta de ordem temporal na qual eventos ge-
néticos individuais ocorram durante a progressio desses

101 -

Figura 7. Amplificagao do oncogene c-erbB-2 em tumores

informativos (heterozigotos) para o marcador D17S5. Para a

analise de Southern blot, 10 ug de DNA gendmico foram

digeridas com a enzima de restri¢ao Tagl por 6 a 12 hrs a 65° C,

o DNA digerido foi separado por eletroforese em gel de agarose

0,8% e transferido para membranas de nylon. Para a analise de "' 4
dot blot, diluigdes contendo 10,0 - 0,3125 ug de DNA gendmico 5 e N
foram denaturadas com alkali e aplicadas a membranas de nylon

utilizando um aparelho de dot blot (Gibco-BRL). Os filtros de

Southern e dot blot obtidos foram hibridizados com as sondas

YNZ22.1 (D17S5) e Mac30 (c-erbB-2) marcadas com %P,

respectivamente. Paciente 92, tumor sem alteragao genética

para D17S5 ou c-erbB-2; paciente 101, tumor sem perda de

heterozigose para D17S5, mas com amplificagdo para o J
oncogene c-erbB-2, paciente 69, tumor com perda de 28 -
heterozigose para D17S5, mas sem amplificagdo para c-erbB-2: e = ¥
paciente 28, tumor com perda de hetrozigose para D17S5 e

amplificacdo para c-erbB-2 (> 5 copias). N, DNA do tecido

normal; T, DNA do tecido tumoral. il ERBB2

2
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Tabela 3

Risco de recorréncia em fungao de marcadores sobre o cromossomo
17 em 42 pacientes com cancer de mama primario

Risco relativo?

Ajustado pelo

Categorias Sem ajuste® p status de linfonodos® p
D1785 LOH-/c-erbB-2 simples cépia 1,07 1,0

D17S5 LOH-/c-erbB-2 amplificado 37 3.3

D17S5 LOH-/c-erbB-2 simples cépia a2 50

D17S5 LOH-/c-erbB-2 amplificado 6,8 0,029¢ 18,2 0,010

*Modelo proporcional de Cox. ® Risco relativo considerando-se a populagdo total de pacientes analisados, pacientes negativos e
positivos quanto ao envolvimento de linfonodos. ¢Risco relativo considerando-se somente pacientes linfonodo positivos.

¢Categoria de referéncia, pacientes cujos tumores ndo apresentaram nenhuma das alteragoes genéticas analisadas. ¢ Pacientes com
perda de heterozigose para D17S5 e com amplificagdo de c-erbB-2 versus pacientes sem nenhuma dessas alteragdes genéticas. D17S5
LOH-, sem perda de heterozigose para D17S5. D17S5 LOH+, com perda de heterozigose para D1785.

cromossomo 17p e amplificagao do oncogene flg, defi-
nindo diferentes subgrupos de tumores e indicando um
possivel papel cooperativo entre esses diferentes
subgrupos de mutagdes na progressio do cincer de mama.
Bieche e col.?, observaram uma associagio significativa
entre a ocorréncia de perda de heterozigose sobre o
cromossomo 1p e amplificagdo no oncogene c-myc em
carcinomas de mama primérios e sugerem que a inativagao
de um potencial gene supressor de tumor sobre o braco
curto do cromossomo 1 poderia estimular a amplificacdo
do oncogene c-myc, contribuindo, assim, para a progres-
sao de um subgrupo de tumores de mama.

Alguns estudos tém relatado a existéncia de uma
associag¢do entre a amplificagdo do oncogene c-erbB-2 e
o acimulo da proteina p53. Em um estudo recente, Marks
e col.* sugerem que a amplificagao do oncogene c-erbB-
2 e mutagdes no gene p53 sejam eventos independentes,
que c-erbB-2 tem um valor prognéstico no risco de
recorréncia maior que o p53, mas que alteragoes genéti-
cas em ambos os genes podem ter um efeito aditivo se
considerado o envolvimento de linfonodos. Além disso,
ha indicagdes da existéncia de maior fregiiéncia de am-
plificagdo para o oncogene c-erbB-2 em tumores com
perdas de heterozigose sobre o cromossomo 17°2. Entre-
tanto, a mesma associagao nao foi observada por outros
grupos™ *. Recentemente, mostramos que LOH para o
cromossomo 17p e amplificagao do oncogene c-erbB-2
sao independentemente associados a risco de recorréncia
em cancer de mama e que a combinagio desses dois even-
tos genéticos e o envolvimento de linfonodos sdo aditivos

para indicar pacientes com maior risco de recorréncia®’
(tabela 3). Esses dados sugerem que a combinacao de
alteragdes genéticas especificas em diferentes subgrupos
de tumores podem ter um efeito cooperativo para o de-
senvolvimento do fenétipo maligno. Entretanto, a deter-
minagdo de subgrupos de eventos genéticos que definam
diferentes subgrupos de tumores de mama com diferen-
tes fendtipos e que, conseqiientemente, possam vir a ser
utilizados como fatores prognésticos requer ainda o es-
tudo de miiltiplos eventos genéticos em grandes painéis
de tumores de mama, bem documentados quanto aos da-
dos clinico-patolégicos e de seguimento das pacientes.

Comentarios finais

A identificagdo de marcadores que possam predizer
0 comportamento do tumor é especialmente importante
em cancer de mama devido a variabilidade na progressio
clinica da doencga. Nos dltimos anos, estudos utilizando
técnicas de biologia molecular tém aumentado a nossa
compreensao sobre as bases moleculares do cancer de
mama, fornecendo dados valiosos sobre os eventos gené-
ticos associados a etiologia e comportamento da doenga.
Enfoque especial tem sido dado a obtencio de marcadores
progndsticos moleculares independentes, com capacida-
de de predizer o risco de recorréncia em pacientes sem
evidéncia histolégica de disseminagdo da doenca para os
linfonodos axilares, uma vez que 30% das pacientes
linfonodo-negativas recorrem na doenca dentro de um
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periodo de 5 anos a partir do diagndstico. Entretanto,
muitos estudos prospectivos em grandes painéis de paci-
entes ainda serdo necessérios para determinarmos quais
sdo os eventos genéticos associados aos estadios iniciais
e/ou aos diferentes estigios de progressao da doenca, e
quais as alteragdes genéticas, isoladas ou em combina-
¢do, que poderio ser utilizadas para o assessoramento de
risco, diagndstico, progndstico e terapia.

De um modo geral, a andlise de marcadores
moleculares de uso progndstico em tumores estd ape-
nas se iniciando, e a extensao na qual esses marcadores

irdo alterar a pratica oncoldgica € ainda uma incégni-
ta. E possivel que alguns desses marcadores venham a
ser utilizados de maneira complementar aos métodos
convencionais, enquanto outros venham revolucionar
tais métodos. Atualmente, poucos sdo os eventos mole-
culares suficientemente bem estudados, quanto ao pa-
pel desempenhado no processo de tumorigénese, que
possam ser aplicados na clinica; entretanto, em um
futuro nao muito distante poderemos ver os resulta-
dos das ciéncias bdsicas serem aplicados a prdtica
oncoloégica.
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ABSTRACT
GENETIC ALTERATIONS IN BREAST CANCER

Molecular evidence suggests that the tumorigenic process of the breast involves the
accumulation of several genetic alterations. The most frequent genetic events
associated with breast cancer are oncogenes amplification (c-myc, c-int-2, c-erbB-2)
and tumor suppressor genes inactivation as suggested by the occurrence of loss of
heterozygosity at several chromosome arms (Ip, 3p, 6q, 11p, 11q, 13q, 16q, 17p,
17q, and 18q) and mutations at cloned tumor suppressor genes (TP53 , RB1). The
detection of genetic alterations associated with breast cancer will enhance our
understanding of the molecular basis of breast tumor development and progression
allowing the identification of molecular markers which may be useful in the diagnosis,
prognosis and treatment of the disease.
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