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INTRODUCAO

O Cancer

O céncer é conhecido desde o tempo em que as sociedades humanas
aprenderam a registrar as suas atividades. Era bem conhecido pelos antigos
egipcios e as civilizagbes subsequentes. Entretanto, a maioria dos cénceres se
desenvolve tardiamente na vida de um ser e, até que a expectativa de vida
comegasse a aumentar na metade do século XIX, o nimero de pessoas
sobrevivendo até a "idade do céncer" era relativamente baixo. Agora que
grande parte dos problemas comuns da infincia e as doengas infecciosas foram
sanados, a proporcdo de pessoas mais velhas sob risco aumentou de forma
dramética. Aliado a este fato, os diagndsticos atuais estdo cada vez mais
precisos e sensiveis. Assim doengas que antes ndo eram caracterizadas como
céncer, hoje ja o sdo, aumentando a quantidade de registros de ocorréncia desta
doenga. Embora as doencgas cardiacas e vasculares ainda representem a maior
causa de morte entre as pessoas idosas, o cincer é um problema importante.
Pelo menos uma em cada cinco pessoas desenvolverd alguma forma de cancer e
por essa razdo € muito importante que se possa controld-lo ou, ainda melhor,
preveni-lo. Devido & sua natureza, o cincer ndo afeta apenas o homem e os
mamiferos superiores, podendo atingir praticamente todos os organismos
multicelulares, vegetais ou animais. Uma vez que provoca alteragdes no
crescimento e desenvolvimento celulares, a compreensdo dos processos que
levam a doenga contribuird para o conhecimento dos mecanismos vitais
basicos.

A principio o cancer é uma desordem celular e é dificil definir uma
célula tumoral em termos absolutos, porém os tumores sio normalmente
reconhecidos pelo fato de que as suas células apresentam crescimento anormal.
Assim, uma defini¢do razodvel é a de que a célula tumoral difere da normal por
nao mais responder aos mecanismos de controle de crescimento normais. Uma
vez que hd muitos fatores envolvidos neste processo, a célula alterada podera
continuar respondendo a alguns deles, mas ndo a outros. Tal hipdtese €
refor¢ada pelo fato de algumas células tumorais cessarem o seu crescimento,
especialmente apdés a transformacdo, sugerindo diferentes mecanismos
envolvidos. Assim, no presente momento, qualquer definicio deve ser
considerada como "operacional" (Franks, 1991).

A carcinogénese, ou seja, o processo pelo qual uma célula normal se
desenvolve até uma tumoral, € constituida por miiltiplas etapas e dependente de



trés itens que regem todas as etapas da carcinogénese: os agentes iniciadores, 0s
promotores € os inibidores de crescimento. '

Os agentes iniciadores sdo fatores que propiciam a ocorréncia de
alteracbes nos mecanismos normais de controle de crescimento celular,
principalmente em relagio ao DNA. Assim uma célula iniciada ¢é
potencialmente tumoral. Potencialmente, pois as células iniciadas permanecem
latentes até que sobre elas atuem os agentes promotores. Muitas destas células
transformadas nunca crescerdao ou o fardo muito lentamente. Os agentes
promotores, que ndo sdo carcinogénicos em si, induzirdo entdo a divisdo celular
num tecido iniciado. Muitos agentes sdo indutores de divisdo celular, mas
somente os promotores provocardo desenvolvimento tumoral, de forma que,
embora o crescimento celular seja necessario para o desenvolvimento do tumor,
outros fatores deverdo também estar envolvidos. E possivel que os agentes
promotores interfiram no processo de diferenciagdo, que normalmente ocorre
quando as células passam da populagdo de células em divisdo para células
funcionantes e que normalmente ndo mais se dividlem. Embora estes estimulos
promotores de crescimento estejam agindo nas células, eles ainda s@o sensiveis
aos fatores normais de inibi¢do de crescimento no corpo, de modo que o
resultado final depende do balango entre os fatores normais e a extensdo das
mudancgas ocorridas nas células diferenciadas. Isto explica porque tumores pré-
neopldsicos ou mesmo, aparentemente, totalmente transformados podem ser
encontrados, mas nido parecem estar crescendo e, algumas vezes, até mesmo
regridem (Franks, 1991).

Com o avango da biologia molecular e celular, pudemos observar dois
novos e importantes componentes etiolégicos deste tipo de doenga: os
oncogenes e as alteracdes cromossdmicas associadas.

O termo oncogene foi criado para designar um gene capaz de causar
cincer. Naturalmente é um termo muito genérico pois o cincer como um todo
n#o se restringiria a acio de um dnico gene (existem sistemas poligé€nicos além
de outras variantes celulares e ambientais envolvidos para, conjuntamente,
causar um cancer), apesar dele ser um iniciador em potencial. Tais genes foram
inicialmente encontrados em virus e notou-se uma grande relag@o destes genes
com a ocorréncia de cancer em vérios casos, induzindo a ocorréncia de tumores
em curtos periodo de laténcia. O interessante nestes casos € a alteracdo do
genoma selvagem do virus para uma outra seqiiéncia contendo inser¢des de
novas informagGes. Outro fato é que mesmo o virus sem alteracdes na sua
seqiiéncia pode causar cincer. Tal mecanismo se baseia na transfecc¢do sitio-
especifica de provirus em certos locais (lembrando muito os transposons), tais



como regides codificadoras ou promotores de algum gene importante para o
controle celular, anulando a sua fungio. ‘

Até agora determinou-se duas classes principais de genes de acordo com
0 seu mecanismo de agdo, os quais, quando afetados por muta¢des podem
participar do processo da tumorigénese: os proto-oncogenes (Bishop, 1987) e
os genes supressores de tumor (Klein, 1987; Friend et al., 1988; Sager, 1989).

Os proto-oncogenes sdo os genes celulares homélogos aos oncogenes
presentes nos virus. Assim, temos presente nas células tais genes que
normalmente estdo envolvidos no controle do crescimento e diferenciagdo
celular. Porém, quando afetados por certas mutagdes, esses genes passam a
produzir em demasia tais fatores levando as células a crescerem de maneira
descontrolada ou até mesmo a ndo mais reconhecerem sinais de inibi¢do deste
crescimento.

J4 os genes supressores agem inibindo a transformacgdo de células
normais. A presenga de apenas um alelo € suficiente para a inibicdo de
tumorigénese. Assim, para que um céancer se desenvolva resultante de mutagdes
nestes genes € necessario que ambos alelos sejam desativados. Por essa razao
esses genes também sdo chamados de oncogenes recessivos. Desta maneira é
possivel entender porque as perdas alélicas verificada em varios cinceres (em
comparagdes de tecidos normais/pré-tumores com tecidos tumorais) ocorrem.

Muitos tumores tem aberracOes estruturais e/ou numéricas em seus
cromossomos, algumas das quais consistentemente associadas a tipos
especificos de tumores. De uma maneira geral podemos definir trés tipos
principais de alteracdes, relacionadas as caracteristicas celulares proprias,
embora ndo se saiba ao certo a razao desta associagdo. Assim temos rearranjos,
constituidos por translocagdes e inversdes, as delecdes € mutagdes pontuais e as
amplificacdes.(Franks, 1991).

Um exemplo claro de como as alteragdes cromossOmicas podem agir na
tumorigénese se encontra nas translocagdes associadas a geracdo de linfomas de
Burkitt. Neste caso o proto-oncogene c-myc € justaposto aos genes de
imunoglobulina. Com isso, 0 ¢-myc acabou entrando nos limites de agdo do
enhancer, e assim resultam numa transcricio aumentada do proto-oncogene,
causando o cancer.

Existe ainda mais um componente importante nas pesquisas atuais: a
predisposi¢do herdada ao cancer. Desde o inicio foi observado uma tendéncia,
em algumas familias, de recorréncia de um mesmo tipo de céncer em diferentes
membros da genealogia. Com a constatacdo de que a origem principal dos
problemas é em relagdo aos genes, esfor¢os foram dobrados no sentido de



entender o comportamento dos mecanismos que propiciam cancer as geragoes
subsequentes. No presente momento ainda ndo se determinou com exatiddo
toda a dindmica deste fendmeno, porém ja se conseguiu classificar em alguns
grupos os diversos tipos de predisposic¢ao.

Podemos classificar, entdo, as predisposi¢cGes herdadas ao céncer em
quatro grandes grupos: cinceres sindromicos herdados, canceres familiares,
predisposi¢bes herdadas sem agrupamento familiar evidente e sindromes com
padrdo de heranca autossOmico recessivo de sistemas de reparo do DNA
(Ponder, 1990)

Cénceres sindromicos herdados sdo aqueles onde a predisposicio
herdada € fortemente apoiada pelo histérico familiar de ocorréncia de canceres
incomuns / raros e além disso ainda exibe um fenétipo marcador associado (ou
seja, apresenta um conjunto de sintomas clinicos, junto ao cancer, que
caracteriza a condi¢@o de sindrome) tais como retinoblastoma familial, polipose
adenomatoso do célon familial e sindromes de muiltiplas neoplasias enddcrinas.
Podemos citar a sindrome de muiltiplas neoplasias endécrinas do tipo 2B, onde
além do carcinoma medular da tire6ide e na medula da adrenal temos neuromas
de mucosa, distirbios do plexo ganglionar autdnomo das visceras,
anormalidades 6sseas e oftalmoldgicas.

Canceres familiares sdo aqueles onde existe um claro agrupamento
familiar do céncer em questdo, mas como ndo existe um marcador associado
(por exemplo algum sintoma clinico além do céncer, como no caso anterior)
fica bem dificil dizer com certeza se o individuo desenvolveu céncer devido a
predisposi¢do herdada ou simplesmente pelo acaso. A verdade é que a grande
maioria dos cinceres se encontram nesta categoria, porém os mais fregiientes
sd0 os de mama, ovério, endométrio e colo.

Predisposi¢des herdadas sem agrupamento familiar evidente sdo aqueles
casos em que a predisposi¢do € baixa, resultando em agrupamentos familiares
mais raros ¢ mais dificeis de serem de serem detectadas. Como exemplo
hipotético, pois ainda ndo se conseguiu provas concretas deste grupo, teriamos
mutagcdes em genes responsaveis pelo metabolismo de agentes carcinogénicos.

E finalmente temos as sindromes com padrdo de heranga autossémico
recessivo de sistemas de reparo do DNA, onde existem danos no DNA por
meio dos carcinogénicos, que ndo sdo reparados, resultando em vdrias
enfermidades, incluindo cancer. Como exemplo cldssico temos o XP -
Xeroderma Pigmentoso.



O Céncer de mama
1. Incidéncia

O céncer de mama feminino é um dos maiores problemas médicos com
significativas ramificagbes sociais e de sadde piblica. Apesar dos grandes
avangos realizados nos ultimos 25 anos para entender as naturezas clinica e
biolégica da doenca e diversas mudancas dramdticas no modo de tratd-la, o
problema continua persistindo e vem tomando feicdes cada vez mais
complexas. Em 1966, 66.000 novos casos de cincer de mama foram
diagnosticados nos Estados Unidos, com a ocorréncia de 29.000 mortes. Por
volta de 1975, 88.000 novos casos € 33.000 mortes foram registradas, com a
probabilidade de que 1 em cada 14 mulheres iriam desenvolver a doenca
(Seidman, 1969). As estimativas atuais sdo de que 1 em cada 10 mulheres ird
desenvolver a doenga. Numa recente anélise feita pelo NIH (National Institutes
of Health), foi enfatizado que entre os anos de 1990 e 2000 mais de um milhio
e meio de mulheres (aproximadamente 150.000 ao ano) dos Estados Unidos
irdo desenvolver cénceres de mama invasivos e que por volta de 30% destas
irdo morrer devido ao cincer em si (NIH Consensus Development Conference
on Early-Stage Breast Cancer, 1990 apud Franks, 1991). O Brasil, apesar de ser
um pais do terceiro-mundo, apresenta taxa de incidéncia semelhante a do
primeiro mundo, estimada ém 65,5 casos para cada 100.000 mulheres por ano
(Brasil, Ministério da Sauide, 1993)

Devido a estes valores, o ciancer de mama € considerado a doenca
maligna mais comum entre as mulheres, tanto na Europa e América do Norte
como em grande parte da América Latina e Australia-Asia (Parkin et al., 1988).
Para se ter uma idéia mais precisa, o cancer de mama € responsavel por 32% de
todos os tipos de cénceres de mulheres norte-americanas € quando comparado
aos 14% de céncer colorretal, o segundo tipo mais freqiiente, podemos notar a
importancia epidemiolégica desta doenca. (Silverberg et al, 1990). Nos
Estados Unidos o cincer de mama é detentor do titulo de segunda causa de
morte, devido ao cincer (a primeira causa € o cincer de pulmio, resultado do
aumento do consumo de tabaco por mulheres nos tltimos tempos). No Brasil,
segundo o Ministério da Satide, em 1989 ocorreram 5491 mortes decorrentes
de cincer de mama, nimero suficiente para situar a doenga como a principal
causa de morte por neoplasias malignas.

O cancer de mama é de ocorréncia extremamente rara em idades
inferiores aos 20 anos. A incidéncia aumenta dramaticamente entre os 25 e 50



anos de idade, ap6s o que continua a aumentar de uma forma mais discreta.
Apesar da doenga ser incomum entre mulheres adultas jovens (menos de 0,5%
ocorre em mulheres com menos de 30 anos e menos que 0,05% em mulheres
com idade abaixo dos 25 anos), o cincer de mama ainda é a principal causa de
morte por doengas em mulheres entre 25 e 34 anos (nesta faixa a principal
causa de morte absoluta sdo atribuidas aos acidentes e suicidios), enquanto em
mulheres entre 35 e 54 anos o cincer de mama passa a ser a principal causa de
morte absoluta. (Saracci and Repetto, 1978; Silverberg et al, 1990). J4 em
mulheres mais idosas, doencas cardiovasculares, cAncer de pulmio e céncer
colorretal superam o cancer de mama nas causas de morte.

A incidéncia desta doenga tem tido um aumento continuo nas dltimas
décadas. (Glass and Hoover, 1990; White et al., 1987) A taxa anual média de
crescimento entre os anos de 1980 e 1985 foi de 3%. Este aumento recente nas
estatisticas pode ser devido ao uso cada vez mais freqiiente de mamografia, que
possibilitou a detecgdo de pequenos cénceres invasivos ou in situ. No entanto,
este aumento também pode estar associado a novos habitos, caracteristicos da
ativa vida social das grandes metrépoles.

2. Etiologia e fatores de risco

A etiologia do cancer de mama € desconhecida na grande maioria das
pacientes, apesar de j4 existirem determinados fatores de risco que atualmente
sdo associados com a gé€nese da doenga (tabela 1). Entre esses fatores temos o
histérico familial, os enddcrino-reprodutivos, fatores ambientais, obesidade e
dieta. Note que os fatores de risco, assim denominados, apenas irdo associar
alguns hébitos e circunstincias onde se observa uma maior incidéncia de
mulheres afetadas. Estes fatores ndo determinam, per si, a ocorréncia do cancer,
e sim um aumento no risco de manifestar a doenga, baseado em anilises
puramente associativas.



Tabela 1: Fatores de risco associados ao desenvolvimento de cancer de mama




O histérico familial ¢ um importante fator de risco, que ainda nao foi
totalmente esclarecido. Mesmo assim, apesar dos estudos epidemiologicos nesta
4rea ser algo inconsistente (talvez devido ao pequeno nimero de amostras € a
falta de uma metodologia estatistica mais apurada para a questdo), alguns
padrdes de heranga ja foram observados. O aumento do risco estd relacionado
com a ocorréncia do cancer de mama em parentes de primeiro grau (maes,
irmds e filhas), porém ¢ insignificante quanto ao acréscimo de risco quando se
trata de parentes em segundo grau dos afetados (Adami et al., 1981; Anderson
and Badzioch, 1985; Silverberg et al., 1990). Outros estudos ainda sugerem que
os riscos de uma mulher podem variar de acordo com a sua idade e/ou estado
menopausal no momento do diagnéstico (serd abordado mais adiante) e em
relagdio 2 lateralidade da doenga (uni ou bilateral) nos parentes afetados, este
{iltimo com uma influéncia maior que a varidvel ‘estado menopausal’. (tabela 2)
(Anderson and Badzioch, 1985; Ottman et al., 1983). A presenca da doenca em
uma ou duas geragoes também podem influenciar no risco de ocorréncia.

Tabela 2: Riscos de cincer de mama para parentes de primeiro grau devido ao estado
menopausal e lateralidade da paciente.

*iirma, mae ou filha

Indmeros estudos tém mostrado uma correlagdo muito forte entre o
estrégeno (hormdnio feminino) e o desenvolvimento de cancer de mama. Os
fatores que envolvem, entfio, estes aspectos sdo denominados enddcrino-
reprodutivos.

Em experimentos em modelos animais, o estrégeno € requerido para que
seja observado a maxima expressdo do cancer de mama. A ocorréncia do cancer
de mama é muito maior em mulheres do que em homens, e ainda, mulheres que
sofrem ooforectomia tem reduzido o risco para esta doenca. Essa redugéo €
mais efetiva quanto mais jovem a mulher realizar tal operaggo. Tal redugao estd
na casa dos significativos 70%, para mulheres que fizeram a cirurgia antes dos



35 anos e essa ‘protecdo’ conferida pela ooforectomia persiste além da idade
dos 70 anos(MacMahon et al., 1973). '

Ainda em relagdo aos fatores enddcrino-reprodutivos, podemos citar a
idade de menarca e menopausa, pois estdo associados com a extensdo total de
tempo em que os tecidos mamadrios estdo expostos a niveis fisioldgicos de
estrégeno, mais especificamente ao mimero de ciclos menstruais submetidos.
Assim, uma mulher que tenha tido uma menarca com idade menor apresentaria
um nimero maior de ciclos acumulados e, portanto, um risco maior (Henderson
et al,, 1985; MacMahon et al., 1982). Os dados revelam que meninas que
tiveram a sua menarca aos 12 anos apresentam um risco duas vezes maior do
que aquelas que tiveram a sua menarca com 13 ou mais anos (Pike et al., 1981).
E, curiosamente, uma nutricdo deficiente atrasando os ciclos menstruais
abaixam os riscos de ocorréncia da doenga (Bernstein et al., 1987). Talvez isso
explique as diferengas internacionais nos riscos de cincer de mama devido as
diferengas na idade de menarca em decorréncia da nutrigio.

" Além disso também foi observado uma correlacio entre o inicio de
ciclos menstruais regulares e a quantidade de atividade fisica (Bernstein et al.,
1987). Assim, o aumento de mulheres com vida sedentaria junto a um aumento
no nimero de ciclos ovulatérios durante a adolescéncia pode estar contribuindo
para o aumento de risco de cancer de mama nas grandes metrépoles de paises
onde as populacdes se encaixam neste perfil.

Associado a baixa idade de menarca, temos na alta idade de menopausa,
o outro ponto do -equilibrio. Afinal, se estd em questio o tempo total de
exposicdo ao estrégeno, devemos ponderar também o fim do periodo
ovulatério. Como jé era de se esperar, menopausa em idade avancada aumenta
os riscos de cancer de mama. Uma mulher que entre em menopausa aos 55 anos
apresenta o dobro de risco de uma mulher que entre em menopausa aos 45 anos.

Apesar destas evidéncias, ainda ndo se chegou a um consenso sobre
terapias e/ou uso de drogas que interferem tanto no ciclo menstrual como nos
niveis de estr6geno. Com relagdo ao uso de anticoncepcionais via oral, as
pilulas em geral ndo aumentam nem diminuem os riscos de cancer de mama
(Henderson et al., 1988; Kelsey and Berkowitz, 1988; Pike et al., 1981). Porém,
nestes estudos foi observado que alguns subgrupos de mulheres mostraram um
aumento significativo de incidéncia: aquelas que usaram anticoncepcionais por
um longo periodo de tempo ou em uma idade tardia (maior que 45 anos) e
aquelas que usaram anticoncepcionais na sua adolescéncia ou antes da sua
primeira gravidez (Olsson et al., 1989; UK National Case-Control Study Group,
1989). '



S

Quanto a questdo das terapias envolvendo estr6genos, geralmente
utilizados para tratamento dos sintomas da menopausa, existem véarias opinides
mas nenhuma conclusiva. Por exemplo, existe uma corrente que defende que o
uso deste tipo de terapia reduz sutilmente os riscos da doenca (Buring et al.,
1987; Dupont et al., 1989); existe uma outra que acredita que esta terapia
aumenta os riscos (Bergkvist et al., 1989; Brinton et al., 1986); e finalmente
uma terceira que acredita que ndo exista efeito algum (Kelsey and Berkowitz,
1988).

A maternidade e a idade de uma mulher quando da primeira gravidez
(levada a termo) também estdo associadas ao risco de desenvolver cincer de
mama, que aumenta de acordo com o aumento da idade por ocasido do primeiro
parto (MacMahon et al., 1973). A incidéncia de cancer de mama em mulheres
que t&m o primeiro parto antes dos 18 anos é cerca de um terco da incidéncia de
mulheres que ddo a luz pela primeira vez aos 35 anos ou mais. Curiosamente
estas mulheres tem um risco maior do que as mulheres nuliparas.

A incidéncia de cancer de mama observa um padrio de variagdo
internacional bem definido. As taxas de paises ocidentais (norte da América e
da Europa) sdo de 5 a 6 vezes maiores que as taxas de paises asidticos ou
africanos. A América Latina e o sul da Europa estdo no grupo de risco
intermedidrio. No entanto, nos dltimos anos, tem se observado um aumento nas
taxas de incidéncia nestas dreas de baixo risco (Kelsey and Berkowitz, 1988;
Miller and Bulbrook, 1986). Estudos classicos sobre imigrantes japoneses nos
Estados Unidos, que tem mostrado um aumento de incidéncia em geragdes
subsequentes, sugerindo que o fator ambiental, ao invés do fator genético, é o
principal responsdvel por essas diferencas internacionais bem definidas (Buell,
1973).

Estudos recentes sugerem que estas diferencas podem ser explicadas
pelas variagdes de peso e altura, assim como a idade na menarca e a idade no
primeiro parto (Gray et al.,, 1979). No entanto estes fatores demograficos sio,
por sua vez, dependente de pardmetros referentes a dieta e a nutri¢do, que
diferem bastante de uma regido para outra, resultando em consumos
diferenciados (tanto quantitativa quanto qualitativamente) de gordura e
proteinas animais.

No entanto a influéncia da gordura presente na dieta na carcinogénese
ainda nao foi totalmente esclarecida. Como em todos os outros parametros, este
também esta sob discussdo, com grupos defendendo a neutralidade deste fator
(Mills et al., 1989; Willett et al., 1987) e outros argumentando de que existe
uma tendéncia ao aumento do risco, quanto maior é a quantidade consumida (Ip
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and Ip, 1981; Prentice et al., 1989). Por fim ainda temos um estudo sugerindo
que o fator que aumentaria a incidéncia é a quantidade calérica total, e ndo a
gordura ingerida (Albanes, 1987)

A obesidade, que estd relacionada a dieta, estd associada ao aumento da
incidéncia de tumores relacionados ao estrégeno, tais como cincer de ttero e o
préprio cincer de mama. No entanto, os aumentos de risco de cincer de mama
relacionados a obesidade foram observados somente em mulheres obesas que
estavam no estado pés-menopausal. Essas mulheres apresentam altos niveis de
estrégeno, resultantes de uma maior conversdo de andrégenos adrenais para
estrégenos nos tecidos adiposos. Isso resulta em um maior nivel final de
estrégenos livres no organismo. (Hershcopf and Bradlow, 1987; Ingram et al.,
1989; Prentice et al., 1990) .

Por fim, existem grupos que estdo tentando explicar o aumento de risco
ndo por um ou outro fator especifico, e sim como resultado de um balango entre
todos estes fatores. (Ballard-Barbash et al, 1990; Hershcopf and Bradlow,
1987)

3. Tipos histolégicos

Atualmente os estudos morfolégicos sdo realizados tendo como base
unidades anatémicas ou estruturais presentes em um 6rgdo. Em uma mama de
mulher as tais unidades sdo constituidas principalmente de ductos e 16bulos,
grandes, médios e pequenos, de onde uma variedade de tipos de tumores podem
se originar.

Os tumores que se originam do ducto epitelial sdo encontrados somente
no limen dos ductos correspondentes, ou seja, estes carcinomas s3o intraductais
e ndo invadem o estroma subjacente. Com uma freqiiéncia maior, estes tumores
se originam de ductos maiores e podem assumir vérias configuragdes.

Assim, caso se desenvolvam para dentro do ducto sob forma papilar, sdo
entdo conhecidos como carcinomas papilares. Este tipo de lesdo é raro, sendo
responsdvel por apenas 1% dos cinceres de mama. Histologicamente a
membrana basal estd intacta e as células ductais epiteliais pleomérficas com
polaridade alterada podem ser demonstradas. Esse tipo de carcinoma
dificilmente se torna invasivo, ou seja, raramente atinge o estroma subjacente e,
clinicamente, os tumores ndo invasivos sdo passiveis de serem totalmente
removidos. Devido a estas caracteristicas a sobrevida de pacientes com este tipo
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de cncer mamadrio € maior do que a média da sobrevida, considerando-se todos
os tipos existentes.

E interessante notar que os carcinomas nio-invasivos sio responsaveis
por apenas 5% dos cénceres mamdrios. A variedade ndo-invasiva de carcinoma,
frequentemente referida como carcinoma intraductal ou carcinoma ductal in siru
(DCIS), consiste em uma proliferacdo de um subgrupo de células epiteliais
confinadas aos ductos mamdérios sem invasdo do estroma, através da membrana
basal, caracteristicas detectaveis pela microscopia 6ptica.

Um outro tipo de tumor que tem atraido considerdvel atencdo dos
pesquisadores € o carcinoma lobular, que se desenvolve a partir dos ductos de
calibres menores da mama. O carcinoma lobular in situ (variedade ndo-
invasiva) € caracterizado por agrupamentos de pequenas células anaplésicas
que se localizam dentro dos 16bulos. Quando este tipo de lesdo se estende para
além dos limites do 16bulo ou do ducto terminal de onde este se desenvolve, o
mesmo passa a se chamar de carcinoma lobular invasivo, impossivel de se
discernir do carcinoma ductal invasivo convencional.

Os carcinomas ductais invasivos que ndo apresentam associagdo com
nenhum tipo especifico de estrutura histolégica sdo conhecidos como not
otherwise specified (NOS). Este tipo é o mais comum entre os tumores ductais e
por si s6 representam aproximadamente 80% do total dos casos de cincer de
mama. S@o clinicamente caracterizados pela sua rigidez a palpagéo, e quando
cortados, oferecem uma resisténcia propria. Regioes de coloracio amarelada e
consisténcia  arenosa podem ser encontradas e sdo préprias de tecido
necrosado. Freqiientemente evoluem para metéstases em linfonodos axilares e o
seu prognéstico € o mais baixo entre todos os tipos de cancer de mama.

Para completar o quadro das variantes mais comuns, temos os cinceres
medulares (5~7% do total dos casos), que se caracterizam como uma leséo
circunscrita, que geralmente atinge grandes dimensdes e apresenta propriedades
infiltrativas e os canceres mucinosos (ou carcinomas coloidais), responséveis
por aproximadamente 3% dos casos, microscopicamente identificivel como um
carcinoma ductal que exibe células epiteliais suspensas em uma matriz
mucinosa.

Ainda temos duas manifestagdes observadas ocasionalmente ao cincer
de mama. Uma delas é a doenca de Paget, que ocorre de 1% a 4% das pacientes
com cancer de mama. Clinicamente a paciente apresenta um histérico
relativamente antigo de mudangas eczematédica no mamilo, com ocorréncia de
prurido, queimacéo e/ou sangramento. Estas mudangas estdo associadas a um
carcinoma em um nivel abaixo (underlying) , podendo ser tanto intraductal
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como ductal invasivo. A outra se trata de cancer de mama inflamatorio e €
caracterizada clinicamente por vermelhiddo e aquecimento (warmth) epitelial
local e o enrijecimento da mama. Quando neste estado, muitas pacientes ja
exibem um quadro avangado, incluindo nédulos axilares palpaveis, nodulos
supraclaviculares e/ou metastases distantes.

Tabela 3: Incidéncia de diferentes tipos histolégicos em céncer de mama invasivo
(Fisher er al., 1975)

4. Estadiamento

O estadiamento clinico-cirtrgico do cincer e a confirmagdo detalhada de
seu tipo e caracteristicas histolégicas sdo indispensdveis para o planejamento
terapéutico adequado e previsdo progndstica segura, além de permitir classificar
a extensdo anatdmica da doenga. Isto é um ponto relativamente importante
quando levamos em consideragdo os tipos histolégicos envolvidos nestas
doengas. Um diagnéstico correto nos permite correlacionar o estddio em que o
tumor se encontra com as mudangas que eventualmente ocorrem no seu
genoma.




Para tanto € utilizado o sistema TNM, que foi introduzido apos longos
estudos pela UICC (Union Internationale Contre le Cancer) (UICC, 1989),
sendo continuamente atualizado. Este sistema representa a forma mais eficiente
e padronizada para classificacdo de tumores. Hoje universalmente aceito e
adotado, a criagdo deste sistema visou terminar com a confusdo vigente no
estudo dos estadios, a medida que novas técnicas foram criadas para
exploragdes anatdmicas locais e foram descritos mais e mais locais onde se
encontravam os tumores. '

Entdo, para descrever a extensdo anatdmica da doenga, o sistema TNM
estd baseado na pesquisa de trés componentes:

T - a extensdo do tumor primdrio.

N - a auséncia ou a presenga e a extensdao de metdstases em linfonodos
regionais.

M - a auséncia ou a presenca de metdstase a distancia.

A adi¢do de nimeros a esses trés componentes indica a extensio da
doenga maligna. No caso especifico do cincer de mama a classificacdo aplica-
se somente aos carcinomas e deve-se proceder a confirmacdo histolégica da
doenga. Se o paciente apresentar tumores miltiplos simultineos em uma mama,
o tumor de categoria T maior deve ser considerado para classificagido. Canceres
bilaterais simultineos da mama devem ser classificados independentemente.

T - Tumor primdrio

Tx - O tumor primadrio ndo pdde ser avaliado.
TO - Néo hé evidéncias de tumor primario.
Tis - Carcinoma in situ: carcinoma intraductal ou carcinoma lobular in situ (ou
ainda Doenca de Paget do mamilo, sem tumor associado).
T1 - Tumor com até 2 cm em sua maior dimens3o.
Tla - até¢ 0,5 cm em sua maior dimensio.
T1b - de 0,5 a 1,0 cm em sua maior dimens3o.
Tlc - de 1,0 a 2,0 cm em sua maior dimensio.
T2 - Tumor medindo entre 2,0 € 5,0 cm em sua maior dimensio.
T3 - Tumor maior que 5,0 cm em sua maior extensio.
T4 - Tumor de qualquer tamanho, com extensdo direta a parede tordcica ou a
pele. (Nota: parede toricica inclui costelas, misculos intercostais, musculo
serratio anterior. Nao inclui misculo peitoral.)
T4a - extensdo a parede torécica.
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T4b - edema (inclusive “peau d’orange”), ou ulceragdo da pele da
mama, ou nddulos cutineos satélites, limitados a8 mesma mama.

T4c - apresenta a0 mesmo tempo 0s sintomas de 4a e 4b.

T4d - carcinoma inflamatério.
(Nota 1: o carcinoma inflamatério de mama € caracterizado por um
endurecimento difuso e intenso da pele com borda erisipel6ide, geralmente sem
massa palpdvel subjacente. Se a bidpsia da pele for negativa e ndo existir tumor
primério localizado mensurdvel, o carcinoma inflamatério clinico (T4d) é
classificado histopatologicamente como pTx.
Nota 2: a retrac@o de pele, mamilo ou outras alteragdes cutineas, exceto T4b e
T4d, podem ocorrer em T1, T2 e T3 sem afetar a classificagdo.)

. B
= - \
' /
<05cm=T1a \ >5cm

T4d

Nédulo satélite
R

Carcinoma
inflamatério

Figura 1: Esquemas dos vérios niveis de estadiamento do tumor primdrio, pelo
sistema TNM.
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N - Linfonodos regionais

Nx - Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (previamente removidos,
por exemplo).

NO - Auséncia de metastase em linfonodo regional.

N1 - Metastase em linfonodo(s) ipsilateral(ais) mével(eis).

N2 - Metastase em linfonodo(s) axilar(es) ipsilateral(ais) fixos uns aos outros
Ou a outras estruturas.

N3 - Metastase em linfonodo(s) da cadeia mamaéria interna ipsilateral.

M - Metdstases a distincia

MO - Auséncia de metastase(s) a distancia.
M1 - Presenca de metastase(s) a distincia.

Figura 2: Esquemas das classificagdes dos linfonodos regionais e metdstases a
distancia, pelo sistema TNM.
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Bases Genéticas do Cancer de Mama
BRCAI e BRCA2

Ao verificarem a inconstincia na ocorréncia de fatores que predispde ao
cancer de mama, os pesquisadores tomaram um novo rumo. Com o atual
estdgio de desenvolvimento da genética, novas propostas de pesquisas
surgiram, de forma a tentar entender melhor a doenga através desta 6ptica.
Assim comegou uma nova corrida para se determinar o gene responsével por
esta enfermidade.

Como j4 foi dito anteriormente, o cancer é basicamente uma doenca
genética. Com base nesta suposi¢do, os pesquisadores tentaram inicialmente
encontrar um gene especifico responsivel pela predisposi¢do ao céancer de
mama nos individuos portadores. E interessante notar que o gene pode ser do
tipo proto-oncogene tanto quanto supressores de tumor. Porém, como essa
defini¢io depende da identificagdo do gene e de sua atividade, o mesmo foi
arbitrariamente batizado de BRCA1- (referente ao primeiro gene a ser clonado,
responsavel por cincer de mama), mesmo antes de ter sido descrito.

Deve-se ter em mente de que a incidéncia de cancer de mama devido
exclusivamente a fatores hereditérios est4 na faixa dos 5% do total dos casos.
Porém quando consideramos apenas os casos diagnosticados antes dos 30 anos
de idade, verificamos 25% destas pacientes estdo doentes devidos aos fatores
hereditérios (Claus et al., 1991).

A principio, os cénceres de mama foram subdivididos em duas
categorias: os de incidéncia precoce e os de incidéncia tardia, baseadas na
inflexdo da faixa dos 50 anos que existe na curva de incidéncia por idade.
Dessa maneira, acreditava-se que o BRCA1 seria responsével por 45% dos
casos hereditérios, e aproximadamente 80% dos casos em familias com altas
incidéncias precoces de cincer de mama e ovdrio. _

Assim, gragas aos intensos esfor¢os das equipes de pesquisa, conseguiu-
se, em 1990, mapear o BRCA1 no brago longo do cromossomo 17 (Hall, 1990;
Narod et al., 1991). Um pouco mais tarde, em 1993, uma localizagio mais
precisa foi determinada em uma regifio de 1 ~ 2 megabases do cromossomo 17,
seguido de uma regido de apenas 600 Kb, em 17q21(Bowcock, 1993; Simard et
al., 1993).

A clonagem do gene deu-se logo em seguida, em outubro de 1994,
gracas a uma familia que portava uma mutagdo, resultando em mudanga no
quadro de leitura. A partir desta mutagéo varias outras foram identificadas no
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mesmo gene, mostrando associacdo direta com a doenga. Neste estudo foi
sugerido que a proteina codificada pelo gene BRCA1 poderia conter uma
seqiiéncia, préxima ao terminal amino, que mostra uma similaridade a dominios
do tipo zinc-finger.(Miki et al., 1994) Tais dominios levam este nome por
exibirem seqiiéncias de aminodcidos que tomam formato de digitagdes
contendo na sua base um dtomo de zinco. Este tipo de estrutura estd associada a
proteinas regulatérias (do tipo DNA binding proteins) que se ligam diretamente
ao DNA através dessas digitacbes. As mais caracteristicas sdo os fatores de
transcrigdo, que contém este dominio, e que o utilizam para se ligar em
seqiiéncias especificas de DNA, ativando assim a sua transcri¢do. Isso condiz
com a teoria de que o produto do BRCA1 é uma proteina do tipo supressora de
tumor (ou seja, uma proteina que age como uma reguladora negativa do
crescimento), uma vez que para exercer a atividade reguladora, uma proteina
precisa interagir com o DNA.

No entanto, mesmo com a descri¢do deste gene, ainda haviam casos de
céncer de mama familial onde ndo se detectou mudanga nenhuma no BRCAL,
principalmente em familias onde havia pelo menos um caso de cancer de mama
masculino (Stratton et al., 1994). Isso significava que deveria existir um outro
gene, que conferia um risco maior ao cancer de mama masculino do que o
BRCAL.

Utilizando-se de estudos de ligacdo, conseguiu-se, em uma primeira
insténcia, delimitar o gene BRCA2 em um intervalo de 6 cM, no cromossomo
13q12-13 (Wooster, et al., 1994). E finalmente, no final de 1995, através de
técnicas de clonagem posicional, chegou-se ao gene do BRCA2 (Wooster, et
al., 1995). Uma vez clonado, este novo gene apresentou interessantes
caracteristicas, muito semelhantes ao do gene BRCAIl, tais como ndo
apresentar significante similaridade ao qualquer outra proteina ja descrita e por
apresentar um alto nivel de transcritos nos testiculos, apesar de ser de expressio
constitucional (Tavtigian, et al., 1996).

Dados formais sobre os riscos conferidos por mutagdes no gene BRCA2
ainda ndo foram divulgados, no entanto, andlises revelaram que o risco de
incidéncia de céncer de mama feminino conferido tem um valor bem préximo
aos valores do BRCAL1. No caso do cincer de mama masculino, mutagdes neste
gene representam um aumento de risco de 200 vezes, um valor
consideravelmente maior do que o conferido pelo BRCA1 (Stratton, 1996).

Estes dados logo levantaram uma polémica quanto a necessidade de
realizar um exame para localizar BRCA1 e BRCA2 mutantes em todas as
mulheres. A cerne da questdo estd no problema de se preservar a privacidade e
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os direitos de cada um perante a ciéncia do estado de cada individuo. Em outras
palavras, companhias de seguro podem se recusar a aceitar uma mulher que
tenha o BRCA1 ou BRCA2 mutado como cliente, ou mesmo sofrer retaliacoes
no ambiente profissional. Além de tudo, ja foi verificado a ocorréncia de
mulheres com até 80 anos que tinha o seu BRCA1 mutado e que ainda ndo
manifestaram o cincer de mama (Nowak, 1994). Por fim ainda resta a questao
da validade do teste, quando o0 mesmo prevé uma chance de 85% de manifestar
uma doenga para a qual nio existe cura e 0 maximo que se pode recomendar é
levar uma vida de acordo com determinados hébitos, tampouco definitivos, que
diminuiriam as chances de manifestagéo.

Ap6s o entusiasmo inicial, como ainda ndo havia maneira de se avaliar o
envolvimento do BRCA1 e BRCA2 em outros cinceres de mama (casos
esporadicos, por exemplo), os pesquisadores comegaram a testar este gene em
casos nao-familiares. ‘

Para a surpresa e decepg@o geral, estes testes falharam e em praticamente
todos os casos esporddicos ndo se verificou, de maneira alguma, mutagdes no
BRCALI. Isso significa que a grande maioria dos casos ainda permanecem
inexplicdveis do ponto de vista genético, e que maiores esfor¢cos devem ser
aplicados para tentar desvendar os processos de tumorigenese do cancer de
mama esporadico, que contam com 90 ~ 95% dos casos atuais (Stratton, 1996).

Microsatélites

No genoma eucariftico encontramos muitas seqiiéncias que ndo
apresentam fungo codificante, ou seja, ndo fazem parte da porgéo transcrita de
nenhum gene em particular. Constituintes da maioria do DNA total do
organismo, estas seqiiéncias parecem, a primeira vista, ndo serem dotadas de
nenhuma importéncia, tanto que costumava-se usar o termo ‘junk DNA’, ou
seja, DNA lixo, para designi-las de uma forma genérica.

Anélises mais atuais verificaram que elas ndo sdo tdo indteis quanto se
imaginavam, fazendo parte em unidades de transcricio como regides
flanqueadoras ndo-traduzidas do RNA mensageiro ou como introns que sao
removidos durante a maturacdo de mRNAs. Além de participarem de unidades
de transcricdo, elas podem também prover sinais e sitios especificos que
participam de varios processos celulares, tais como promotores de transcri¢o,
origens de replicacdo de DNA, sitios para dobras do cromossomo, pontos de
ligagéo de quinetoplastos, entre outros. Até o presente momento apenas poucas
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destas seqiiéncias foram caracterizadas visando correlacionar a seqiiéncia a sua
fungdo especifica (tais como alguns promotores e enhancers). '

Uma porg¢do significante destas seqiiéncias ndo-codificantes consiste de
DNA repetitivo, sob forma de curtas seqiiéncias que sdo repetidas e idénticas,
distribuidas ao longo do genoma. Estas seqiiéncias repetitivas sdo geralmente
encontradas fora de regides codificantes e, portanto, candidatas as vérias
fungGes descritas anteriormente. No momento temos duas principais classes: os
DNAs moderadamente repetitivos € os DNAs altamente repetitivos. A
diferenga principal estdi no fato da primeira classe apresentar-se como
seqiiéncias de repeticGes de tamanhos variados, agrupadas em familias, e se
distribuem de uma forma mais ou menos regular, entre porgdes maiores de
DNA ndo-repetitivo. J4 a segunda classe é constituida de vérias seqiiéncias
repetidas muito curtas, dispostas em tandem (ou seja, uma do lado da outra),
sob a forma de um agrupamento (cluster) relativamente grande. Este tipo de
componente estd presente na grande maioria de todos os genomas eucariéticos
superiores, porém a sua quantidade total é extremamente varidvel de um
organismo para outro.

Em alguns casos estas seqiiéncias curtas que estdo dispostas em tandem
em DNAs altamente repetitivos sdo idénticas umas as outras. Devido a este
fato, este tipo de repeti¢des geralmente cria uma fragio com propriedades
fisicas distintas do resto do DNA. Uma das principais propriedades é a
diferenga na composigdo de bases em relagdo a composi¢io média do genoma,
que permitird diferencid-los quando submetidos a fracionamento por densidade.

Assim, quando DNA gendmico eucariftico é centrifugado em um
gradiente de densidade (de cloreto de césio, por exemplo) teremos duas bandas,
contendo dois tipos de materiais distintos: a primeira banda, chamada de banda
principal, € constituida pela maioria do genoma e tem uma densidade
caracteristica, determinada pela média do contetido de G+C. Em adico a esta
banda principal temos uma banda mais fraca e menor, com uma constituigio
média de C+G diferente da média do genoma. Este segundo material, por estar
sempre associado a banda principal nesse tipo de experimento, foi denominado
de DNA satélite e a maioria do DNA altamente repetitivo de um genoma pode
ser isolada dessa maneira (Lewin, 1994)

Atualmente, apds analise desses DNAs altamente repetitivos através de
seqiienciamento, observou-se que as repeti¢Ges curtas tinham um mote de
mono, di, tri ou tetra nucleotideos. Devido ao seu pequenissimo tamanho e
levando-se em conta o termo "DNA satélite”, estas repeticbes foram

denominadas "Microsatellite Repeats" (repeti¢es de microsatélites).
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Os microsatélites ainda exibem outras caracteristicas bem interessantes.
Como ja foi dito anteriormente, tais repeticdes estio amplamente distribuidas
pelo genoma. Para se ter uma nogdo da concentragdo destes microsatélites, em
humanos, uma determinada classe de microsatélite (mote CA, com pelo menos
10 repeti¢des) é encontrada a cada 30-60 Kb, resultando em aproximadamente
100.000 ocorréncias desta classe de microsatélite (Weber and May, 1989; Litt
and Luty, 1989) ,

No caso especifico do genoma humano, tais repeti¢des sdo constantes
com rela¢do as suas localizagdes, mas altamente varidveis em quantidade de
repetices que cada locus carrega. Em outras palavras: temos bem caracterizada
a localizagdo de varios loci de microsatélites, incluindo o mote de nucleotideos
em repeti¢do de cada locus, no entanto o niimero de repeti¢cdes de cada mote em
cada locus de microsatélite € altamente varidvel de individuo para individuo.

Sugeriu-se entdo que estas diferengas seriam resultantes de trocas
desiguais de DNA durante a mitose ou meiose (crossing-over desigual - Fig. 3).
Além’ dessas diferengas individuais, estudos mais recentes mostraram que a
etnia do individuo também est4 envolvida com a ocorréncia de certos loci de
microsatélite nos diferentes individuos, sendo alguns alelos mais freqiientes em
certas ragas do que em outras (Sommer et al., 1994), chegando mesmo a existir
alelos raga-especificos. Logo em seguida, estas caracteristicas dos
microsatélites comecaram a ser empregadas de uma forma mais pratica e
sistematica. '

Figura 3: Crosssing-over desigual gerando alteragdes de tamanho.
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Primeiras Aplicagcoes

Até a metade da década de 80, as andlises de polimorfismos do DNA se
baseavam praticamente em sondas especificas para detectar diferentes
fragmentos de DNA de tamanhos variados (RFLP), resultantes de digestdo com
enzimas de restricdo. Esta metodologia mostrou-se relativamente ineficiente,
em particular nos casos de identificagdo humana, pois sempre dependiam de
mudancas muito sutis € nem sempre presentes nos fragmentos de interesse,
limitando muitissimo os loci que poderiam ser estudados. Além disso,
apresentavam mais uma limitacdo: os RFLPs geralmente mostram resultados
dimérficos (presenga ou auséncia de sitios de restri¢io), com a heterozigosidade
determinada pelas freqiiéncias alélicas, que nunca excederiam os 50%
(geralmente estando em um valor bem mais baixo). »

Entdo, em 1985, Jeffreys sugeriu que as analises genéticas humanas
poderiam ser simplificadas se a sonda utilizada reconhecesse um locus de
natureza hipervaridvel, com grande variagdo multialélica e uma
heterozigosidade correspondentemente alta. Loci hipervaridveis seriam regites
de microsatélites, onde o polimorfismo seria resultante de diferencas alélicas no
nimero de repeticdes do mote. Dessa maneira, as variagdes de tamanho
resultantes podem ser detectadas usando-se qualquer enzima de restricio que
ndo clive a regido repetitiva (a regido deve ficar entre dois sitios de restrigdo,
isto €, dentro do fragmento gerado) conjuntamente com a sonda que detecte
este microsatélite. -E interessante notar que os marcadores gerados dessa
maneira s2o, a principio, estdveis e herdados de modo mendeliano.

Estes marcadores foram inicialmente usados para se determinar, pela
primeira vez, um DNA fingerprinting (Jeffreys et al., 1985), baseado na
utilizac@o de uma sonda com um mote comum a vérios loci do genoma. Como
os microsatélites sdo altamente varidveis de individuo para individuo e
herdados de modo mendeliano, cada um de nds apresenta uma combinagio
resultante dos cromossomos parentais que recebeu. Este tipo de identificagio é
virtualmente inequivoco e indica com precisdo cada individuo que carrega um
padrao especifico.

A principio esta metodologia parecia ser uma ferramenta extremamente
itil na medicina forense, devido a sua precisdo; porém a mesma exige uma
quantidade relativamente grande de DNA para que se possa realizar a digestao
e transferéncia para uma membrana em experimentos de hibridizacdo. A
quantidade de DNA requerida nem sempre estd disponivel no local do crime e
muitas vezes o material coletado j4 se encontra em estado de degradac@io
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avangada, impossibilitando a sua utilizagdo. Com base nestes quesitos,
necessarios para que o método possa ser util, Jeffreys prop0s, em 1988, a
utilizagdo de técnicas de PCR para se amplificar pequenas quantidades de DNA
deixadas no local do crime, provenientes de gotas de sangue, restos de esperma
ou raizes de cabelo (Jeffreys et al., 1988).

A metodologia resume-se na amplificacio de véarios loci de
microsatélites previamente conhecidos, utilizando primers especificos para
cada locus. As seqii€éncias de microsatélites, assim amplificadas, podem ser
analisadas pela hibridizagdo com sondas especificas.

Instabilidade de Microsatélites

Como j4 foi dito anteriormente, seqii€ncias de microsatélites apresentam
grande variacio na quantidade de repeticGes presentes em cada locus, e
diversos mecanismos tem sido sugeridos para a origem dessa variacdo. Porém
nada havia ainda sido proposto quanto a uma possivel associacdo desse
fen6meno com uma determinada patologia. Na verdade, até o final da década
de 80 estas seqiiéncias de microsatélites ndo passavam de mera curiosidade com
poucos propésitos de real utilidade, como é o caso das técnicas de
fingerprinting.

Entretanto, no inicio da década de 90, algumas doengas comecaram a ser
esclarecidas, tendo. seus genes clonados e devidamente analisados. Para a
surpresa dos pesquisadores, vérias delas apresentavam uma caracteristica em
comum: os genes alterados (ou mutantes) ndo diferiam dos genes normais em
nada, exceto quanto ao ndimero de repeticdes dos motes de microsatélites
encontrados no gene, seja dentro da regido codificante (exons), seja fora destas
(introns). Esta variacdo no nimero de repeti¢cdes refletia o fato das seqii€ncias
ndo serem estiveis. Além disso, quando o microsatélite estd envolvido em
alguma funcdo transcricional (seja participando como seqiiéncia codificante,
seja como seqiiéncias necessdrias a perfeita regulagdo da expressio), a variacdo
no nimero de repeticbes pode comprometer de maneira séria o equilibrio
necessario para a manutengdo de fungdes especificas.

A partir destas descobertas, comegaram a ser sugeridas vérias hipoteses
para se explicar estas variagdes no nimero de repeti¢des. A mais aceita pelos

pesquisadores atualmente é o modelo de mutagdo dindmica (Richards and
Sutherland, 1992) ou slipping replication.
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Slipping replication ou mutagio dindmica séo dois termos cunhados para
se designar um mesmo modelo que tenta explicar as variagdes no niimero de
repeticdes de microsatélites. Como ji foi anteriormente explicado, os
microsatélites sdo constituidos por motes que se repetem em tandem, ou seja,
um seguido de outro. Uma vez que estdo nesta disposi¢do, os nucleotideos
complementares a estas seqiiéncias também estdo repetidos e em tandem, porém
com um mote complementar a outra fita. Isso possibilita o pareamento de uma
repeticdo com quaisquer das repeticdes complementares da outra fita (Fig. 4) - é
o que define o termo slipping do modelo - as fitas tem, potencialmente,
capacidade de ‘escorregar’/ ‘deslizar’ e se parear com a préxima seqii€ncia

complementar que encontrar para garantir a estabilidade das duas fitas.

@ Uma repeticéio de
. microsatélite (CAG
por exemplo)

AGCA
¥ \LGCAGCAGCAG
c

T GTCGTCGT
Cc

e

Figura 4: Queda de especificidade e ‘deslizamento’ das seqiiéncias de microsatélite.

A primeira impressdo € a de que este mecanismo é extremamente
comum de ocorrer e que toda a estabilidade do genoma estaria comprometida,
se levarmos em conta o fato de que seqiiéncias de microsatélites estdao presentes
em um numero considerdvel. Porém estas variacdes ndo sdo comuns de serem
encontradas em células normais, pois existem algumas condi¢des que impedem
a sua ocorréncia.

A primeira € o simples fato destas seqii€ncias ndo estarem livres e soltas
pelo genoma. Flanqueando os microsatélites existem seqii€ncias especificas e
complementares que ndo estdo sujeitas aos ‘deslizamentos’, constituindo a
grande maioria das seqiiéncias do genoma. Assim, por estarem ligados a estas
seqiiéncias, os microsatélites estdo virtualmente presos as suas posi¢oes. (Fig.
5).
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Figura 5: Seqiiéncias flanqueadoras impedem ‘deslizamento’.

- No entanto existe uma etapa do ciclo celular onde esta restricdo ndo estd
presente: durante a replicagio do DNA (de onde se origina o termo
‘replication’). E exatamente nesta fase onde acontecerd a amplificacio ou
reducdo das seqii€ncias repetidas.

Durante a duplicacdo temos a participacdo de enzimas que realizam a
polimerizacdo da fita complementar, que normalmente ocorre somente no
sentido 5°=>3’. Quando a duplicagfo se inicia, é formada a bolha de replicagio
que vai avancando em apenas uma dire¢do. Este processo, onde ocorre
desnaturacdo das duas fitas, por ser direcional, vai expor as fitas molde em dois
sentidos: em uma delas a desnaturagcdo vai ocorrendo no sentido 5’-2>3’,
enquanto na outra ocorre no sentido 3’->5’(Fig. 6). Como a polimerase sé tem
a capacidade de sintese 5°->3’, a solugdo encontrada pela natureza foi a
polimerizagao continua de uma das fitas, junto com a sintese descontinua da
outra fita na forma de vérios fragmentos curtos e independentes, chamados de
fragmentos de Okazaki, em homenagem ao seu descobridor (Fig. 7). Tais
fragmentos sdo, logo apds a sintese, ligados entre si através de ligases presentes
nas duplicagdes.
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Figura 6: Desnaturagio das fitas molde.
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% Fragmentos de
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Figura 7: Fragmentos de Okazaki.

Quando o processo de duplicacdo atinge uma regidao de microsatélites,
inevitavelmente serdo criados fragmentos de Okazaki contendo seqiiéncias
repetidas. Dependendo do tamanho do microsatélite (niimero de repeticdes),
podemos ter fragmentos inteiros com os motes repetidos e sem uma ou ambas
as seqiiéncias flanqueadoras que impediam o seu deslocamento. Assim, quando
ocorre uma queda na especificidade de ligacdo do DNA sintetizado e 0 DNA
molde, o fragmento pode, pelas seqiiéncias repetidas, deslocar-se do local exato
da ligagdo e se parear com outra seqiiéncia repetida presente na fita
complementar (Fig. 8).
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Figura 8: ‘Deslizamento’ de seqiiéncias de microsatélites durante a replicagao.

Para entendermos melhor, é necessdrio analisarmos este processo de
modo dindmico. Durante a sintese do fragmento, este pode apresentar uma
queda na especificidade e se parear em outra repeticdo, formando uma alga
(Fig. 9b.). No entanto a sintese prossegue e acaba por preencher o vazio que
ficou por sintetizar, de tamanho correspondente a alga formada, em nimero de
nucleotideos (Fig. 9¢.). Como podemos ver, a quantidade de repeti¢Ses na fita
sintetizada tornou-se maior. A fase final para que este processo se complete
est4 em sistemas de reparo das células. Ao perceber uma incoeréncia no DNA,
o sistema de reparo ordindrio conseguird localizar, mas ndo caracterizar a
anomalia. Desta maneira, o sistema escolher4, arbitrariamente, uma das fitas
para ser usada como molde para o reparo. Caso a fita escolhida seja a com
seqiiéncias aumentadas, teremos a efetivagdo deste mecanismo, resultando em
aumento do nimero de repeticdes de microsatélites (Fig. 10a~10e). Da mesma
maneira que isso ocorre, também existe diminui¢do de quantidade de repeti¢Ges
de microsatélites. Este processo é semelhante ao descrito, com a diferenca da
alca ser formada estar na fita molde, seguido de clivagem desta alga pelo
sistema de reparo, deletando-as, resultando na diminuigao.
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Figura 9: Mecanismo de mutagfo dindmica (parte 1). A: regido de microsatélite sem
seqiiéncias flanqueadoras, logo apés a sintese. B: queda de especificidade e
consequente ‘deslizamento’ - formagdo de alga. C: DNA polimerase do fragmento
posterior continua a sintese, tomando por molde o DNA simples fita deixado pela
formagio da alga. D: finalizagdo e atuagdo da DNA ligase.
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Figura 10: Mecanismo de mutagdo dinimica (parte 2). A: sistema de reparo celular
cliva a fita sem alga. B: relinearizagdo da alga e consequente deslocamento das fitas.
C: DNA polimerase, atuando no processo de reparo, sintetiza nova fita de DNA para
preencher a lacuna. D: DNA ligase, atuando no processo de reparo, finaliza a

operagdo. E: Aumento resultante do processo de mutagdo dindmica.
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Assim, como podemos ver, a mutagio dinimica ou slipping replication é
um processo extremamente verossimil e simples, e, lembrando que todas as
células sdo provenientes de replicagbes, podemos imaginar que 0 mesmo seja
extremamente comum. Dados recentes nos mostram que a taxa de mutag¢io para
loci de microsatélites estdo na casa de 10* e 107 por divisdo em células de
mamiferos (Strand et al., 1993).

Doencgas Correlacionadas

A partir de entdo todas as aten¢des da genética médica comegaram a se
voltar para as seqii€ncias de microsatélites, com a esperanca de poderem
explicar vérias doencas de origem claramente génica, mas ainda n@o
compreendidas.

“Entre as primeiras doencas descritas estdio o sindrome do X fragil, a
distrofia miotOnica, a ataxia espino-cerebelar do tipo 1 e a coréia de
Huntington. E interessante notar que as trés dltimas sdo doencas degenerativas
do sistema nervoso e que apresentam um mesmo mote de repeti¢io.

A sindrome do X fragil € a segunda causa de retardo mental devido a
fatores genéticos (sendo o sindrome de Down a primeira), tendo sido
inicialmente descrito por Martin e Bell, em 1943 (dai o outro nome da
sindrome) (Davies,. 1989). Os pacientes ndo apresentam um fenétipo tipico
discriminante muito marcante e muitas vezes apenas o especialista consegue
distingui-los pelas caracteristicas faciais. Entre as diferencas podemos citar um
moderado retardo mental, uma face alongada com orelhas grandes e
protuberantes e um macroorquidismo. Porém a mais evidente caracteristica esta
na andlise citolégica destes pacientes que apresentam uma regido instdvel na
parte terminal do brago longo do cromossomo X, conhecida como sitio fragil
(daf a denominacgao da doenca).

Nesta doenga, a primeira a ser descrita onde o fator responsivel € a
instabilidade de microsatélites, existe expansio de repeti¢cdes do trinucleotideo
CGG. Esta seqiiéncia de microsatélites encontra-se na regido 5’ ndo traduzida
do primeiro exon do gene FMRI1, levando & hipermetilagdo da regido promotora
e a conseqiiente extingdo da expressdo génica (Eichler et al., 1994).

A distrofia miot6nica é a forma mais comum de distrofias musculares
em adultos, com uma incidéncia de 1 em 8000 nascimentos (Harper, 1989).
Esta doenga é caracterizada pelo enfraquecimento progressivo dos musculos,
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particularmente em extremidades distais, cabe¢a e pescogo, acompanhado e
freqiientemente precedido por uma miotonia, que confere as mdos tremor e
dificuldade para abrir a palma. H4 formagdo de cataratas, ptose palpebral e uma
inexpressividade facial caracteristica. Os sintomas costumam aparecer no inicio
da vida adulta, apesar de que sinais sutis podem ser detectados mais
precocemente. Ocasionalmente uma crianca afetada pode apresentar os
sintomas plenos da doenga e uma grave deficiéncia mental. Um fato
interessante (e que voltard a se repetir em algumas outras doengas envolvendo
microsatélites) é que curiosamente, quando ocorre a forma juvenil da doenga,
esta invariavelmente foi herdada da mie (Hauge and Litt, 1993).

O microsatélite envolvido nesta doenga é composto pelo mote CAG e se
localiza em um regido nio traduzida, de um gene de proteina quinase ainda ndo
caracterizada quanto ao seu papel no desenvolvimento da enfermidade (Brunner
et al., 1993). A quantidade de repeti¢cdes estd diretamente ligada ao fenétipo
clinico e a idade de manifestacdo dos primeiros sintomas: quanto mais
repeticdes tiver, mais grave serdo os sintomas e mais cedo irdo aparecer. Um
individuo normal ndo apresenta mais que 40 repeti¢cdes, enquanto um doente
pode apresentar até mais de 300 repeti¢des neste locus (Hauge and Litt, 1993).

A ataxia espino-cerebelar do tipo 1 (SCAl) € uma doenca
neurodegenerativa caracterizada por uma perda neuronal progressiva no
cerebelo e tratos espino-cerebelares. As suas principais manifestagdes clinicas
sdo a ataxia, disartria, oftalmoparese e graus varidveis de desgaste muscular
(Banfi et al., 1994). A doenga se desenvolve geralmente apés a terceira ou
quarta década de vida e evolui progressivamente até levar & morte, devido ao
comprometimento das fung¢des bulbares, em um periodo que pode variar de dez
a vinte anos apés a manifestagio dos primeiros sintomas (Banfi et al., 1994).

No caso desta doenga, o microsatélite foi encontrado dentro da regido
codificadora do gene da ataxina-1, que se apresenta de forma bastante
complexa. Este gene, de fungdo ainda desconhecida, foi caracterizado somente
ap6s a verificagdo dos microsatélites em seu interior. Composto por 9 exons, 0s
sete primeiros ndo sdo traduzidos (onde se encontram as repeti¢des), € 0s quatro
primeiros exons sofrem splicings alternativos em diferentes tecidos. Nos
individuos sdos, a quantidade de repeti¢cdes de CAG varia de 6 a 39 repetigGes,
enquanto os doentes apresentam de 41 a 81 repetigGes.

A coréia de Huntington é também uma doenga neurodegenerativa
progressiva, que geralmente se manifesta ja na vida adulta do individuo (entre
30 e 40 anos). E caracterizada por movimentos involuntirios (coréia),
distirbios cognitivos e psiquidtricos, alteracdes da afetividade e convivio
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social, declinio da capacidade intelectual, chegando finalmente a deméncia e
morte dentro de um periodo que varia de 15 a 20 anos ap6s a manifestagdo dos
primeiros sintomas (Goldberg et al., 1993).

Novamente uma expansdo em um microsatélite mostrou-se estar
relacionada com a doenga. O trinucleotideo CAG aparece na porgdo
codificadora de um gene, de fungdo ainda desconhecida, arbitrariamente
denominada de IT15. (The Huntington's Disease Collaborative Reserch Group,
1993)

E interessante ressaltar que nas tltimas trés doengas se observam formas
juvenis de manifestacdo de doencas geralmente associadas a vida adulta. Além
deste fato, foi visto que existe uma correlagfio muito forte entre o quadro clinico
e a manifestacdo juvenil, pois quanto mais cedo um individuo apresenta os
primeiros sintomas, mais grave € o quadro associado. Acrescentando mais um
fato ao ji confuso padrdo temos o imprinting que parece atingir os casos
juvenis. Sempre que existe um caso juvenil, a heranca € especificamente
paterna ou materna dependendo da doenca. Por exemplo, na coréia de
Huntington, quando ocorre a forma juvenil, o gene contendo expansio sempre é
herdado do pai (Goldberg et al.,, 1993; Telenius et al., 1993). Ja no caso da
distrofia miotdnica, o gene contendo expansdes sempre provem da mae do
individuo (Hauge and Litt, 1993).

O que realmente acontece nestes casos € a existéncia de um aumento no
nimero de repeti¢cdes preferencialmente por um dos sexos, com o passar das
geracOes. Isto é, parece existir certas condigbes que capacitam o0 aumento no
nimero de amplificacdes, de geracdo para geracdo. Como a idade de
manifestagdo estd associada ao nimero de repeticdes, com o passar das
geracdes a idade de manifestacio serd progressivamente menor, causando o
fendmeno da antecipacdo. A antecipacdo, por sua vez, estd associada ao
tamanho das repeti¢des: quanto maior for a seqii€éncia de repeticdes em tandem,
maiores sero as diferencas a serem formadas devido a mutago dinimica. E
por essa razdo que parece existir um certo tipo de imprinting atuando sobre a
permissividade de ocorrer este tipo de mecanismo.

Em alguns genes parece que a presenca de microsatélites se faz
realmente necessiria. Nestes casos aparentemente existe um outro mecanismo
para impedir o fendmeno de amplificagdo progressiva através de geracGes.
Como nés ja sabemos, quanto maior for uma seqii€ncia deste tipo, maiores
serdo as proximas amplificacdes, pois ndo haverd nenhuma restricdo para a
ocorréncia de mutagdes dindmicas, uma vez que um mote pode encontrar
homologia em qualquer outro na regido repetida da fita complementar. O
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artificio encontrado pela natureza foi entremear diferentes motes regularmente
distribuidos através das seqiiéncias de motes repetitivos. Isso impede que
grandes deslocamentos aconte¢am entre as fitas complementares na regido dos
microsatélites, fixando as duas fitas aquelas posi¢des previamente estabelecidas

Tal fen6meno realmente ocorre e ja foi descrito no gene da FMR1 (o
envolvido na sindrome do X fragil) e no gene da ataxina-1 (ataxia espino-
cerebelar tipo 1). No primeiro caso observamos um trinucleotideo AGG a cada
9~10 repeti¢des de CGG, e que a perda de AGG quase sempre estd associada a
amplificacdo e a manifestacdo da doenga (Eichler et al, 1994) e no caso da
ataxina-1, o trinucleotideo envolvido € o CAT, que estd entremeado com
repeticoes de CAG (Eichler et al., 1994).

Instabilidade em Cadncer

Até entdo os interesses estavam direcionados para estas doengas, com
comprometimento neurolégico e outras de causas desconhecidas. Ninguém
ainda havia lembrado do cancer como uma enfermidade de origem génica e
disposto a olh4-la com outra visdo. Foi entdo que, em 1993, surgiram dois
trabalhos onde o enfoque principal era dado a possivel associagdo de céancer
com instabilidade de microsatélites.

O primeiro destes artigos foi publicado em junho de 1993 (Ionov et al.,
1993) e inicialmente os autores ndo haviam imaginado o que seria encontrado.
A metodologia utilizada foi a técnica de fingerprinting usando AP-PCR , isto é&,
PCR realizado com primers arbitrariamente escolhidos, ou seja, sem sitios
especificos. Com isso se pretendia localizar eventuais diferencas entre o tecido
tumoral e o tecido normal, ou seja, perdas e ganhos de alelos especificos a cada
um dos tecidos.

Ao verificar uma série de alelos tumor-especificos com tamanho
reduzido em relacdo aos alelos correspondentes no tecido normal, os autores
seqiienciaram estes alelos e verificaram, pela primeira vez, a ocorréncia de
instabilidade de microsatélites em cénceres, mais especificamente em cancer
colorretal.

Devemos lembrar que em estudos de instabilidade de microsatélites em
cincer os procedimentos passam a ser um pouco diferentes. Nestes casos,
teoricamente, as diferengas estdo apenas nos tumores. Como os microsatélites
sdo altamente polimoérficos de individuo para individuo, ndo hd como adotar
uma amostra por padrio.
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O tinico e o melhor controle é algum tecido proveniente do préprio
individuo que n3o o tumor, pois teoricamente este ndAo apresentaria
instabilidade e representaria os microsatélites no seu estado normal para o
genoma inteiro. E importante ressaltar novamente que a diferenga, a principio,
estaria somente em células cancerosas. Assim, qualquer diferenga no tamanho
do microsatélite decorrente da instabilidade serd evidenciada quando
compararmos 0s mesmos microsatélites em duas amostras da mesma pessoa.

O tecido normalmente utilizado é o sangue, devido a facilidades
operacionais, pois dispensa a realizacdo de bidpsias desconfortiveis e
desnecessérias. Outros tecidos podem ser utilizados sem problemas, bastando
apenas a utilizagio de protocolos de extragdo eficientes para cada caso.

Logo em seguida, em dezembro do mesmo ano, o grupo liderado por
Albert de la Chapelle mostrou o0 mesmo fendmeno em uma sindrome onde
ocorre vdrios tipos de cédnceres associados a um principal: a sindrome de
carcinoma colorretal hereditdrio nio-poliposo (HNPCC - Hereditary Non-
Polyposis Colorectal Cancer). Nesta enfermidade, além do cancer colorretal
que lhe d4 o nome, aparecem sempre associados cinceres de endométrio e de
estdmago, € menos freqiientemente, canceres de laringe, de mama, de pulmao
ou cerebrais (Peltomiki et al., 1993).

Neste trabalho foi utilizado, pela primeira vez, o PCR usando primers
especificos para amplificar loci de microsatélites, previamente descritos como
uma fonte alternativa de novos marcadores moleculares (Weissenbach, 1992).

Com esta estratégia a escolha dos microsatélites a serem amplificados
também pode ser feita de maneira arbitrdria, uma vez que a ocorréncia de
instabilidade parece depender, a priori, apenas da capacidade de um mote poder
se parear a outro que nao o seu correspondente. Porém € possivel também, com
tantos marcadores disponiveis, escolher os melhores que se adaptem aos seus
objetivos. Por exemplo, de la Chapelle e sua equipe escolheram os
microsatélites tendo em mente duas propriedades: a capacidade de se amplificar
todos os sete loci de uma mesma amostra em apenas duas reagﬁés e a
localizagdo cromossdmica destes microsatélites, baseado na correlagdo
existente entre a doenga € o cromossomo ligado a mesma (Peltomiki et al.,
1993).

Neste mesmo trabalho, de la Chapelle examinou, além do céncer
colorretal, os outros cianceres associados a HNPCC, com diferentes resultados
que serdo discutidos mais adiante.

Um pouco mais tarde, em fevereiro de 1994, Wooster e colaboradores
(Wooster et al., 1994) publicaram um artigo onde a principal preocupag@o era
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mostrar que € possivel verificar a existéncia de instabilidade de microsatélites
em céanceres, inclusive em alguns tipos que o grupo do de la Chépelle nao
conseguiu detectar. Estes canceres consistiam em mamarios, cerebrais,
ovarianos e sarcomas de tecidos moles. A metodologia adotada foi a mesma
(amplificacdo usando primers especificos de microsatélites), porém foram
incluidas algumas seqiiéncias de microsatélites que se encontravam dentro de
alguns genes. ,

Os resultados se mostraram extremamente variados, porém ndo houve
um tipo sequer de céncer por eles estudados que deixou de apresentar
instabilidade em pelo menos um microsatélite (Wooster et al., 1994).

A partir de entdo, numerosos trabalhos comegaram a surgir indicando
instabilidade em uma grande variedade de cénceres. Entre os diversos tipos
podemos citar o cancer endometrial, com 23% de incidéncia (Burks et al.,
1994); carcinoma das células renais, com 25% de incidéncia (Uchida et al.,
1994); cancer gastrico, com 33% de incidéncia (Lin et al., 1995); cancer de
células pequenas do pulmio, com 45% de incidéncia (Merlo et al., 1994);
cincer de células ndo-pequenas do pulmao, com 34% de incidéncia (Shridhar et
al., 1994); canceres decorrentes da sindrome de Muir-Torre, com 46% de
incidéncia (Honchel et al., 1994); adenocarcinomas esofageais de Barrett, com
10% de incidéncia (Meltzer et al, 1994); cancer ovariano, com 17% de
incidéncia (King et al.,, 1995) e cancer de cérebro, com 1,9 % de incidéncia
(Wooster er al., 1994). Logicamente esta lista ndo contém todos os trabalhos ji
feitos neste campo,- porém € suficiente para evidenciar a importincia dada ao
assunto nos ultimos trés anos. Além disso, mostra uma grande varia¢do na
incidéncia de instabilidade de microsatélite nos diferentes tipos de canceres, por
exemplo, indo de 45% no caso de cincer de células pequenas do pulmao, a zero
porcento no caso de cancer da tireéide (Vermiglio et al., 1995).

Além destes dados, existem outros interessantes, que merecem
comentérios a parte. Por exemplo, em um determinado artigo, foi realizado uma
comparagdo entre os cinceres colorretais esporddicos e os hereditdrios. Neste
estudo (Aaltonen et al., 1994) foi verificado que existe uma diferenga na
porcentagem de incidéncia de instabilidade de microsatélite entre os dois tipos,
mesmo que os tipos histolégicos afetados sejam os mesmos. Assim, de acordo
com os dados do artigo, em cénceres colorretais esporadicos, a incidéncia € de
16%, e em canceres colorretais hereditarios, este nimero sobe para 86%. Isso
nos leva a imaginar uma predisposicdo herdada, que facilitaria a ocorréncia
destes mecanismos de instabilidade nos casos hereditirios ou mesmo de que
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esta predisposi¢do favorega o apareciemento do céncer e de instabilidade,
mesmo que estes dois ndo tenham uma relagio de causa e efeito mituo.

O mesmo fato é observado em céncer endometrial. Este tipo de céncer
ocorre principalmente em duas ocasides: ou esporadicamente, ou associado ao
cancer colorretal hereditario nao-poliposo (HNPCC). O tipo esporddico, quando
foi examinado quanto a instabilidade, mostrou 17% de incidéncia, enquanto o
tipo associado mostrou um valor de 75%. Mais uma vez podemos perceber a
gritante diferenca existente entre os dois tipos de casos.

Um outro trabalho que merece destaque € o apresentado por Horii e
colaboradores (Horii et al., 1994). Este grupo comparou a existéncia de
instabilidade entre dois grupos de pacientes: um composto por individuos que
tiveram apenas um cancer primério e outro composto por individuos que
tiveram muiltiplos cinceres primdrios (exclui, assim, os casos recidivos). Os
dados mostram que a instabilidade no primeiro grupo estava dentro dos valores
médios dos cénceres esporddicos e simples (um tinico cincer primario), por
volta de 11% de incidéncia. O segundo grupo apresentou 89% de incidéncia no
mesmo estudo, o que vem reforcar a tese de que existe outros fatores mais
complexos atuando do que o simples mecanismo de mutagio dindmica.

Instabilidade em Cdncer de Mama

Em céincer de mama, os niimeros referentes a incidéncia sdo conflitantes.
O primeiro artigo que traz informagGes sobre instabilidade em cincer de mama
¢ o mesmo onde foi descrito a ocorréncia de instabilidade em HNPCC
(Peltoméki et al., 1993). Da mesma forma que os casos de cincer endometrial,
ja foi verificada anteriormente associagcdo de alguns casos de cincer de mama
com o0 HNPCC, porém em freqii€ncia menor. Por esta razdo, de la Chapelle e
colaboradores resolveram verificar se 0 mesmo fendmeno de instabilidade
também atingia os canceres de mama de um modo geral. Para tanto o estudo
contou com 84 pares de amostras (tumor e sangue) que foram analisadas quanto
a sete diferentes loci para verificar instabilidade. O resultado, ao contririo do
que se esperava, ndo mostrou alteracio alguma, apesar da grande amostragem.

Um outro estudo, na mesma linha, foi realizado por Wooster e
colaboradores (Wooster et al., 1994). A amostragem analisada foi ainda maior,
contando com 104 pacientes e andlise de doze microsatélites diferentes; desta
vez os resultados confirmaram a ocorréncia de instabilidade neste tipo de
tumor com uma incidéncia de 10,6%.
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Em 1994, dois artigos tratando também do mesmo assunto foram
publicados. Yee e colaboradores (1994), analisando sete loci de microsatélite
em 20 pacientes, nos fornece uma incidéncia de 20% de instabilidade, um
significativo aumento se compararmos com os dois trabalhos anteriores.

J4 Patel e colaboradores (1994), ao trabalhar com apenas 13 pacientes e
nove loci de microsatélites, observaram instabilidade em 100% das amostras.

Em 1995 foi publicado mais um estudo desta mesma doenga.
Contegiacomo e colaboradores (1995) apresentaram dados referentes a 8
diferentes microsatélites de 28 pacientes italianas, das quais 6 apresentaram
alguma alteracdo de microsatélite, correspondendo a 21% da amostragem.

Desta maneira € possivel verificar que ainda existem controvérsias
quanto a relevancia de instabilidade de microsatélites em cAncer de mama, uma
vez que se observou incidéncias que variam de 0% a 100% (tabela 4).

Tabela 4: Estudos de instabilidade de microsatélites em cancer de mam

Sistemas de Reparo

Uma divida intrigou os pesquisadores no inicio dos estudos sobre
microsatélites: se seqiiéncias de microsatélites sdo tao freqiientes no genoma e
se duplicagdo do DNA € um fendmeno que estd constantemente ocorrendo,
como explicar que as taxas observadas de incidéncia de instabilidade sdo tdo
modestas? Além disso, mutagdes dindmicas podem ser observadas também in
vitro, entretanto, em freqiiéncias bem maiores do que as verificadas in vivo. As
respostas a essas questdes deveriam apresentar alguma correlagdo com a
propria duplicacdo do DNA ou com um sistema de reparo que corrigiria 0s
deslizes da mutacdo dindmica.

Nessa ocasido ja havia sido descrito o sistema de reparo do tipo
mismatch repair, tanto em bactérias como em leveduras, o qual tem como
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principal fungio a detecgdo da ocorréncia de mutagGes dindmicas durante a
duplicacdo que antecede a meiose ou a mitose. '

Dessa forma, Strand e colaboradores (Strand et al., 1993), usando leveduras
como modelo, comecgaram por verificar o nivel de alteragdes que existiria se os
genes do sistema mismatch repair fossem alterados.

Assim, os trés genes envolvidos no sistema de leveduras sdo o PMSI1,
MLH1 e MSH2 (que por sua vez sdo homélogos aos genes bacterianos do
sistema MutLHS - MutL, MutH e MutS - também responsidveis pela
manutencdo da fidelidade da replicagdo). No estudo em questdo, os autores
mostraram que linhagens independentes com um destes genes mutado em cada
uma, aumentaram a taxa de instabilidade de 100 a 700 vezes. Além disso,
também foi verificado que ao juntarem duas mutagGes em genes diferentes
numa mesma linhagem, as taxas de instabilidade ndo aumentaram além dos
valores ja obtidos, confirmando o fato de todos os trés genes estarem acoplados
em um sistema unico, onde a perda de fungdo de um unico gene é suficiente
para comprometer o sistema inteiro (Strand et al., 1993).

Para completarem o estudo, o grupo verificou que a taxa de instabilidade
de linhagens onde as polimerases ndo apresentam a atividade de verificacdo de
erros (proof-reading) era relativamente baixa.

Assim, todas estas informagdes sugerem que a taxa de mutagbes
dindmicas in vivo € relativamente alta, porém a maioria destes erros seriam
corrigidos por sistemas de reparo celulares.

Quase na mesma época surgiu um estudo semelhante, porém em
humanos. Fishel e colaboradores (Fishel ez al., 1993) também tiveram a mesma
idéia do grupo de Strand e comegaram por procurar em genomas humanos
genes homdlogos aos do sistema bacteriano ou de levedura, uma vez que ja foi
comprovado que estes sistemas de reparo estdo relativamente bem conservados
em eucariotos (Holmes et al., 1990). A procura foi frutifera e o primeiro gene
deste tipo de reparo a ser descrito para humanos foi o gene hMSH2, homélogo
tanto ao MutS, de sistemas bacterianos, quanto ao MSH2, de sistemas de reparo
de leveduras. Uma vez identificado, o grupo imediatamente procurou por
mutagGes existentes neste gene em familias apresentando o HNPCC. Logo
verificaram que havia uma correlacdo entre mutacdes no gene hMSH2 e a
ocorréncia de instabilidade no HNPCC. No entanto esta correlacdo nao estava
muito bem estabelecida, pois o grupo de Fishel ndo tinha a sua disposi¢do
grandes genealogias para verificar o HNPCC em si (lembrando que € uma
doenca familial).
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Assim, uma semana mais tarde, Leach e colaboradores (Leach et al.,
1993) publicaram um artigo onde, através de anélises de grandes genealogias e
com uso de marcadores, conseguiram clonar um gene, por sinal 0 mesmo que o
grupo de Fishel conseguiu clonar - o hMSH2. Como este dltimo grupo tinha a
sua disposi¢do estas grandes genealogias (lembrando que Leach faz parte da
equipe que primeiro demonstrou instabilidade de microsatélite em HNPCC),
este estudo veio a comprovar a correlagdo entre hMSH2 e HNPCC.

E como era de se esperar, 0 mesmo grupo (que conta com grandes
pesquisadores como Albert de la Chapelle, J. Craig Venter e Bert Vogelstein)
ainda descreveu mais trés genes, todos relacionados ao HNPCC e homdélogos
de genes de sistemas de reparo bacterianos e de levedura. Estes genes sao o
hMLH1, homélogo do gene Mutl em bactérias e MLH1 em leveduras
(Papadopoulos ez al., 1994), o hPMS1 e o hPMS2, também homélogos do gene
bacteriano MutL (Nicolaides et al., 1994).

As proteinas destes sistemas apresentam, ainda, vérias particularidades:
a proteina hMSH2 tem capacidade para se ligar ao DNA (Prolla ez al., 1994) e,
além de se ligar ao DNA, o hMSH2 o faz de maneira especifica: somente
quando encontra estruturas chamadas de IDL-mismatches (Insertion-Deletion
Loop-type mismatches), com mais de 14 pares de bases, geralmente formadas
quando temos a ocorréncia de mutagdo dindmica (Fishel et al, 1994). As
proteinas MLH1 e PMS1 apresentam capacidade de formarem heterodimeros, e
este por sua vez, mostra afinidade pela protefna hMSH2 quando ligado ao
DNA.

Todas estas peculiaridades levaram Prolla e colaboradores (Prolla et al.,
1994) a apresentarem um modelo de interagdo de todas as proteinas do sistema.
Este modelo sugere que o hMSH2 se liga ao DNA quando localiza um IDL-
mismatch, no local que ocorre o erro. Uma vez ligado, acredita-se que ocorre
uma mudan¢a na sua conformagio de modo a estabilizar a ligagdo e talvez
prover sitio de ligagdo para os heterodimeros MLH1-PMS1. Ao mesmo tempo,
os heterodimeros formados pelo MLH1 e PMS1 estdo de prontiddo, esperando
um sinal para formar um complexo com o hMSH2 modificado. Uma vez
integrados, o complexo terndrio pode entdo executar as fungdes de excisdo,
resintese e ligagdo, necessdrios para a correcdo do erro DNA (Prolla et al,
1994).

Ainda existe muitas questdes a serem respondidas com relagdo aos
sistemas de reparo. A principal delas consiste em esclarecer se estes defeitos
nos sistemas de reparo ndo seriam uma peculiaridade do HNPCC ao invés de
consenso em todos os casos de instabilidade. Mesmo porque existem tipos
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diferentes de enfermidades decorrentes de instabilidade: aquelas que atingem
todas as células do organismo (tais como a coréia de Huntington) e aquelas
onde existe incidéncia em tecidos especificos (como os cénceres, em geral).
Assim, até que sejam realizados outros estudos detalhados e cuidadosos,
correlacionando os sistemas de reparo, ndo poderemos colocar um ponto final
nesta questao.

Perda de heterozigosidade

Este fendmeno foi primeiramente descrito em andlises de polimorfismos
de DNA na regido préxima ao locus RB1, em tumores de pacientes com
retinoblastoma hereditario e esporadico.

Nestes pacientes foi verificado que, embora os individuos dos quais
foram colhidos tumores fossem heterozigéticos em muitos loci , os tumores
eram homozigéticos nos mesmos loci. Ao se analisar mais detalhadament este
fato, constatou-se que as amostras do DNA tumoral continham alelos de apenas
um dos dois homélogos do cromossomo 13, revelando uma perda de
heterozigosidade para o segmento 13q na regifio do gene.

A perda de heterozigosidade em si pode ter vdrios mecanismos de
origem, no entanto é possivel destacar alguns tais como a delegdo estrutural e a
recombinagdo mitética. (Fig. 11). ‘
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Gendtipo Constitucional

Locus A 2
Locus RB1 +
Locus B 2
Eventos Recombinacgéo Perda e Perda de
Locais Somatica Duplicagédo Cromossomo
: : ' 4

Gendtipos Tumorals
Figura 11: Mecanismos cromossdmicos que podem levar & perda de heterozigosidade
para marcadores do DNA em, ou préximo a, um gene de supressio tumoral num
individuo heterozigético para uma mutagdo da linhagem germinativa, ilustrados no caso
do gene de retinoblastoma no cromossomo 13q (adaptado de Thompson & Thompson,
1993).

Devido a estes mecanismo, perdas de heterozigosidade em alguns loci
especificos estdo freqgiientemente associadas a ocorréncias de cinceres originados
pela delecdo ou inativacdo de genes supressores tumorais. Inclusive este € uma das
evidéncias utilizadas para definir se um deterinado gene poderia ser algum
supressor tumoral.
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OBJETIVOS

1. Verificar a freqii€ncia de instabilidade de microsatélite em cancer de mama,
de uma amostra da populacdo de Campinas e regio.

2. Comparar as freqiiéncias obtidas neste estudo com as freqii€ncias
apresentadas na literatura, incluindo outros tipos de canceres e outros loci
estudados, para tentar delinear um possivel padrdo existente nos diversos
casos de instabilidade.

3. Avaliar os antecedentes anamnésicos para tentar se estabelecer correla¢des
possiveis com as instabilidades de microsatélites.
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MATERIAL E METODOS

Casuistica

Foram estudados 34 pacientes (33 mulheres e 1 homem) afetados por
carcinomas malignos de mama, todos acompanhados no Centro de Assisténcia
Integral a4 Sadide da Mulher, da Universidade Estadual de Campinas -
UNICAMP. E importante ressaltar que as pacientes escolhidas para o estudo
nunca se submeteram a nenhum tipo de terapia coadjuvante que pudesse
influenciar no genoma de maneira néo-biolégica, tais como as quimioterapias
compostas que utilizam agentes alquilantes de DNA (ciclofosfamidas, por
exemplo) ou radioterapias. Desta maneira eliminamos um importante fator que
poderia comprometer os resultados obtidos.

Dados anamnésicos

Os dados anamnésicos dos pacientes foram obtidos através de consultas
aos prontudrios dos mesmos. Os dados relevantes levantados foram a idade, o
estadiamento (sistema TNM), o tipo do carcinoma, o grau histologico, a
quantidade de linfonodos apresentando metdstases, a idade de menarca, a idade
de telarca, o estado menopausal, a idade no primeiro parto, os antecedentes
ginecolégicos, os antecedentes oncolégicos pessoais e 0s antecedentes
oncolégicos familiares.

Os dados nio disponiveis sdo decorrentes de desinformacéo pessoal dos
préprios pacientes ou de extravios de determinados prontuérios.

Coleta de material

A coleta do sangue e dos tecidos tumorais dos pacientes foi
realizada no Centro Cindrgico do CAISM - UNICAMP.

43



a. Sangue

O sangue periférico foi sempre coletado antes das cirurgias,
durante o pré-cirtirgico. Entre 10 e 20 ml de sangue foram coletados, de cada
paciente, em tubo de centrifuga de polipropileno contendo EDTA 10% como
anticoagulante. Logo apds a coleta, o mesmo foi mantido sob refrigeragcao e
transportado até as dependéncias do laboratério de Genética Humana -
CBMEG, onde € centrifugado a 1500g, por 15 minutos a 4°C para retirar o
plasma. O pellet de células foi estocado a -20° C.

b. Tumor
Apés a remogao completa da mama, retirou-se o tumor segundo a

localizagdo que encontra-se na ficha ambulatorial. Procedeu-se, entdo a
separacdo de um pequeno fragmento, o qual foi imediatamente congelado em
nitrogénio liquido. O pequeno fragmento deve ser cuidadosamente definido,
uma vez que € preferivel trabalhar com material do tumor sem contaminagio
por parte de tecidos adjacentes normais (Fig. 12). O resto do material se destina
a andlises clinicas e andtomo-patolégicas realizadas por equipes especializadas
do CAISM.

Logo apés o congelamento, o tumor foi transportado até as dependéncias
do laboratério de Genética Humana - CBMEG - para entdo ser estocado a -
70°C. '

>

1cm
Figura 12: Remogdo da amostra de tumor utilizado no estudo.
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Extracdo do DNA gendémico

a. Sangue
O protocolo a seguir descrito foi adaptado de Owerbach
(comunicagdo pessoal). Inicia-se a partir de 15 ml de sangue total (com
plasma). Ao sangue adiciona-se 35 ml da solugdo A (1% Triton-X; SmM
MgCly; 0,32M Sacarose; 10mM Tris pH 8,0), mistura-se por inversao e coloca-
se em gelo por 30 minutos. Segue-se uma centrifugacdo a 1500g por 10

minutos a 4°C. Descarta-se o sobrenadante e ressuspende-se o pellet em 20ml
da solugéo A. Procede-se uma nova centrifugagéo a 1500g por 15 minutos a 4

OC. Deve-se fazer a lavagem do pellet descrito anteriormente varias vezes, até
que se torne limpo (esbranqui¢cado, menos avermelhado possivel). Ao atingir
esta etapa, ressuspende-se o pellet em 1ml de solu¢io B (10mM NapEDTA;
20mM NaCl; 20mM Tris pH 8,0) e, em seguida, adiciona-se 250ul da solugio
C preparada na hora (1Iml = 0,5 ml solugdo B contendo 1mg de proteinase K +

0,5ml SDS 10%) e incuba-se a 37 °C overnight. Em seguida a solucgédo é
tratada duas vezes com uma mistura de fenol saturado com Tris-HCl 10mM pH
8,0, cloroférmio e dlcool isoamilico (numa proporgéo de 25:24:1). Agita-se por
10 minutos e centrifuga-se a 1500g por 15 minutos. Retira-se a fase superior
que, apos a segunda extrag@o serd tratada com uma mistura de cloroférmio e
dlcool isoamilico (24:1). Entdo o DNA € precipitado adicionando-se 2,5
volumes de etanol absoluto gelado e incubando-se a -20°C por
aproximadamente 18 horas. Coleta-se a nuvem de DNA que se forma devido a
precipitacdo com o auxilio de uma alca de pléstico estéril, especifica para este
fim. Faz-se uma lavagem do material com gotas de etanol a 70% para eliminar
excesso de sais. A seguir o pellet € ressuspendido em 500ul de tampiao TE
(10mM de Tris-HCI pH 8,0 e ImM de EDTA). A concentragao final do DNA
em pg/ul é determinada por leitura de absorg¢do Optica a 260 mym em
espectrofotdmetro. Os DNAs sdo entdo estocados a 4°C.

b. Tumor

Parte 1: Processamento pré-extracdo - fragmentagcdo com bisturi-

Toma-se o material e deixa-se descongelar. Em seguida, deposita-se o
mesmo sobre uma placa de Petri, previamente resfriada e apoiada em um
recipiente com gelo. Sobre a placa e, com a ajuda de um ou dois bisturis, corta-
se o tecido em varios fragmentos até que se torne impossivel conseguir pedagos
menores. Tal método requer maior velocidade possivel na sua execugdo para
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evitar degradacdo demasiada do DNA das amostras. A quantidade de material
pode variar entre 0,2 g e 1 g de tecido.

Parte 2: Extracdo propriamente dita

Toma-se o material previamente processado e acrescenta-se o tampéo de
digestdao ( 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 25 mM EDTA pH 8,0; 0,5
% SDS; 0,1 mg/ml proteinase K), incubando-se, em seguida, a 50°C por 12 a
18 horas, ao fim dos quais deverd estar homogéneo. A extragio com fenol/
clorof6rmio/ 4lcool isoamilico, a precipitag@o, e a concentragio final do DNA
sdo realizados & mesma maneira descrita na extracdo do sangue.

Marcagao radioativa dos primers

Uma vez que os produtos de amplificagio seriam submetidos 2
separa¢do por meio de gel de poliacrilamida, foi necessdrio utilizar uma técnica
para evidencid-los apés a eletroforese. Foi adotado entdo o protocolo de
marcagdo radioativa, por permitir deteccdo de fortes sinais, mesmo que a
quantidade do produto de amplificagdo seja minima. Este protocolo utiliza a
enzima T4 polinucleotideo quinase e radionuclideos [Y32P]JATP para marcago
terminal do primer. A quantidade final de cada reagente por marcagdo
dependeu da quantidade de amostras amplificadas para andlise. Dessa maneira,
por amostra amplificada foi preparada 1ul de reagdo, sendo esta ultima
composta por 0,05ul de um dos primers do par (concentragéo de 20uM), 0,1l
do tampdo 10X que acompanha a enzima, 0,1l de radionuclideo [y32P]ATP
(atividade de 500uCi), 0,05ul de enzima T4 polinucleotideo quinase (5U/ul) e
dgua Milli-Q g.s.p. 1ul. Seguindo esta proporg¢do, pdde-se multiplicar pelo
nimero de amostras a serem amplificadas e efetuar uma unica reagdo de
marcagdo. Apés juntar todos os reagentes, a reagdo é levada a 37°C por 1 hora
e, entdo, a enzima € desativada termicamente por 15 minutos a 94°C, pois
inativd-la com métodos que utilize quelantes de fons poderia comprometer a
reacdo de amplificagdo em si.

PCR com Primers Locus-especifico
Amplificou-se de 75 a 155 ng de DNA gendmico em 25 pl de

volume final de reacdo contendo 10 mM de Tris HCI pH 8.3, 50 mM Kcl , 1.5
mM MgCl2 , 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato, 1 pM da cada
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primer (por andlise utilizamos um par), 1ul da reagdo de marcagdo (descrita
anteriormente) e 2 U de Taq DNA polimerase. Devido as diferencas existentes
nos primers, cada par de primer tem as suas condi¢cdes de amplificagdo. Tais
condigdes sdo descritas separadamente. Todas as amplificagdes foram
realizadas em um termociclador, modelo “Thermal-Cycler”, fabricado pela
Perkin-Elmer Corporation.

Microsatélite D178807 (Yee et al, 1994)

Mote de repaticao amplificado: (CA),
Sequencia dos primers utilizados:
D17a: 5' GCT TAG AAG GAA AAT CAT AACCT
D17b: 5' AGA TAT GTA CACTCACTCCTAC
Condigées de amplificagdo:

" Apds a mistura dos componentes, a solugao € submetida a 5 minutos de
desnaturacdo a 94°C, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos
a 60°C e 30 segundos a 72°C. E finalizado por 5 minutos a 72°C e preservagio
a 4°C até a retirada do material. ‘

Microsatélite AR Xql1-12 (Yee et al., 1994)

Mote de repeticao amplificado: (CAG),
Sequencia dos primers:
“AR1: 5' GTG CGC GAA GTG ATC CAG AA

AR2: 5' TCT GGG AGC CAA CCT CTC TC
Condigoes de amplificagdo:

Ap6s a mistura dos componentes, a solugdo é submetida a 5 minutos de
desnaturacéo a 94°C, seguido de 5 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a
60°C e 1 minuto a 72°C. Ao fim dos 5 ciclos, inicia-se 25 ciclos de 30 segundos
a 94°C, 1 minuto a 65°C e 1 minuto a 72°C. E finalizado por 5 minutos a 72°C
e preservacdo a 4°C até a retirada do material.
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Microsatélite D10S89 (Weber & May, 1989)

Mote de repeticao amplificado: (CA),
Sequencia dos primers:

D10a: 5° AAC ACT AGT GAC ATT ATTTTC A

D10b: 5 AGC TAG GCC TGA AGG CTT CT
Condigées de amplificagdo: .

Ap6s a mistura dos componentes, a solugdo é submetida a 5 minutos de
desnaturagdo a 94°C, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a
56°C e 1 minuto a 72°C. E finalizado por 5 minutos a 72°C e preservacio a 4°C
até a retirada do material.

Microsatélite EST493 (Haddad et al., comunicagéo pessoal)

Mote de repetigcdo amplificado: (CAA),
Sequencia dos primers:

Nao disponiveis no momento. Os primers nos foram gentilmente cedidos
por Luciana Haddad, aluna de doutorado na UFMG, sob orientagdo do Dr.
Sérgio Pena. Como se trata de sequencias ainda ndo publicadas, ndo nos foi
informado da sequencia deste par de primers.

Condigées de amplificagdo:

Ap6s a mistura dos componentes, a solugio € submetida a 5 minutos de
desnaturagéo a 94°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 54°C
e 2 minutos a 72°C. E finalizado por 5 minutos a 72°C e preservagdo a 4°C até
a retirada do material.

Anadlise das amostras

Ap6s a amplificac@o, as amostras precisaram ser preparadas de modo
adequado antes de serem carregadas no gel para a eletroforese. Para tanto, fez-
se uma mistura de 3Ll do produto de amplificagdo de cada amostra com 2l do
tampdo de carregamento (Loading Buffer II, Merck, Art.204). A seguir o
material foi levado para desnatura¢do por 5 minutos a 94°C e depois colocado
em gelo. Deve-se carregar o gel logo em seguida.
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A andlise apurada dos produtos de PCR dependem de uma boa separagéo
dos mesmos, uma vez que podem ocorrer diferengas minimas entre um produto
e outro, na mesma amostra ¢ também em amostras diferentes. O gel utilizado
foi o de 6% de poliacrilamida desnaturante contendo uréia 8M. As eletroforeses
foram realizadas a 2000 Volts e aproximadamente 25 Watts de poténcia. O
tempo de duragdo de cada corrida foi de aproximadamente 5 horas. Em seguida
o gel, aderido a uma das placas de corrida devido ao uso de Bind-Silane, foi
levado para ser fixado em uma solugéo contendo 10% de 4cido acético e 10%
de metanol por 30 minutos e rehidratagio do mesmo por 20 minutos em dgua
corrente. Por fim o gel, fixada a placa, foi colocado em uma estufa a 42°C para
secar durante uma noite.

Autorradiografias

Ap6s a secagem, o gel se torna extremamente fino e quebradigo.
Porém, como estd firmemente aderido a placa, o manuseio é muito mais
facilitado. Ao gel expomos um filme de raio-X, por um periodo de tempo que
depende da intensidade da radiacdo proveniente do primeiro. O nivel de
radiac@o estd diretamente relacionado a eficiéncia da marcagio das sondas ou
do sucesso na amplificagdo dos microsatélites, e é medido simplesmente com
um contador Geiger sobre o gel. Ap6és o periodo de exposigdo, o filme é
revelado com processo padrao.

Métodos estatisticos

Para efeitos de comparag@o, os nossos resultados foram analisados juntos
a resultados de estudos semelhantes (detec¢do de instabilidade de
microsatélites). Porém, existe uma consideravel variagdo tanto nas freqiiéncias
encontradas, quanto na quantidade de amostras e suas naturezas. Em outras
palavras, temos variagGes nas freqii€ncias devido a diferentes tipos de tumores
e suas amostragens limitadas.

Para eliminarmos as influéncias de efeitos de amostragem nas
freqiiéncias e verificarmos qual a variagdo aceitdvel, calculamos os intervalos
de confianca de cada um dos resultados considerados nas andlises. Desta
maneira pudemos verificar o comportamento dos loci de maneira mais fiel e
confidvel. Assim, as andlises de intervalo de confianga de cada amostragem
foram realizadas da seguinte maneira:
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1. Calculamos a freqiiéncia de ocorréncia ( p) de instabilidade de cada

resultado (incluindo-se os estudos anteriormente realizados):

~ m
p_._._—
n

onde:
n = nimero de casos da amostragem
m = nimero de casos de instabilidade encontrados

2. A seguir, calculamos o intervalo de confianca (P) para a freqiiéncia
encontrada, considerando o tamanho da amostra. Do cédlculo do P, obtivemos

dois valores, um valor miximo e um valor minimo, ambos relativos a
freqiiéncia ( P ), e que delimitam o intervalo.

m+t%it1/6'2 +(t%)
P=

n+t
t, =196 limite de confianca: 95%

onde:
n = nimero de casos da amostragem

m = nlimero de casos de instabilidade encontrados
t_ = valor de ¢ para infinitos graus de liberdade

o m+(n—m)
&= n
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RESULTADOS

Foram analisadas, como citado anteriormente, 34 pacientes, sendo 33
mulheres € 1 homem, afetados por carcinomas malignos da mama. As
caracteristicas clinico-patoldgicas dos 34 tumores, incluindo tipo histoldgico,
estddio, estado dos linfonodos axilares e idade dos pacientes estdo dispostas na
tabela 5. Como é possivel verificar, a amostragem é bastante heterogénea,
abrangendo pacientes com histéricos diferentes.

Tabela 5: Dados oncoldgicos das pacientes

do estudo. nd: ndo disponivel

arcinor
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Tabela 7: Antecedcnts oncologicos das cicntcs do estudo. nd: ndo disponivel

*

- relato da prépria paciente

Com o objetivo de detectar a ocorréncia de instabilidade de
microsatélites em cada um dos pacientes, analisamos, pela técnica de PCR,
quatro loci de microsatélites distribuidos ao longo do genoma humano. Todas
as andlises sao de cardter comparativo entre 0 DNA extraido do tumor € 0 DNA
extraido do sangue do mesmo paciente. A detec¢do de instabilidade de
microsatélite em si consiste, entdo, em verificar a existéncia de diferengas de
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tamanho dos produtos de PCR provenientes de amplificacdes dos DNAs de
diferentes origens de um mesmo paciente. ‘

Locus AR
Este microsatélite estd localizado na regifio codificante do gene do

receptor de andrégeno. Desta maneira tivemos condigdes de verificar as
instabihidades de microsatélites que ocorrein neste tipo de regifio e comparé-las
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com ontros microsatélites em regides codificantes e nfio codificantes. Além
destas caracterfsticas acima, o microsatélite em questdo esta localizado no
cromossomo X, um oulro ¢romossome gue parece estar envolvido em na
carcinogénese dos tumores de mama.

Dentre todos o8 quatro loci analisados, este foi o que apresentou mais
instabilidades nas amostras, De um total de 28 pacientes, dois destes
apresentaram instabilidade neste locus: pacientes V022 e V025. Além destes foi
também observado uma perda de heteroiigosidade, na paciente VOO5. As
figuras abaixo exemplificam a normalidade (Fig. 13) e as amostras que
apresentaram instabilidade (Fig. 14):

T §T &§T 8§

Figura 13: Amostras sem instabilidades (Jocus AR Xqll-12). T: tumor, S:
sangue.

r s - T 8

8@

voz2 V025 Voo5
AR Xqi1i1-12 AR Xg11-12 AR Xqi1i1-12
perda de
heterozigosidade

Figura 14: Alteragbes em amostras. V022 e V025 instabilidade de
microsatélites; V0O3: perda de heterozigosidade; T: tamor, §: sangue.
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Locus D1758807

Este locus foi escolhido por estar situado no cromossomo 17, que parece
estar ligado a ocorréncia de canceres de mama de uma maneira geral (tanto de
casos esporadicos tanto de casos hereditirios) e também por ser neste
cromossomo que se encontra o gene supressor de tumores p53, de grande
relevncia nos estudos atuais. No entanto, o microsatélite especifico estudado
foi definido de maneira arbitrdria. Além disso, este microsatélite estd situado
em uma regido ndo-codificante do genoma humano. Desta maneira serd
possivel compararmos este tipo de microsatélite com o tipo que se encontra em
uma regido codificante. Este locus, apés ser analisado, ndo mostrou nenhuma
instabilidade em 32 pacientes analisados.

T 8§ T 8§ T §

Figura 15: Amostras sem instabilidade (locus D10S807) . T: tumor, S: sangue.

Locus DI0S89

Este locus também foi escolhido de maneira arbitrdria. As primeiras
aliquotas deste primer, assim como a referéncia da primeira descricdo dos
mesmos, nos foram gentilmente cedidos por Roberta do Amaral Andrade
Uchbéa e Dr. Arnaldo Medeiros, da filial Sao Paulo do Instituto Ludwig. Da
mesma maneira que o microsatélite D17S807, este locus também estd situado
em uma regido ndo-codificante. Esta caracteristica serd um pardmetro
interessante para ser comparado mais adiante.

Ap6s padronizacdo e a ordem de sintese dos primers para a
amplificacdo do microsatélite D10S89, os resultados foram produzidos e se
mostrou pobre em instabilidades de tumores de mama. Assim, dos 24 pacientes
(tivemos problemas de amplificagdo com as amostras restantes), foi observado
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instabilidade em apenas um destes, como é possivel verificar na figura abaixo
(Fig. 16b). :

a. VOO7 b

Figura 16: a. amostras sem instabilidade (locus D10S89). T: tumor, S: sangue.
b. paciente V007 com instabilidade. T tumor, §: sangue.

Locus EST 493

Este locus faz parte de uma proteina expressa, de fungdo ainda
desconhecida. Da mesma maneira que os primers para amplificar o
microsatélite D10S89, os primers necessarios para a amplificag@o deste locus
nos foram gentilmente cedidos por Luciana Amaral Haddad, integrante do
grupo de pesquisa do prof. Sérgio Danilo Pena, da UFMG. Como citado
anteriormente (ver Materiais e Métodos) este locus faz parte da tese de
doutoramento que estd sendo desenvolvido pela Luciana Haddad e como se
trata de uma segiiéncia inédita, ndo nos foi informado as sequencias dos primers
utilizados.

Este microsatélite se encontra localizado no cromossomo 2, constitui em
uma Expressed Sequence Tag (EST), e portanto faz parte de uma seqiiéncia
codificante. Até o momento, 0 mapeamento fisico ainda nao estd disponivel
(Haddad, comunicac@o pessoal).

Assim, dos 29 pacientes analisados, 1 demonstrou instabilidade. neste

locus (Fig. 17).
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T § T 8 T § T S

a. V040 .

Figura 17: a. amostras sem instabilidade (locus EST 493). T: tumor, S: sangue.
b. paciente V040 com instabilidade. T: tumor, S: sangue.
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DISCUSSAO

Foram analisados pacientes apresentando neoplasias malignas de mama,
com o principal objetivo de se averiguar a ocorréncia de instabilidade de
microsatélites no genoma do tecido tumoral e também estabelecer a freqii€ncia
que este tipo de mutacéo afeta a populagdo em geral.

Para estas anélises foram empregadas quatro loci de microsatélites, que
foram, em uma primeira instincia, arbitrariamente escolhidos. Apesar da
arbitrariedade, é possivel distinguir caracterfsticas particulares de cada locus,
possibilitando a verificagdo de alguns pardmetros interessantes e que podem
estar correlacionados com o fendmeno da instabilidade em si.

As andlises foram realizadas conforme descrito no item ‘Métodos
estatisticos’, da se¢do ‘Materiais e métodos’. Os dados obtidos desta maneira
foram analisados tanto isoladamente, quanto conjuntamente ¢ estdo descritos
nos préximos itens da discussao.

Microsatélite DI17S807

O primeiro locus analisado foi o D17S807. Este locus foi inicialmente
descrito por Weissenbach e colaboradores (Weissenbach, 1992) e apresentado,
junto a outros microsatélites, como alternativa para novos marcadores
moleculares, devido as suas caracteristicas polimérficas. Localizado no
cromossomo 17, o mesmo onde se encontra 0 gene supressor de tumores p53,
este microsatélite nao se encontra em regido codificadora.

De uma maneira geral, o cromossomo 17 tem sido relativamente bem
estudado quanto a presenca de instabilidade em seus microsatélites. Até o
presente momento ji foram analisados pelo menos dez diferentes loci, em
regides codificadoras e ndo-codificadoras, publicados em artigos relativos a
instabilidade de microsatélites em cinceres de maneira geral (D175261, cancer
de células renais (Uchida et al, 1994); D17S787, HNPCC (Aaltonen et al.,
1994; Peltomiki et al., 1993); D17S786, cancer de células pequenas do pulmao
(Merlo et al., 1994); D17S785, cancer gastrico (Lin et al., 1995); D17S579 e
D17S588, HNPCC (Bergthorsson et al., 1995); D17S250, cancer de mama
(Contegiacomo et al., 1995); D17S807, cancer de mama (Yee et al.,, 1994)).
Estes loci se encontram distribuidos ao longo do cromossomo 17 e incluem um
microsatélite localizado dentro da regido codificadora do gene supressor de
tumor p53 (Tenan et al, 1994; Honchel et al, 1994) e outro localizado,
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também na regifio codificadora, do gene supressor de metdstases nm23-
Hl1(Patel et al, 1994} (tabela 9).

Tabeln 9: Resultados de andlises realizados com diversos microsatélites do
cromossomo 17. n: mimero de casos da amostragem; m: nfimero de instabilidades

encontradas na amostragem; P : freqiincia de instabilidade; PJ: limite médximo do

intervalo de confianca; £2: limite minimo do intervalo de confianca.

@ F1 - Intervalo de confiargs (max,)
P2 - intarvalo de confisres {mim.)
A - fregligncis

% Instabilidace

Estudos No,

Grdfico 1: Freqiiéncias ¢ intervalos de confianga obtidos nos estudos da tabela 9.

Os resultades dos trabalhos anteriores permite separanmos ©s mesmos
em dois grupos: um onde o cincer de mama ¢é relevante e € analisado ¢ outro,
onde as pesquisas ndo incluem o cincer de mama. Tanto em um guanto em
outro grupo, podemos observar a presenca de instabilidade, porém, parece
haver uma maior discrepincia nos resultados do dltime (Grifico 2).
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Gridfico 2: Freqiiéncias e intervalos de confianga dos estudos da tabela 9 agrupados
pelos tipos de canceres analisados.

Nos trabalhos onde o cancer de mama é analisado, temos resultados que
variam de 0% de instabilidade no locus D17S787 (84 pacientes analisados,
série 2 do Gréfico 2) (Peltomiki et al., 1993), até 46,1% (13 pacientes
analisados, série 1 do Grafico 2), no locus nm23-H1 (17q21.3). Quando
levamos em consideracdo que, a principio, a instabilidade (quando ocorre) € um
fendmeno generalizado devido a mutagdes em genes de reparo, esta
discrepancia pode ser significativa.

Observando-se os casos do primeiro grupo, pudemos verificar que a
discrepéncia foi devida somente a um locus em especial, nm23-H1, utilizado
por Patel e colaboradores (Patel et al., 1994). Os outros locus do cromossomo
17 utilizados para o estudo de microsatélite em cincer de mama mostraram
taxas de instabilidade praticamente iguais a zero. Isto sugere que, de uma
maneira geral, o fendmeno de instabilidade ndo ocorre no cromossomo 17 de
pacientes de cincer de mama. Além disso, os resultados ainda sugerem que o
mecanismo de instabilidade em questdo ndo deve ser o responsivel pela
cléssica correlagdo existente entre este cromossomo € o cancer de mama.

Podemos interpretar o resultado obtido por Patel e colaboradores (Patel
et al, 1994) como casual (ou até mesmo resultante de algum artefato de
técnica), pois as freqii€ncias encontradas sdo realmente discrepantes, quando
comparadas a freqiiéncias de outros estudos com céncer de mama. O fato se
repete para outros loci do mesmo estudo e serdo discutidos mais adiante.

J4 os resultados do segundo grupo (o que ndo inclui o cancer de mama),
referentes a outros loci estudados em diversos tipos de cancer, parecem indicar
que nestes casos a instabilidade estd presente, porém apresentando-se de
maneira variada.
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Microsatélite AR

O segundo locus analisado foi um microsatélite existente na regido
codificante do gene de receptor de andrégeno, localizado no cromossomo X.
Este microsatélite ja foi empregado anteriormente por Yee e colaboradores
(Yee et al., 1994) para se estudar o mesmo tipo de céncer do presente trabalho,
0 que possibilitou uma anélise comparativa também deste locus.

Em um primeiro estudo, sobre microsatélites em cancer de células néo-
pequenas de pulmio, Shridhar e colaboradores (Shridhar et al, 1994)
demonstraram que a freqiiéncia de instabilidade neste locus era de 2 ocorréncias
em 38 pacientes, além de ndo ter sido visualizado nenhuma perda de
heterozigosidade.

Yee e colaboradores (Yee et al.,, 1994), analisando este mesmo aspecto
do cancer de mama, chegaram a uma freqiiéncia semelhante. Encontraram duas
pacientes com instabilidade e trés apresentando perdas de heterozigosidade,
dentre um total de 26 individuos analisados.

Em 1994, Wooster e colaboradores (Wooster et al., 1994) também
demonstraram a existéncia de instabilidade no microsatélite do receptor de
andrégenos em 5 de 104 pacientes analisados, colocando os seus dados
préximos aos obtidos pelos outros pesquisadores. ,

E finalmente, Lin e colaboradores (Lin et al, 1994) realizaram um
estudo singular para averiguar muta¢Ges que ocorrem em repeticdes de
trinucleotideos. Para este estudo, o microsatélite adotado foi o presente no gene
do receptor de andrégenos, por nés utilizado. Doadores normais foram
analisados e as instabilidades encontradas foram computadas em relagdo ao
nimero de cromossomos X (estimadas) presentes nas amostras de sémen de
cada doador. O resultado geral da andlise revela 25% (49 instabilidades em
1939 amostras) (mimero estimado de cromossomos X).

Os nossos resultados indicam uma incidéncia de 6% (2 casos em 30
pacientes).
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Tabeln 10: Resultados de andlises realizados com o microsatélite AR, localizado no
cromossomo X (Xqll1-12). »: mimerc de casos da amostragem; m: mimero de

instabilidades enconiradas na amostragem; f) » freqgiiéneia de instabilidade; PI: limite
maximo do intervalo de confianca; P2: limite minimo do intervalo de conan a,

>3
[+

€ P - intervalo de confianga {mex.)

b
(=]

|P2 - intervalo de confianga (min,
A p - fregifncia

e
[+

ai
o

% instabilidads

L]

o

Estudos Ma.

Grdfico 3: Freqiiéncias e intervalos de confianga obtidos nos estudos da tabela 10.

Ap6s os célculos dos intervalos de confianga dos resultados acima
citados, pudemos verificar a indicaciio de existéncia de uma freqiiéncia de
instabilidade comum a este locus, apesar da amostragem em diferentes doengas
e diferentes populagfes. As pequenas diferencas na incidéncia parecem ser
devidos a erros de amostragem e cada resultado estd dentro dos intervalos de
confianca dos outros resultados, exce¢do feita ao trabalho de Patel e
colaboradores (1994).

Desta maneira, os resultados sugerem que além de ser comum (pois foi
verificado instabilidade em todos os loci estudados), as instabilidades que
ocorrem neste locus ndo devem estar relacionadas ao desenvolvimento de
cincer de mama em si, uma vez gue outros estudos também constataram
freqiiéncias similares no mesmo locus.

Faz-s¢ mecessdrio ressaltar que entre os resultados temos dados de
literatura de instabilidade de origem somdtica € germinativa. Isto parece apontar
para algum processo freqiiente neste locus, com ocorréncia independente do
tipo celular. Isso sugere que o processo envolvido neste locus ndo estd
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diretamente relacionado aos diversos tipos de céncer, e sim se tratar de um
fendmeno constitucional e evidenciado devido ao interesse deste tipo de estudo.

Microsatélite D10S89

Até o momento, em estudos semelhantes, todas as andlises do
cromossomo 10 foram realizadas utilizando-se somente o locus D10S197
(exceto uma, que utilizou D10S193) e em nenhum artigo este fato foi
Justificado por autor algum. Dessa maneira, para verificar se é possivel existir
alguma correlagc@o entre os dados de microsatélites do mesmo cromossomo,
novamente tomamos os valores de diversos trabalhos e os confrontamos com os
nossos resultados, apds ter definido os intervalos de confianga. E importante
ressaltar que os outros estudos incluem varios tipos de céncer, tais como o
HNPCC (e os cénceres associados a esta enfermidade) (Peltomiki et al., 1993),
cancer gastrico (Rhyu et al, 1994; Lin et al., 1995), adenocarcinomas
esofageais (Meltzer er al., 1994) e carcinomas endometriais (Burks er al., 1994:
Risinger et al., 1994), além do préprio cincer de mama (Patel et al., 1994;
Peltomiki et al., 1993).

Tabela 11: Resultados de andlises realizados com dois microsatélites do cromossomo
10. n: ndmero de casos da amostragem; m: nimero de instabilidades encontradas na
amostragem; P : fregiiéncia de instabilidade; P7: limite méximo do intervalo de

confianca; P2: limite minimo do intervalo de confianca.
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@ P1 - intervalo de confianga (max.)
M P2 - intervalo de confianga (min.)
Ap - frequiéncia

"% instabilidade

Estudos No.

Grdfico 4: Freqiiéncias e intervalos de confianga obtidos nos estudos da tabela 11.

Depois das andlises dos resultados disponiveis dos dois loci, pudemos
verificar que as freqiiéncias de instabilidade relativas ao locus D10S197
apresentam uma variagdo significativa, que parece estar associado ao tipo de
cancer. No entanto, 0 mesmo ndo pode ser dito a respeito do locus D10S89, por
nés estudado.

Observando dois estudos envolvendo o locus D10S89, verificamos
freqiiéncias de instabilidade praticamente idénticas, mesmo em diferentes tipos
de céncer (presente trabalho; Uchba et al., comunicacdo pessoal). Dessa
maneira, apesar de ndo serem comuns, a instabilidade no locus D10S89 parece
ocorrer em células tumorais de diferentes naturezas e em freqiiéncias similares.

Assim, de acordo com os resultados disponiveis, nos parece que
dependendo do tipo-de céncer, existem loci que apresentam maior instabilidade
que-outros, em um mesmo cromossomo. Isso pode refletir a susceptibilidade de
determinados loci, sob determinadas condigbes (leia-se: diferentes tipos de
cancer), aos mecanismos da instabilidade.

Microsatélite EST 493

Os primers foram obtidos a partir de um EST (expressed sequence tag)
isolado por Haddad e colaboradores e se encontra no cromossomo 2. Por se
tratar de um microsatélite ainda inédito na literatura, ndo existem outros estudos
com o mesmo publicados até o momento. No entanto existem vdarios outros
estudos realizados em microsatélites do cromossomo 2. Na tabela abaixo temos
os resultados que disptinhamos, junto aos célculos de intervalos de confianga
para cada estudo realizado.
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Tabela 12: Resultados de anilises realizados com diversos microsatélites do
cromossomo 2. n: nimero de casos da amostragem; m: nimero de instabilidades

encontradas na amostragem; p : freqiiéncia de instabilidade; PI: limite maximo do
intcrval de confianca; P2: liite minimo do intervalo de cofian a
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Grdfico 5: Freqiiéncias e intervalos de confianga obtidos nos estudos da tabela 12.

Da mesma maneira que os microsatélites do cromossomo 10, os
microsatélites do cromossomo 2 mostram variagdes nas freqiiéncias de
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instabilidade dependendo de caracteristicas de cada locus e de cada tipo de
cancer. Como € possivel notar, os estudos que analisaram loci do Cromossomo 2
em cincer de mama estdo em concordancia, onde as freqii€ncias se mostram
préximas, variando entre 0% e 3,5% (séries 1, 12, 14 e 22 do gréfico 5). A
freqiiéncia de cada estudo com cincer de mama sempre se encontrou dentro dos
intervalos de confianga dos resultados dos demais estudos com a mesma
doenga, sugerindo que a instabilidade se apresenta de forma regular e
consistente em diversos microsatélites deste cromossomo. ‘

E digno de nota a exclusio dos resultados obtidos por Patel e
colaboradores (séries 2 e 7 do Gréfico 5). Os resultados apresentados por este
grupo novamente estdo contrariando varios outros dados provenientes de outros
grupos, que estudaram amostragens maiores que as apresentadas pelo autor.
Dessa maneira acreditamos que a inclusdo destes dados nas nossas andlises
poderiam descaracterizar o real comportamento dos loci, prejudicando o estudo.
Entéo, realizamos as andlises sem considerar os resultados de Patel, porém, nio
deixamos de apresentd-los pois achamos importante o informe completo dos
dados coletados para este estudo.

Por fim, as andlises realizadas nos varios loci dos cromossomos
considerados neste estudo sugerem que, dependendo do céncer, existem loci
apresentando mais instabilidade que outros loci. Por exemplo, enquanto no
cancer endometrial o locus D10S197 apresentou 20 % de instabilidade (Burks
et al, 1994), no cancer de esd6fago o mesmo locus apresentou 6,6 % de
instabilidade (Meltzer et al., 1994). Isto pode refletir particulares reagcdes de um
mesmo locus perante a diferentes condi¢des (diferentes tipos tumorais) do
meio.

A Instabilidade em Cdncer de Mama
Com o objetivo de tentar estabelecer um panorama das instabilidade de

microsatélite especifico para este estudo, analisamos os nossos resultados
comparando-os entre si.
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Tabela 13: Resultados de anélises realizados com o5 microsatélites deste estudo. n:

nfimero de casos da amostragem; m: nimero de instabilidades encontradas na
amostragem; ﬁ: freqiiéncia de instabilidade; PJ: limite miximo do intervalo de

confianga; P2: imite minimo do intervalo de confianga.

- Como € possivel verificar, as freqiincias estfo relativamente préximas
entre si, além de se encontrarem dentro de todos os intervalos de confianca,
Dessa maneira, os resultados parecem indicar gue a instabilidade em cancer de
mama se faz presente de maneira generalizada, sem grandes d.lscrepancms entre
as freqii€ncias de diferentes loci.

No entanto isto nfio significa que o mecanismo seja o0 mesmo para todos
o8 loci. Como ja foi comentado anteriormente, o locus AR parece apresentar
um mecanismo que gera instabilidade de forma uniforme em diferentes tipos
celulares (sejam estes somdticos ou germinativos, tumorais ou normais),
diferentemente do que parece ocorrer com os outros loci, onde as freqiiéncias
variavamn de acordo com o tipo tumoral (observar os loci D2S119, D25123,
D285147, D178197 nas outras tabelas e grificos).

Devido a insuficiéncia de estudos utilizando os mesmos Joci, ndo
podemos estabelecer se o mecanismo dos outros {oci utilizados neste estudo
(D10S89, EST 493 e DI17S807) ¢ diferente daquele que origina as
instabilidades no locus AR.

Outro ponto que merece atencio € a freqiiéncia geral resultante da soma
das freqliéncias isoladas das instabilidades de cada locus. Muitos dos estudos
analisam apenas por este ponto (mmitos artigos chegam a publicar apenas a
freqiiéncia de instabilidade em wm determinado clncer, sem ac menos
discriminar em tabela os loci onde foram cobservados instabilidade), Sob este
mesmo ponto, a nossa freqiiéncia de instabilidade € de 12,5%. Comparado a
outras freqii€ncias, os nossos nimeros podem, a primeira vista, parecerem
modestos (vide tabela 15).
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Tabela 14: Quantidade de loci analisados por estudo e taxa de instabilidade por locus.
n: nimero de casos da amostragem; m: ndmero de instabilidades encontradas na
amostragem; Taxa de instabilidade é obtido dividindo-se o n pelo nimero de loci
analisado de cada estudo.
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No entanto nés analisamos quatro loci, enquanto os outros estudos se
valeram de maior quantidade de loci. Se considerarmos este pardmetro nas
comparagBes puramente quantitativas, podemos verificar que a taxa de
instabilidade por locus detectada em nosso estudo chega a ser maior que em
outros estudos.

A causa desta diferenga pode estar relacionada as peculiaridades dos
diferentes loci analisados neste estudo. Uma outra causa poderia ser devido a
composi¢do étnica brasileira que, por ter uma grande taxa de miscigenagéio,
pode ter freqiiéncias diferentes de instabilidade pois jé foi verificado diferengas
raciais em microsatélites (Ricke et al., 1995).

E necessdrio ainda definir o que caracterizaria uma alta incidéncia de
instabilidade. Um estudo com freqiiéncia alta de instabilidade, devido ao uso de
muitos loci teria maior incidéncia de instabilidade que um outro estudo com
uma freqiiéncia mais modesta, porém com uma taxa de instabilidade por locus
maior ?

- Existe um outro ponto a ser considerado: a instabilidade € um fato ja
confirmado em HNPCC, através de diversos estudos com canceres associados a
esta enfermidade (tais como cincer de colo, cincer de reto e céancer de
endométrio (Peltomiki et al., 1993)) e parece ser originado por defeitos em
genes de reparo hMLH1, hPMS1 e hPMS2, responsdveis pela manutencdo de
sequencias de microsatélites.

Ao analisarmos os dados fornecidos por Peltomiki (1993) resultante de
andlises com pacientes com HNPCC, podemos perceber que existe um fato
peculiar: os oito microsatélites analisados ndo mostraram instabilidade alguma
quando verificados em tumores de mama. Isto pode sugerir que 0 mecanismo
que originou a instabilidade nos estudos de casos esporddicos de céncer de
mama ndo é 0 mesmo que originou a instabilidade nestes pacientes de HNPCC.

Existe ainda mais um parimetro a ser comentado. O fato das seqiiéncias
estarem ou nao em regides codificantes. Dois dos microsatélites usados estavam
em regido codificante e outros dois ndo. Os resultados mostram que a
instabilidade ocorre tanto em uma categoria quanto na outra, apesar de
diferentes taxas de instabilidade. Isso sugere que ndo importa a localizacdo do
locus (se dentro ou fora de regido codificadora) - a instabilidade parece ocorrer
sem distin¢do deste pardmetro.
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Andlise Comparativa com Outros Tipos Tumorais

Apesar das diversas incertezas que cercam o mecanismo das mutacdes
dindmicas, a instabilidade em si é um fato concreto, atingindo vérios tipos
celulares, podendo ser de origem somatica ou germinativa. Dessa maneira, na
tentativa de se verificar a existéncia de algum padrdo entre as diferentes
enfermidades envolvendo microsatélites, analisamos alguns dados destas
diversas doencas.

Tabela 15: Resultados de andlise dos dados provenientes de diversos estudos de
instabilidade de microsatélites, em diferentes tipos de cancer. n: nimero de casos da

amostragem; m: nimero de instabilidades encontradas na amostragem; ﬁ : freqiiéncia

de instabilidade; PI: limite maximo do intervalo de confianca; P2: limite minimo do
intervalo de confianca.
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Grdfico 6: Freqiiéncias e intervalos de confianga referentes aos estudos da tabela 15.

Podemos observar que ndo existe um padrao comum entre os diversos
canceres, onde freqiiéncias de instabilidade para um mesmo tipo de céncer
chegam a variar em até 100% (vide tabela 15). Devido a estas observagoes,
poderiamos acreditar que para cada tipo de cédncer diferentes microsatélites
poderiam estar sendo afetados, resultando nas diferencas acima referidas pois,
em muitos estudos, os microsatélites estudados eram diferentes.

Outro fator a ser considerado quando analisamos estes dados, consiste
nas diferencas raciais. Dependendo da etnia do individuo, determinados
microsatélites podem apresentar caracteristicas préprias de cada populagdo
(Ricke et al., 1995). Dessa maneira, parte das diferencas observadas pode ser
atribuida aos diferentes grupos étnicos de cada estudo.

Correlagies Clinicas
Analisamos também a possibilidade de haver alguma correlagdo entre as

instabilidades e alguma caracteristica clinica ou ginecolégica. Os dados de
todas as pacientes estdo disponiveis na se¢do “Materiais e métodos”. Abaixo
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temos os dados referentes as pacientes que apresentaram instabilidade de
microsatélite. |

Tabela 16: Dados oncoldgicos de pacientes que apresentaram instabilidade

Irc

Tabela 17: Dados ginecoldgicos de pacientes que apresentaram instabilidade

arc

* relato da prépria paciente

Como € possivel constatar, ndo parece existir correlagdo alguma entre os
casos de instabilidade e quaisquer dos pardmetros clinicos/ ginecol6gicos
disponiveis neste estudo. O fato da ocorréncia elevada do tipo histoldgico
ductal invasivo se deve basicamente a amostragem, onde o mesmo tipo ocorre
em uma freqiiéncia alta (aproximadamente 80% de ocorréncia). No entanto faz-
se necessdrio notar que a falta de correlagio pode ser devido a baixa
amostragem do estudo.
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Instabilidade Germinativa e Instabilidade Somdtica

Apesar da quantidade de estudos, os trabalhos atuais ainda ndo s@o
conclusivos quando se tenta estabelecer um mecanismo comum para OS
fendmenos de instabilidade, que podem ser claramente separados em duas
categorias distintas.

A primeira categoria inclui as doen¢as onde a instabilidade ocorreu na
linhagem germinativa (germline mutations) e estd presente em todas as células
de um individuo. Como exemplo podemos citar a coréia de Huntington (HD), a
distrofia mioténica (MD), ataxia espino-cerebelar (SCA) e a doenga de
Machado-Joseph (MJD), onde ocorre instabilidade em algum locus especifico
que, de alguma forma, acaba ocasionando a doenga. Em todas estas doengas a
instabilidade é constitucional, além de apresentarem vérias caracteristicas
préprias deste grupo.

“Dentre estas caracteristicas temos o fato de que os microsatélites
envolvidos com as doencas desta categoria sdo sempre trinucleotideos
(geralmente CAG/CTG - Wells, comunicacdo em congresso, 9TH
INTERNATIONAL CONGRESS OF HUMAN GENETICS - BRASIL, 1996),
o niimero de repeti¢des aumentam com o passar das geragdes e, em algumas das
doengas este aumento estd associado a um fendmeno de transmissdo
diferencial. Esta transmissdo diferencial consiste na diferenga existente entre os
alelos transmitidos por cada um dos pais, com um padrdo que lembra muito o
imprinting (vide Introdugdo - Doengas correlacionadas).

A segunda categoria inclui todos os casos de instabilidade em cénceres
de quaisquer natureza. Aqui temos muta¢Ges dindmicas ocorrendo em apenas
algumas populacdes de células do individuo doente, caracterizando a natureza
somadtica da instabilidade para esta categoria. Porém, nestes casos, ao contrario
do que ocorre com a primeira categoria, ndo se observa nenhum tipo de
caracteristica comum entre os diversos tipos de céncer, a ndo ser a prépria
instabilidade.

Todos estes fatos nos sugere que, apesar de ser possivel detectar
instabilidade de microsatélites nestas duas categorias, 0s mecanismos
responsaveis por cada uma devem ser diferentes.

Até o presente momento ndo foi realizado nenhum estudo para se
averiguar a ocorréncia de instabilidade em loci arbitrarios de microsatélites em
pacientes que sofrem das doengas da primeira categoria, como coréia de
Huntington, por exemplo. Assim um estudo desta natureza seria de extrema
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importincia para possibilitar a distin¢ao definitiva entre as doengas envolvendo
instabilidade de microsatélites. Uma vez diferenciados, os mecanismos
propostos poderdo ser revistos e melhor redefinidos para cada caso.

Perda de Heterozigosidade

Uma das caracteristicas dos loci de microsatélites € a capacidade de ser
utilizado como marcador e, desta maneira, evidenciar possiveis eventos de
perda de heterozigosidade.

Os nossos resultados incluem apenas um evento de perda de
heterozigosidade, no locus AR Xql1-12 da paciente V005. Comparando-se
com os outros estudos, podemos verificar que este locus realmente apresenta
perda de heterozigosidade (tabela 19). Porém vérios outros loci analisados em
outros estudos também mostraram perda de heterozigosidade, o que nos
impossibilita sugerir que em cincer de mama apenas o locus AR Xqll-12
apresenta este fenndémeno.

De qualquer maneira, a freqiiéncia de perda de heterozigosidade é
insuficiente para se tentar correlaciond-la com a ocorréncia de ciancer de mama
em Si.

Tabela 19: Dados de perda de heterozigosidade no locus AR Xqll1-12, em estudos

€vios

Consideragoes Gerais.

Até este ponto analisamos as diferencas existentes em diversos
microsatélites de alguns cromossomos. Nio somente 0 nosso estudo, assim
como 0$ outros, se preocuparam em reportar a existéncia de um fenémeno
recentemente constatado, porém ainda pouco compreendido. De alguma forma
as alteracdes de microsatélites estdo associadas a disfungdes celulares, grande
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parte ainda ndo esclarecidas. No entanto, existem alguns possiveis pontos onde
alteracGes deste tipo podem ter repercussdes importantes. '

O problema se encontra no deslocamento de unidades de sequencias
funcionais, tais como as sequencias regulatdrias, que tem no posicionamento
relativo a outras sequencias uma questdo critica. Dependendo de onde se
encontra um microsatélite susceptivel de instabilidade, pode ocorrer um
deslocamento de sequencias que as colocaria fora da drea de influéncia de uma
sequencia enhancer, por exemplo, resultando na diminui¢cdo de sua expressao e
consequentes alteragcbes no delicado equilibrio celular existente. Além de
enhancers, poderfamos também imaginar o desequilibrio caso ocorresse
instabilidade entre algum promotor de transcri¢ao e o seu gene.

Um outro ponto onde a estabilidade de tais sequencias seria
indispensdvel se encontra nas sequencias codificantes em si. Nesses casos
existem vérios aspectos que poderiam ser pertubados por uma instabilidade de
microsatélite. O primeiro aspecto seria a possibilidade de alteragbes em sitios
de splicing durante as etapas de processamento.

Além disso, aumento ou diminui¢cio de repeticbes em sequencias
codificantes poderia, a principio, sempre gerar proteinas deturpadas que podem
perder as suas fung¢Ges ou pelo menos parte de sua atividade, dependendo dos
dominios afetados. Em muitos casos ocorre apenas danos em um ou outro
dominio afetado pela instabilidade, porém existem casos em que a proteina
segue um posicionamento preciso de alguns aminodcidos. Estes aminoécidos
sdo extremamente criticos e geralmente dependem do angulo que se encontram
em relacio a um outro aminodcido. Como a posicdo que este se encontra
depende da interacdo precisa de todos os aminodcidos que estdo presentes na
proteina, qualquer pertubacdo deste equilibrio impediria este alinhamento
perfeito, suficiente para resultar em uma proteina totalmente diferente da
original.

Até o momento somente uma proteina, envolvida na doenca DRPLA
(dentatorubral pallidoluysian atrophy), mostrou aumentar a atividade
enzimatica em casos de instabilidade de microsatélite no respectivo gene (Tsuiji,
comunicacdo em congresso, 9TH INTERNATIONAL CONGRESS OF
HUMAN GENETICS - BRASIL, 1996

Quanto aos cinceres, ainda nfo se tem uma idéia precisa do papel que
instabilidade de microsatélites teriam neste processo. Podem tanto ser
indicativos de que a instabilidade ocorre e atinge mecanismos de carcinogénese
ainda desconhecidos, assim como resultantes de um mesmo mecanismo que
desencadeia o cincer e a instabilidade a0 mesmo tempo.
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Uma vez que os dados iniciais ji foram produzidos, faz-se necessério
agora tentar elucidar os mecanismos que origina estas instabilidades, que
acreditamos ser diversos e com caracteristicas distintas.
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RESUMO

Microsatélites sdo pequenas (1 a 8 nucleotideos) seqiiéncias de DNA
repetidas em tandem. A Instabilidade de Microsatélites (MI) é caracterizada
como variages no nimero de repeti¢des de um determinado microsatélite entre
um genoma normal € um genoma mutado. Foi primeiramente descrita em
diversas doengas neurodegenerativas, como a coréia de Huntington e a ataxia
espino-cerebelar. Mais recentemente, instabilidade de microsatélite foi
observado em céncer coloretal e outros tipos de cinceres. O objetivo deste
estudo foi determinar a presenga e a freqiiéncia de instabilidade de microsatélite
em tumores de mama obtidos do Centro de Assisténcia Integral 2 Saide da
Mulher (CAISM - UNICAMP), em Campinas, estado de Sdo Paulo, Brasil. N6s
analisamos quatro loci de microsatélites: uma repeticio de dinucleotideos
(CA)n localizada no cromossomo 17 (D17S807), uma outra repeticio de
dinucleotideos (CA)n localizada no cromossomo 10 (D10S89), uma repeti¢io
de trinucleotideos (CAG)n localizada na regido codificante do gene de receptor
de andrégenos e uma repeti¢do de trinucleotideos (CAA)n localizado em uma
regido codificante an6nima localizada no cromossomo 2. As amostras foram
examinadas para se verificar alteracGes genéticas, usando PCR com primers
especificos para as regides de microsatélite citadas. Nossos resultados mostram
eventos de instabilidade de maneira constante, porém de baixa fregiiencia
(12,5% ao todo). Comparagdes com outros estudos mostram que a instabilidade
em cincer de mama, diferentemente de outros tipos de céncer, é fregiiente
porém baixa também (em concordancia com os nossos dados). No entanto, ao
se analisar sob o aspecto de instabilidade relativa por locus , verificamos uma
taxa relativamente alta, que pode indicar uma nova forma de se entender as
taxas de instabilidade.
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SUMMARY

Microsatellite are small (1 to 8 nucleotide) repeated sequences of DNA
arranged in tandem. Microsatellite Instability (MI) is characterized as a
variation on the number of repeats of a determined microsatellite between a
normal genome and a mutated one. It was first described in several
neurodegenerative diseases, such as Huntington’s Disease and spino-cerebellar
ataxia. Most recently MI has been observed in colorectal and other cancers. The
purpose of this study was to determine the presence and the frequency of MI in
breast tumors obtained from CAISM Hospital, Campinas, Sdo Paulo, Brazil.
We analised four microsatellite loci: a dinucleotide repeat (CA)n located on
chromosome 17 (D17S807), another dinucleotide repeat (CA)n located on
chromosome 10, a trinucleotide repeat (CAG)n located in the coding region of
the androgen receptor gene and a trinucleotide repeat (CAA)n located in an
anonymous coding region from chromosome 2. The samples were examined for
genetic alterations by PCR using specific primers for microsatelite regions. Our
results shows low, but constant (about 12,5 % altogether) microsatelite
instability events, althougt having a relatively high instabiliy rate per locus.
Comparisons with other studies shows that microsatellite instability in breast
cancer, differently of other cancers, are low, but constant too (agreeding with
our results). But when considering the relative instability rate per locus , our
results are significantly high.
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