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RESUMO

O conteldo de DNA nuclear de tumores de mama humana foi
analisado em um estudo prospectivo com o objetivo de avaliar seu significado
biolégico. A incidéncia de aneuploidia nos diferentes tipos histologicos variou,
refletindo sua agressividade. A primeira amostra consistiu nos resultados de 225
tumores de mama. Dentre estes tumores os carcinomas ductais infiltrativos
representavam a maioria, 88% dos casos. Andlise detalhada da associacao entre
este parametro e as caracteristicas clinico-patolégicas das pacientes foi,
portanto, realizada apenas com estes tumores. Observamos que 0s tumores
aneupldides eram mais frequentes nos estadios mais avangados, representando
em média 66,2% dos casos. A distribuicdo dos valores de DNA tendeu a ser
bimodal, embora no estadio Il um grande numero de casos apresentasse
valores entre 2C e 4C. Nenhuma associagéo foi observada entre ploidia e
menopausa, comprometimento de linfonodos axilares ou porcetagem de
recorréncia. O tempo médio de recorréncia foi de 22,4 e 18,8 meses nos grupos
dipldides e aneupldides respectivamente. Os dados indicam associagdo entre
aneuploidia e agressividade tumoral. A probabilidade do tempo médio de
recorréncia ser menor no grupo aneupldide do que no dipldide, dado os
resultados, calculada usando métodos de andlise estatistica Bayesiana é 0,875.

Em outra abordagem analisamos o DNA de 141 tumores primarios e
de um a tres linfonodos axilares suspeitos de comprometimento a cirurgia, em
cada caso. Destes, 55 foram confirmados como comprometidos ao exame
histopatologico. Os valores de DNA das metastases axilares dos tumores

dipldides, embora na sua maioria também dipldides,apresentaram pequeno



desvio de 2C. Ao contrario, os valores observados nos linfonodos do grupo

aneupléide tenderam a ser menores do que os dos respectivos tumores

primarios.

A correlagao entre ploidia e resposta a terapia adjuvante foi estudada
em um grupo de 40 pacientes em estadio |l, seguidas por um periodo minimo de
30 meses. O Unico sub-grupo que se distinguiu foi 0 das pds-menopausicas que
apresentaram recorréncia no periodo de observagdo: valores de mediana de

DNA de 4,0 a 4,4C e histogramas apenas de tipo IV foram observados.
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INTRODUCAO



A manutengéo da normalidade da célula, isto €, de seu estado diploide e
perfeito equilibrio génico, depende primordialmente da exata distribuicdo do
material genético entre as células filhas na divisdo mitdtica. Varios eventos
coordenados que véo desde a sintese de DNA propriamente dita até a
segregagao cromossémica devem ocorrer com extrema exatiddo em todos os
niveis. Este equilibrio envolve processos bioldgicos basicos, tais como os
mecanismos pelos quais uma populagao de células precursoras, com potencial
para um determinado fendtipo, recebe do meio sinais para proliferar ou
diferenciar, ou o modo pelo qual estes sinais sao transduzidos para alterar
eventos nucleares (replicagdo de DNA e expressdo génica). A perda desta
caracteristica ocorre frequentemente durante a transformagdo maligna,
provavelmente como consequéncia de erros espontédneos ou induzidos que
desestabilizam o genoma, gerando o aparecimento de clones aneuploides.
Estas células podem apresentar vantagens em relagéo as suas parceiras normais
quanto a sua capacidade proliferativa, ndo obedecendo mais aos mecanismos
reguladores usuais.

Historicamente, a proposta de uma teoria cromossémica para o
desenvolvimento do cancer data do inicio do século, quando Boveri (1929)
sugeriu a possibilidade do envolvimento de alteragbes cromossémicas na
etiologia da doenga. E, mesmo antes de ter sido estabelecido em 1956 o nimero
cromossémico exato em células humanas, ja haviam sido descritas alteragdes
cromossOmicas em células tumorais humanas e animais. A descricdo do
cromossomo "Philadelphia” (Ph) na década de 60, como marcador da leucemia
mielocitica crénica (Nowell, 1976), precedeu a de outros marcadores, também
originados por translocagdo cromossémica, encontradas em outras leucemias e

alguns tumores sélidos (Bishop, 1987).



Por vérios anos, estudos envolvendo hibridos de células sométicas,
integracdo viral e citogenética em células neoplasicas depararam com resultados
inesperados, que somente puderam ser compreendidos posteriormente, a luz de
novos conhecimentos ao nivel molecular.

Numerosos agentes, muitos dos quais mutagénicos, tem sido implicados
na etiologia dos tumores humanos (Doll e Peto, 1981), sem contudo uma ligagao
direta com lesdes tumorais especificas. Dentre os agentes que podem ser
considerados consistentemente como causadores de tumores somente alguns
atuam como mutagénicos diretos: luz ultra-violeta no céancer de pele; cigarro no
de pulméo; virus do papiloma humano no do trato genito-urinario; virus da
hepatite B com carcinoma de figado; virus Epstein-Barr nos linfoma de Burkitt e
carcinoma naso-faringeal; virus da leucemia de células T humana com a leucemia
aguda de células T (Bishop, 1991).

Esta hoje bem estabelecido o conceito de que o processo de
tumorigénese é uma lenta sucessdo de inUmeros eventos, onde ocorre
interagdes complexas entre fatores enddgenos (genéticos, hormonais, etc) e
exégenos (ambientais) (Weinstein, 1988). No homem, como o processo pode
ser estudado apenas de forma indireta, a analise estatistica das curvas de
incidéncia de tumores em fungéo da idade indica que seriam necessérias 3 a 4
alteracdes tipo mutagéo para desencadear leucemias, e 6 a 7 para carcinomas
(Peto, 1977). Em modelos animais, como por exemplo na indugéo de tumor na
pele de camundongos por agentes quimicos, O processo € classicamente
dividido em 3 fases: iniciagdo, promogdo e progresséo tumoral (Farber e
Cameron, 1980, Hecker et al., 1982). Um agente iniciador como o carcindgeno
quimico benzo(a)pireno, depois de convertdo ao seu metabdlito ativo
benzo(a)pireno-7, 8-diol-9, 10-epdxido(BPDE) pelo sistema citocromo P-450 no
figado, interage com o DNA lesando-o. Esta célula entretanto, somente ira

expressar o fendtipo transformado se de algum modo for exposta a um agente



promotor. Os promotores de tumores podem ser definidos como compostos
que tem pouca ou nenhuma atividade carcinogénica quando testados sézinhos,
mas que aumentam sensivelmente o aparecimento de tumores se aplicados
repetidamente apés uma dose baixa ou sub-étima de um carcinégeno (iniciador).
Agem como potentes promotores os esteres de forbol (por exemplo TPA),
estando bem estabelecido que estes agentes ndo se ligam ao DNA, mas sim a
receptores associados a membrana e portanto produzindo seu efeito inicial ao
nivel epigenético. Os efeitos fenotipicos induzidos pelo TPA podem ser
agrupados em tres categorias: mimetismo do fendtipo transformado; modulagéo
da diferenciagéo; alteracdo da membrana (Castagna et al., 1882; Johnson et al.,
1987; Weinstein, 1988). E finalmente a progressao é caracterizada pelo grande
aumento da massa tumoral e grande instabilidade genética, resultando no
aparecimento de novos clones celulares que poderiam expressar uma
agressividade crescente (Nowell, 1986). Deste modo as células adquiririam a
capacidade de invadir os tecidos adjacentes e posteriormente a de colonizagéo
de 6rgéos a distancia, pelo processo de metastizagao.

Ao nivel molecular grupos especificos de genes constituiriam os alvos para
alteracbes que acarretariam modificagbes nos mecanismos de controle da
proliferagdo e da diferenciagdo celulares: os proto-oncogenes, que quando
ativados a oncogenes agiriam de modo dominante; e 0os genes supressores de
tumores, também chamados de anti-oncogenes ou oncogenes recessivos. A
analise citogenética de tumores tem possilitado a visualizagéo de tais alteragdes
em alguns tipos de tumores, pela detecgdo de aberragbes cromossdmicas
consistentes nestas células. Tanto alteragbes numéricas como estruturais tem
sido encontradas em tumores e de um modo geral poderiamos assumir que a
ativagcao de proto-oncogenes estaria mais intimamente associada a eventos tipo
translocagéo e insergdes (além de mutagbes pontuais somente detectaveis a

nivel sub-microscépico), enquanto que perdas de regibes ou mesmo



cromossomos inteiros levariam a oncogénese pela perda de genes supressores
de tumores. (Bishop, 1991; Hunter, 1991; Cross & Dexter, 1991; Marshall, 1991).

Vérios oncogenes envolvidos em canceres humanos foram identificados e
isolados por experimentos de tranfecgéo, usando a linhagem celular 3T3 NIH de
camundongo como sistema. Este ensaio apresenta limitagdes, decorrentes
basicamente de dois pontos: 12 as células receptoras s&o mesenquimais,
podendo portanto ser inadequadas para a detecgédo de oncogenes especificos
de outros tipos celulares; 22 sendo uma linhagem celular estabelecida in vitro
estas células ja sdo imortalizadas. A mutagéo pontual no codon 12 do gene
c-Ha-ras da linhagem celular EJ derivada de carcinoma de bexiga humana,
levando a substituicdo de uma glicina por valina no produto génico, foi a primeira
alteracao caracterizada molecularmente (Tabin et al., 1982; Reddy et al., 1982).

De um modo geral, entretanto, a idéia de que um Unico oncogene possa
dar origem a uma célula tumoral in vivo tem pouco ou nenhum suporte
experimental. Mesmo in vitro experimentos de transfecgdo utilizando células
priméarias de embrido de rato em cultura mostraram que a transformagao de
células ndo imortalizadas in vitro requer a cooperagao de pelo menos dois
oncogenes (Land et al.,, 1983). Evidéncias deste tipo de cooperagdo foram
também demonstradas com oncogenes virais (Rassoulzadegan et al., 1983),
oncogenes e agentes quimicos (Dotto et al., 1985) e oncogenes e genes
supressores de tumores mutados (Rovinski & Benchimol, 1988).

Muitos exemplos de alteragdes genéticas em tumores foram bem definidas
ao nivel molecular, incluindo mutagdes pontuais, delegbes e fusdo génica. As
translocagdes e insergdes cromossOmicas podem desencadear a expressao
exacerbada ou ectotépica de determinados genes em consequéncia de sua
justaposigao a sequéncias promotoras ou "enhancers” (estimuladoras) ativos no
tipo celular do qual o tumor se origina. Mais de dez oncogenes foram descritos

associados a mecanismos de desregulagdo deste tipo, principalmente em



canceres hematoldgicos, envolvendo  sequéncias "enhancers" de
imunoglobulinas e de receptor de células T (TCR) (Lewin, 1891).

Poucos sdo os casos descritos envolvendo outros tipos de sequéncias
reguladoras. Rosenberg et al. (1991) citam um rearranjo observado em
adenomas de paratiredide (tumor benigno), provavelmente uma inverséo entre o
brago longo e o curto do cromossomo 11, que leva a justaposigao dos elementos
reguladores da transcricdo do hormoénio da paratiredide ao oncogene PRAD1
(que codifica uma proteina tipo ciclina, portanto relacionada a regulagéo do ciclo
celular). Outra possivel consequéncia de rearranjos cromossémicos seria a
fusdo de genes diferentes determinando a sintese de proteinas quiméricas. E o
que ocorre na leucemia mielocitica crénica, em que a translocagdo entre os
cromossomos 9 e 22 leva a fusdo dos genes BCR e ABL. A proteina quimérica
codificada, p210, manteria os sitios ativos de ambas as proteinas, agora reunidas
em uma Unica (ABL- tirosina quinase; BCR- proteina ativadora de guanosina
trifosfatase para p21@s) (Motokura et al., 1991; Lammie et al., 1991).

Genes associados a leucemias e linfomas, que foram clonados a partir dos
pontos de quebra, estariam ligados a diferentes niveis de regulagéo da ativagéo
da transcricdo, que sdo criticos para o controle do ciclo e da diferenciacéo
celulares. Estes genes poderiam ser agrupados em: fatores de crescimento e
seus receptores; fatores de transcricdo; reguladores do ciclo celular;
determinantes de diferenciacéo celular e da morte programada da célula
(apoptosis). Na leucemia linfocitica aguda pré-B (ALL pre-B), a translocagéo
entre os cromossomos 5 e 14, provoca a desregulagéo do gene para interleucina
3 (IL-3), aumentando a produgéo de glébulos brancos. Este efeito pode ser
compensado por antagonistas de IL-3, terapia alternativa viavel e eficiente para
este tipo de leucemia, que surgiu a partir da caracterizagdo molecular de seu

rearranjo cromossomico (Solomon, 1991).



Efeitos mais complexos foram observados em outros tipos de canceres. A
translocagéo t(15; 17)(g22; q11.2-12) observada na leucemia promielocitica, leva
a fusdo no produto génico da regido NH,-terminal de uma proteina tipo "zinc
finger" (PML) & regido COOH-terminal do alfa receptor para &cido retindico
(ARAR). O fator de transcrigdo quimérico retém os "zinc fingers" de ambas as
moléculas, assim como o dominio ligante de ARAR, resultando na regulagao
aberrante dos genes envolvidos na diferenciagdo mielocitica (Pandolfi et al.,
1991).

A caracterizagéo molecular e a recorréncia de determinadas translocagdes
e insergdes cromossomicas especificas em leucemias e linfomas atestam sua
participagdo na etiologia da doenga. Entretanto, isto ndo significa que sua
presenca seja suficiente para levar ao aparecimento do fendtipo maligno nestas
células, sendo necessarios fatores adicionais. O linfoma de Burkitt e a leucemia
de células T estdo associados a presenga dos virus Epstein-Barr e TCL,
respectivamente. Admite-se que o virus aumentaria a taxa de proliferagao
celular, favorecendo o aparecimento de um segundo evento (mutagao, ou
translocagao), que levaria a transformacgéao celular.

Nos tumores sdlidos, em adicdo as translocagées, insercdes e inversoes,
observa-se alta frequéncia de delegcbes intersticiais ou monossomias e
amplificagdo génica (trissomias, "double minutes" e regides homogeneamente
coradas - HSR), o que sugere por si sé um quadro mais complexo (Mitelman,
1991). Até o momento nenhuma translocagéo foi clonada nestes tumores. As
aberragdes cromossdmicas numeéricas, delegbes e amplificagbes causam
alteragdes na dose de grandes blocos de genes e portanto dificultam a
identificagdo de um gene (ou genes) especifico responsavel pela indugédo da
transformacgao do fendtipo destas células.

Os genes supressores de tumores foram inicialmente evidenciados por

experimentos de fus&o celular entre células normais e transformadas, em que o



fendtipo maligno era revertido pela presenga do alelo normal (Sager, 1985).
Alguns destes genes foram clonados molecularmente gragas a sua associagéo
com delegbes especificas em determinados tipos tumorais: a regido 13g14 em
retinoblastoma, 17p e 18g no carcinoma coloretal e 11p13 no tumor de Wilms
(Benedict et al., 1983; Volgenstein et al., 1988; Bodmer et al., 1987; Franke et al.,
1979). De acordo com o modelo de mutagdo recessiva, o gene de
susceptibilidade ao retinoblastoma (Rb) estaria deletado em homozigose nas
células tumorais, como visto em alguns tumores por Friend et al. (1986), ou o
produto por ele codificado (p105-Rb) ndo seria expresso nas células destes
tumores (Horowitz et al., 1990). Dois eventos genéticos sdo responsaveis pela
inativagdo de cada alelo do gene Rb nestes tumores, confirmando o modelo de
Knudson (1971), segundo o qual duas mutagdes recessivas levariam a perda de
funcédo. A localizagdo nuclear da proteina Rb e sua capacidade de ligagdo ao
DNA sugerem um papel na regulagdo da transcricdo. Esta proteina é
amplamente distribuida indicando sua participagéo na regulagéo do crescimento
de varios tipos de células e tumores. Entretanto a inativagdo do gene Rb parece
ser restrita a uma estreita gama de tumores (Friend et al., 1986; Lee et al., 1987:
Harbour et al., 1988; Horowit et al., 1990). A proteina Rb oscila entre o estado
fosforilado e o praticamente néo fosforilado de modo ciclo-especifico, sugerindo
seu envolvimento na regulagdo da progresséo da célula no ciclo (Weinberg,
1991).

A delegéo inicialmente associada ao tumor de Wilms (11pp13) resultou
num quadro mais complexo. Embora com padrées esporadico e familiar
semelhantes ao de retinoblastoma, este tumor difere quanto a inUmeros
aspectos: os tumores sao histopatologicamente heterogéneos, a delecédo 11p13
nao esta associada a outros tumores e este locus pode representar apenas um
de dois ou tres loci envolvidos nesta patologia (Grundy et al., 1988; Reeve et al.,

1989; Haber et al., 1990).



Outras delegdes podem ser comuns a grupos de tumores: 3p13-23 ao
carcinoma de células pequenas e adenocarcinoma de pulmao; 1p11-22 em
melanoma, carcinoma de mama, leiomioma, mesotelioma e fibro-histiocitoma;
1p21-23, em carcinoma de Utero e bexiga etc. (Mitelman et al., 1990). A perda
de heterozigose de marcadores do brago curto de cromossomo 17 ocorre com
alta frequéncia em astrocitomas (James et al., 1989), cancer de mama (Mackay
et al. 1987), carcinoma de células pequenas de pulméao (Yokota et al., 1987) e
cancer de colon (Baker et al., 1989). A regido mais comumente afetada
correspondia ao gene p53, uma fosfoproteina nuclear que foi classificada tanto
como oncogene quanto como gene supressor de tumor (Lane & Benchimol,
1990). O tipo selvagem de p53 funcionaria como um componente regulador do
ciclo celular, ativando a transcricdo de genes supressores da proliferagéo celular
(Fields & Jang, 1990; Farme et al. 1992) ou inibindo a progresséo do ciclo
(Mercer et al., 1991). Existe clara correlagéo entre altos niveis de p53 e células
com evidénciias de ciclo aberrante ou falha mitética (ndcleos gigantes,
micronucleos ou células multinucleadas). Agentes quimicos que induzem lesdes
no DNA ou venenos de fuso levam ao acumulo de altos niveis de p53 em células
normais (Kastan et al., 1990; Lu et al., 1992).

Dados citogenéticos de tumores soélidos sdo muito mais raros do que os
de leucemias e linfomas, embora eles representem mais de 80% dos tumores
humanos (Mitelman, 1991). Tal fato deve ser consequéncia de dificuldades
metodoldgicas para a obtencdo de metafases quantitativa e qualitativamente
analisaveis por um lado e, por outro, pela detecgdo de um grande numero de
aberragdes cromossémicas no mesmo tumor, dificultando a identificagao das
primarias. Poderiamos tentar justificar este quadro, assumindo que normalmente
os tumores solidos seriam detectados em fases mais avangadas de sua

progressao.



Por outro lado a anélise de amostras obtidas durante a progressao tumoral
reforcam a natureza sequencial da carcinogénese, consistente com o conceito
segundo o qualsta fase do desenvolvimento tumoral seria consequéncia de
alteracdes genéticas cumulativas em clones celulares. Assim marcadores
genéticos presentes nas células iniciais continuariam presentes nas mais
avangadas. Tomando como exemplo o carcinoma de colon humano, em que é
possivel definir diferentes estagios da progresséao da doenga, desde a hiperplasia
até carcinoma metastatico, pode-se propor a provavel sucesséo de alteragoes
geneticas comumente encontradas no carcinoma maligno. Os eventos
observados na progressao destes tumores desde a fase benigna incluem
mutagao ou perda de alelo na regiao do brago longo do cromossomo 5 onde se
localiza o gene para polipose adenomatosa familial (FAP) cuja mutacéo é ligada a
predisposicao hereditaria ao carcinoma de colon; ativagédo de gene Ki-ras por
mutacao; perda alélica no brago longo do cromossomo 18, incluindo o gene
DCC; perda alélica no brago curto do cromossomo 17 incluindo o gene p53;
dentre outras mutagdes (Fearon & Volgelstein, 1990).

Em alguns tumores sélidos a amplificagdo de oncogenes foi observada
consistentemente, associada ou ndo a aberragbes cromossdmicas do tipo
"double-minute” ou ‘'regibes homogeneamente coradas" (HSR). Em
neuroblastomas o aumento do numero de cépias do oncogene N-myc ocorre
normalmente em alta frequéncia nos estadios mais avancados da doenga, mas
quando observado em estadios precoces estaria associada a maior
agressividade tumoral (Brodeur & Seeger, 1986). A amplificagdo do oncogene
N-myc foi também observada em outros tumores como o retinoblastoma,
glioblastoma e leucemias, sem entretanto apresentar correlagdo com
agressividade nestes tumores (McKenzie, 1991).

Nos tumores de mama humana a amplificagdo do oncogene erb-B2 (que

codifica uma proteina homoéloga mas diferente de EGF, a p185), descrita em
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frequéncia variada (de 10 a 46, 5% dos tumores) por varios pesquisadores
(Slamon et al., 1987; van de Vijver et al, 1987; Varley et al., 1987; Berger et al.,
1988; Zeillinger et al., 1989; Borg et al., 1990; Clark & McGuire, 1991; dentre
outros), foi inicialmente proposta por Slamon como fator progndstico
independente mais forte do que o comprometimento axilar. Em geral os
pacientes com metéastases axilares apresentam maior frequéncia de amplificacéo
deste oncogene, embora a correlagdo entre esta 0 desenvolvimento da doenga
sejam ainda controversos. Foi postulado que a expressao exacerbada de erb-B2
levaria a alta taxa de crescimento em células tumorais, mas nao aumentaria o0 seu
potencial metastatico. Confirmam esta hipdtese o fato de que anticorpos contra
o dominio extra-membrana da p185 inibem o crescimento de apenas das células
de cancer de mama que contem erb-B2 amplificado (Hudzeak et al., 1989).
Paterson et al. (1991) postulam que a amplificagdo de erb-B2 identifica 18% do
grupo de alto risco, em consequéncia da existéncia de multiplos mecanismos de
transformagéo para um mesmo tipo histolégico de tumor. Portanto, embora
possa ter importante papel na biologia dos tumores de mama, a amplificagao de
oncogene nao seria absoluto como fator prognostico (Clark & McGuire, 1991).

As alteragbes genéticas que ocorrem durante este processo de
progressdo determinam, na maioria dos tumores solidos, o aparecimento de
aberragbes cromossémicas numéricas, que podem ser detectadas pela
quantificagédo do DNA nuclear em células interfasicas por diferentes métodos
citométricos. Podemos portanto assumir que a ploidia do tumor reflete seu
cariétipo, embora os dois conceitos ndo possam ser confundidos. A resolugéao
destes métodos, em situagdes Otimas somente permitem a detecgéo de perdas
ou ganhos maiores do que dois cromossomos (Vindelov et al., 1983).

Segundo Barlogie et al.(1983) o conteudo de DNA anormal é um marcador
conclusivo de malignidade, sendo encontrado em crescente proporgao nas

leucemias (23%), linfomas (53%), mielomas e tumores soélidos (76%). Estudos
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iniciais feitos por citofotometria estatica em carcinoma de Utero permitiram a Atkin
et al. em 1959 estabelecer que a maioria tumores analisados era hiperdiploides
ou tetraploides, com uma populagdo modal que seria responsavel pelo
crescimento tumoral. Posteriormente o conteudo de DNA nuclear de inUmeros
outros tumores tem sido estudados por diferentes abordagens metodoldgicos:
citometria de varredura, citometria de fluxo e analise de imagem. Entretanto, o
papel da aneuploidia na etiologia do cancer é ainda pouco conhecido. Assume-
se que estas alteragbes devem determinar um desequilibrio génico em
consequéncia da perda e ganho de determinados blocos de genes, ou mesmo
de cromossomos inteiros, que eventualmente estariam associados a vantagens
proliferativas nestas células. A busca do significado bioldgico da aneuploidia no
processo de carcinogénese levou ao estudo da correlagéo deste parametro com
outras caracteristicas tumorais, objetivando avaliar a associagéo entre eles e o
comportamento tumoral. De um modo geral, embora com certa controvérsia, os
dados da literatura sugerem a aneuploidia como indicador de pior progndstico
em varios tipos de tumores. Em céncer avangado de ovario o indice aneuploide
de DNA é forte fator prognéstico (Friedland et al., 1984; Rodenburg et al., 1987),
enquanto que em outros como carcinoma de bexiga e prostata estaria
correlacionado com o estadio da doenga ou grau de diferenciagdo nuclear
(Stone, 1987; Frankfurt et al., 1985). Em outros, como carcinoma de células
pequenas de pulmao, a aneuploidia ndo tem valor progndstico (Bunn et al.,
1983).

A aneuploidia tem sido amplamente avaliada nos tumores de mama
humana, principalmente por abordagens retrospectivas de material tumoral
emblocado. Os dados indicam de um modo geral associagdo entre a
aneuploidia e menor sobrevida ou tempo de recorréncia (Kallioniemi et al., 1987;
Cornelisse et al., 1987; Merkel & McGuire, 1990; Yuan et al., 1991). Associacao

entre a ploidia e outros pardmetros tidos como progndstico tem sido descrita,
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tais como idade (Coulson et al., 1984; Kallioniemi et al., 1987), menopausa
(Bedrossian et al., 1981; Dowle et al., 1987), tamanho do tumor primario (Ewers
et al.,, 1984; Fallenius et al., 1988), comprometimento do linfonodos axilares
(Fossa et al., 1984; Hedley et al.1984; Sharma et al., 1991), estadiamento (Ewers
et al.,, 1984) e com a fragéo de células em fase S (Dowell et al., 1987; Kallioniemi
et al., 1987). A associagdo entre auséncia de receptores de estrdgeno e a
aneuploidia, ambos sugestivos de mau prognéstico, foi mostrada pela analise
sequencial destes dois pardmetros em preparagdes citologicas de biopsia
aspirativa de tumores de mama, em nosso laboratorio (Pestana et al.,, 1991).
Além de concordarem com dados prévios de outros grupos (Coulson et al.,
1984; Cornelisse et al., 1987; Baildam et al., 1987), estes dados mostram a
viabilidade da analise destes fatores antes da cirurgia.

Embora alteragbes epigenéticas participem da carcinogénese, o papel
mais importante neste processo € representado por alteragées genéticas. O
fendtipo transformado (maligno) requer numerosas trocas na estrutura e fungao
da células normais. Deste modo, a principio é possivel estabelecer a correlagdo
entre caracteristicas morfoldgicas e funcionais das células tumorais com o
comportamento biolégico do tumor.

A determinagéo precisa do prognéstico é extremamente importante para a
otimizagao da terapia ao nivel individual do paciente de cancer. No cancer de
mama este é um problema complexo, em consequéncia de sua histopatologia e
progressado clinica heterogeneas. Investigagbes extensivas tem tido como
objetivo a identificacéo de fatores progndsticos que possibilitem a definicdo de
sub-grupos mais homogéneos dentre os tumores com mesmas caracteristicas
histo-patolégicas e em mesmo estadio de desenvolvimento. Dentre os fatores
que foram sugeridos como de bom progndstico podemos citar: tumores

primarios de pequeno tamanho e bem diferenciados (Fisher et a; ., 1985;
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Bonadonna & Valagussa, 1988), positivos para receptores hormonais (Adami
et al., 1983) e sem comprometimento axilar (Bonadonna & Valagussa, 1985).

O sistema de classificagdo TNM, baseado no tamanho do tumor primario
(T), envolvimento dos linfonodos axilares (N) e metastases distantes (M), é até o
momento o melhor guia na escolha do tratamento primario. Entretanto, alguns
destes fatores podem refletir mais a idade do tumor do que seu potencial
bioldgico (Cornelisse et al., 1987).

Vérios outros parametros morfolégicos (necrose tumoral, indice mitético,
grau citolégico and histoldgico, contorno da borda, etc) ou clinicos (estado
menstrual, idade, numero de gravidez, idade a primeira gravidez) foram tambem
investigados como preditores de recorréncia da doenga (Bloom & Richardson,
1957; Baak et al., 1985; McDivitt et al; 1986). Nenhum deles parece melhorar o
poder progndstico da classificagéo pelo sistema TNM.

Muitos destes fatores foram considerados como de valor progndstico
independente na tentativa de se explicar a variabilidade observada na sobrevida e
intervalo livre da doenga em pacientes de mama. Entretanto, segundo alguns
autores, indices resultantes da combinagéo de diferentes pardmetros teriam
maior potencial para determinagdo do prognéstico da doenga: estadio, idade da
menarca, estado menstrual e idade (Caleffi et al., 1989) ou indice mitético,
tamanho do tumor primério e comprometimento dos linfonodos axilares (van der
Linden et al., 1989).

O presente trabalho teve por objetivo determinar o conteudo de DNA
nuclear em células de tumores primérios de mama humana e respectivas
metastases axilares, e correlacionar estes dados com parédmetros clinico-
patolégicos da doenga. E deste modo, avaliar o possivel significado biolégico de
alteragbes quantitativas do DNA nuclear nestas células tumorais, para o

estabelecimento de indicadores progndsticos e terapeuticos mais seguros.

14



MATERIAL E METODOS



a. Pacientes

Os dados apresentados neste trabalho s&o referentes a dois grupos de
pacientes. Na analise da relagdo entre a ploidia e tempo de recorréncia da
doenga partimos de um grupo inicial de 225 pacientes da Fundagéo Oncocentro
de S&o Paulo, das quais foram selecionadas aquelas com carcinoma ductal
invasivo. A avaliagdo da resposta a quimioterapia foi feita em um sub-grupo das
destas pacientes, em estadio Il. Todas foram submetidas ao protocolo de
tratamento estabelecido pela equipe clinica daquela Fundagao, responsavel
também pelo seu seguimento.

O segundo grupo, constituido por 141 pacientes, incluindo um homem,
foi atendido no Centro Médico da PUC- Campus de Sorocaba, de onde
recebiamos material para a analise do DNA em tumores primarios e respectivos
linfonodos axilares suspeitos. Fragmento adjacente ao que nos era enviado, era
submetido ao exame histopatolégico. Dados refentes a estes tumores nao foram
incluidos na analise de subrevida pela maior dificuldade na obtengdo de
informacdes refentes ao seu seguimento.

As pacientes foram classificadas pelo sistema TMN, segundo as normas
estabelecidas para cancer de mama pela Unido Internacional Contra o Céncer
(UICC, 1978). Recorréncia da doenga (reaparecimento das lesdes
diagnosticadas ou de novas lesdes) foi considerada quando confirmada
microscopicamente ou pela combinagdo conclusiva de dados clinicos,

cintiligraficos e radiolégicos.
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b. Preparacgoes citologicas

As preparagbes citologicas foram feitas a partir de um fragmento
representativo da massa tumoral, enviado ao laboratdrio em meio de cultura de
células (meio minimo de Eagle modificado por Dulbecco,suplementado por
100 pg/ml de ampicilina, 100 pg/ml de estreptomicina e 10% de soro fetal
bovino), a temperatura ambiente. Estes fragmentos eram cortados em pedagos
menores e estes esfregados sobre uma lamina de vidro. Depois de secas as
preparagdes foram fixadas por 5 minutos em uma mistura de
etanol:cloroférmio:acido acético (3:1:1), lavadas rapidamente em etanol e secas.
Para a coloracéo pelo método de Feulgen e Rossenbeck (1924) as preparacdes
foram colocadas por dois minutos em agua destilada a 60°, transferidas para HCI
1N a 60° por 12 minutos e entdo coradas pelo Schiff por 90 minutos, a
temperatura ambiente. A seguir as preparagoes foram submetidas a trés banhos
de agua sulfurosa (5% de HCl 1N e 5% de metabissulfito de sédio 10%), de
10 minutos cada um, passadas em &agua destilada e desidratadas em série de
alcodis e secas. Preparacdes de fibroblastos humanos dipldides foram incluidas

em cada série de laminas, como controles.

c. Quantificacao do DNA

As determinagdes quantitativas do DNA foram feitas em um citofotdmetro
de varredura (Zeiss) acoplado a um computador Polymax. As leituras foram
feitas no comprimento de onda de 570 nm e com um passo de 0,5 pm, utilizando
objetiva de imersao (aumento 100X). A coloragédo de fundo era checada antes da

andlise de cada lamina.
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A leitura de cada nlcleo resultava na impressdo dos valores de
absorbancia lidos, absorbancia média, area do nucleo e absorbéncia total. A
comparagdo dos valores obtidos nas células tumorais com os das controles
(dipldides) permitia a converséo das unidades de absorbancia para C, unidade
arbitraria para correspondente a quantidade haploide de DNA. Foram lidos 60
nucleos por preparagdo, sendo calculado o valor da mediana e construido o
histograma de distribuicdo dos valores de DNA obtidos para cada preparagéo.
Estes histogramas, quando necessario, eram classificados segundo os padbes
propostos por Auer et al, 1980: I-populagdo celular predomonantemente
diploide; Il-populacdo om valor modal na regiéo tetraploide, podendo apresentar
um segundo pico, diploide; lll-valores intermediarios entre 2 e 4C; e

IV-distribuicdo espalhada atingindo valores muito altos.

d. Analise estatistica.

A associagao entre ploidia e outra parametros considerados com de
valor prognostico foi analisada pelos métodos de tabelas de contingéncia
(Aitchison & Dunsmore, 1975). Foram utilizados métodos estatisticos Bayesianos

para a analise do tempo de recorréncia da doenga (ver apéndice).
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RESULTADOS
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I- Quantificacao do DNA nuclear.

As preparagdes citoldgicas analisadas eram ricas em células tumorais e
como estas podiam ser reconhecidas previamente ao microscopio, nossas
leituras nédo incluem células normais provientes do estroma. Nucleos de células
tumorais eram lidos ao acaso até completar o nimero pre-estabelecido, sendo
para isto enquadrados um a um nos eixos X e Y, definindo assim a area de
leitura. A figura 1a ilustra uma destas preparagdes citoldégicas, coradas por
Feulgen. A varredura determinava leituras a passos de 0,5 pm, desprezando
automaticamente os valores de fundo. Os dados resultantes da leitura
citofotométrica eram impressos como na figura 1b e a partir da leitura dos
nucleos de cada tumor foram construidos histogramas que nos permitiam o
calculo do valor da mediana de DNA e a confirmacao da classificagdo do tumor
como dipldéide ou aneupldide. Células dipldides normais eram coradas e lidas
juntamente com cada lote de preparagdes tumorais (figura 2).

Na figura 3 apresentamos exemplos de histogramas de DNA resultantes
da leitura de preparagdes citoldgicas tumorais, classificados segundo os padrées

de Auer et al., 1980.
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Figura 1a. Fotomicrografia de uma preparagao citoldégica de um tumor de mama

humana corada pelo método de Feulgen; 1b. valores de absorbancia a 570nm de

um nucleo de célula tumoral.
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Il- Anélise prospectiva da associacao entre ploidia e recorréncia da

doenca.

O conteudo de DNA nuclear foi quantificado em preparagdes citologicas
de 225 tumores de mama. A incidéncia total de aneuploidia, considerando como
aneupldide o tumor cuja mediana foi igual ou maior que 2,5C, € mostrada na
tabela I. A maioria dos carcinomas ductais invasivos (65,6%), assim como

praticamente todos os carcinomas medulares (34%) sao aneupldides.

Tabela I- Incidéncia de aneuploidia nos tumores de mama segundo seu tipo

histoldgico.

Tipo histolégico aneupldides n2 de casos
carc. ductal invasivo 130 198
carc. medular 16 17
carc. papilifero 2 3
carc. lobular 1 4
cistossarcoma filodes 1 3
Total 150 225

Como um controle adicional as células normais, introduzimos em nosso
estudo um grupo de 15 fibroadenomas, lesbes benignas de mama, que

apresentaram valores dipléides (figura 4).
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Figura 4. Histograma mostrando a distribuicdo dos valores das medianas de

DNA de 15 fibroadenomas (lesGes benignas de mama).
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Quando comparada com a dos fibroadenomas, as medianas de DNA dos
carcinomas desviam muito de 2C, atingindo valores muito altos (maiores que
6C), mas apresentando uma distribui¢do que tende a ser bimodal, com picos em
2 e 4C (figura 5 e 6). A frequéncia de tumores com valores entre 2 e 4C aumenta
de modo marcante no estadio Iil.

As médias dos valores de DNA aumentam gradativamente com o
desenvolvimento da doenga, diminuindo no estadio |V, provavelmente em
consequéncia da maior heterogeneidade dos tumores nesta fase terminal (figura
7).

Definindo a ploidia em dipldide (1,8 a 2,4C),hiperdiploide (2,5 a 3,7C),
tetrapléide (3,8 a 4,3C) e hipertetrapldide (maior que 4,3C), a maioria dos
tumores enguadra-se no primeiro e no terceiro grupo, 33,8% dos casos em cada
um. Na verdade os tumores altamente aberrantes representam a minoria dos
casos.(tabela Il). A maioria dos tumores malignos analisados era aneupldide

(66,2%).

Tabela II- Distribuicdo dos tumores de acordo, com o grau de ploidia.

Grau de ploidia n2 de casos (%)
dipléide 67 (33,8)
hiperdiploide 49 (24,8)
tetraploide 67 (33,8)
hipertetrapléide 15( 7,5)

Total 198
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Das 198 pacientes com carcimoma ductal invasivo inicialmente
analisadas, 15 nédo retornaram apds a cirurgia e assim foram seguidas neste
estudo as demais 183, cujas caracteristicas clinico-patoldgicas estdo resumidas
na tabela Ill. A associagdo entre estes parametros, importantes para a
caracterizacdo dos tumores estudados, foi realizada por analises de tabelas de
Contingéncia.

A maioria dos tumores analisados correspondia aos estadios 11(41,9%) e
111(45,9%) de acordo com a classificagao pelo sistema TNM, estando o pequeno
numero de casos restantes igualmente distribuidos entre | e IV.  Pareceu-nos
portanto adequado agrupéa-los em E (early=I+1l) e L (late=Ill+1V) em algumas
das andlises. Foi observada associagao significante entre os tumores dipldides e
estadios iniciais da doenga (E), como mostra a tabela IV, diferentemente do que

ocorre nos estadios mais avangados (L).
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Tabela IlI- Caracteristicas clinico-patoldgicas das 183 pacientes com carcinoma

ductal invasivo.

n2 de casos
Idade
< 40 anos 24 (13%)
40 a 49 anos 38 (21%)
50 a 59 anos 73 (40%)
> 60 anos 48 (26%)
Total 183
Menopausa
(nm) pre-menopausica 60 (33%)

(pm) pés-menopausica

Total

Estadio (TNM)
I

I

0

v

Total

Linfonodos comprometidos

123 (67%)
183

14 ( 7,7%)
76 (41,5%)
82 (44,8%)
11 ( 6,0%)

183

0 50 (29,1%)
1a3 66 (38,4%)
> 3 56 (32,5%)
Total 172
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A maioria das pacientes (67,2%) era pds-menopausica e esta frequéncia
nao se alterou grandemente quando elas foram agrupadas segundo o estadio da
doenga (E e L) ou com a ploidia (Aneupléides e Dipldides). As mulheres pds-
menopausicas representavam 68,48% do total de pacientes, 75% das
aneuploides/E e 63,33% das aneupldides/L. Havia uma tendéncia para a
incidéncia um pouco mais elevada de pds-menopausicas nos estadios mais

precoces.

Tabela IV- Distribuicdo dos tumores de acordo com a ploidia e estadiamento da

doenga.

Estadios
DNA E(TNM 1+1I) L(TNM Il +1V) Total
dipldide 37 (68,5%) 17 (31,5%) 54
aneupléide 59 (45,7%) 70 (54,3%) 129
Total 96 (52,5%) 87 (47,5%) 183
(p=0,008)

Embora o comprometimento de linfonodos axilares seja um dos
parametros utilizados na classificagdo dos tumores de mama pelo sistema TNM,
achamos interessante avaliar sua possivel associagao, como um fator isolado,
com a ploidia. Definimos assim tres grupos, com 0, 1 a 3 e mais de 3 linfonodos
axilares comprometidos. A maioria das pacientes apresentava 1 a 3 ou mais de 3

linfonodos afetados, respectivamente 35,1% e 38,3%. Na tabela V podemos
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observar a distribuicdo destes sub-grupos entre os tumores dipldides e
aneupldides. Dentre as 50 que nao tinham comprometimento axilar, 20 (40%)
eram dipléides, e esta porcentagem diminuiu para 28% naquelas que

apresentavam metastases axilares.

Tabela V- Extensao do comprometimento dos linfonodos axilares

DNA n2 de linfonodos comprometidos

0 1a3 + de 3
Diploide 20(40%) 18(27,3%) 20(27,7%)
Aneupldide 30(60%) 48(72,7%) 52(72,2%)
Total 50 66 72

A progressao da doenga foi definida com base no tempo decorrido
desde a presentagao da doente com sintomas até a manifestagdo de um novo
sintoma: recorréncia local ou metéstases a distancia. Excepcionalmente, no
caso do pequeno numero de tumores em estadio IV, estabelecemos como
indicador de progressao o aparecimento de metastase em novo local ou morte
por céncer. Assim as pacientes foram divididas em dois grupos : e0
correspondendo as que n&o apresentaram estes sintomas durante o periodo de
observagao; e el aquelas em que foram observados sintomas indicativos de

progressao da doenca.
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Tabela VI- Recorréncia no grupo total, em relagéo ao estadiamento.

Estadio
Recorréncia E(TNM [ +11) L(TNM ll1+1V) Total
el (+) 25(39,1%) 39(60,9%) 64
e0 (-) 71(59,7%) 48(40,3%) 119
Total 96(52,5%) 87(47,5%) 183

(p=0,0122)

Coerentemente com o esperado, a tabela VI mostra que a proporgéo de
tumores em estadios mais avangados é significantemente maior no sub-grupo et
(p=0,0122), considerando-se o total dos tumores estudados, assim como entre
os tumores aneupldides os mais avangados (L) representam 67,35% daqueles
que recidivaram (tabela VII). Esta proporcdo nao foi observada entre os

dipldides, como mostra a tabela VIIl.

Tabela VII- Recorréncia nos tumores aneupldides, de acordo com o

estadiamento.

Estadio
Recorréncia E(TNM 1+11) L(TNM I +1V) Total
el (+) 16(32,6%) 33(67,4%) 49
e0 () 43(53,8%) 37(46,2%) 80
Total 59(45,7%) 70(54,3%) 129

(p=0,0314)



Tabela VIII- Recorréncia em tumores dipldides em relagdo ao estadiamento da

doencga.
Estadio
Recorréncia E(TNM I+11) L(TNM HlI+1V) Total
el (+) 9(60,0%) 6(40,0%) 15
e0 (-) 28(71,8%) 11(28,2%) 39
Total 37(68,5%) 17(31,5%) 54
(p=0,6109)

Tabela IX- Recorréncia do tumor em relagéo a ploidia

Recorréncia
DNA el (+) e0 (-) Total
dipldide 15(27,8%) 39(72,2%) 54
aneuploide 49(38,0%) 80(62,0%) 129
Total 64(35,0%) 119(65,0%) 183

(p=0,2499)

O tempo de observagdo das pacientes com tumores dipldides e
aneupldides (figura 8) variou em decorréncia de diferentes fatores, embora

possamos assumir que estes estariam influenciando igualmente os dois sub-



grupos (Dipldides e Aneupldides). A figura 9 ilustra a frequéncia dos intervalos
decorridos para a recorréncia da doenga nas pacientes cujos tumores eram
dipldides ou aneupldides. Embora nao se tenha observado diferenga na
frequéncia de pacientes que recidivaram nos dois sub-grupos, dipldide e
aneupldide (tabela IX), a distribuicdo do tempo do recorréncia dos dipléides é
bastante irregular. Os tumores aneupldides definiram um grupo de pacientes
com de recorréncia, em que o intervalo de tempo para que esta ocorra varia
desde poucos meses apds a cirurgia até varios anos. O tempo médio de
observagao foi de 28 meses para os tumores dipldides e 26,9 meses para 0s
aneupldides, estendendo-se para 30,2 e 31,3 meses, respectivamente se
considerarmos apenas os que nao apresentaram recorréncia. A figura 10
possibilita a comparagéo destes valores, mostrando ainda que o tempo médio de
recorréncia foi de 22,4 meses nos tumores dipléides e de 18,8 meses nos
aneupldides.

Com base nos dados aqui apresentados formulamos a hipdtese de que a
progressdo da doenga seria mais rapida nos portadores de tumores primarios
aneuploides, utilizando como pardmetro o tempo de recorréncia.

Normalmente, a anélise de sobrevida de pacientes de cancer de mama
para definicdo de fatores progndsticos requer grande nimero de casos e longos
periodos de seguimento, devido ao comportamento heterogéneo da doenga. Os
estudos prospectivos dificimente preenchem estas exigéncias, sendo
especialmente dificeis no Brasil, onde ndo ha centralizagao das informagdes dos
pacientes de cancer.

Muitos individuos abandonam o estudo por diferentes razdes e
consequentemente o seguimento dos doentes mostra uma grande variagao.
Temos de considerar ainda que € impossivel seguir completamente pacientes

que apresentardo recorréncia ou morte apds longos periodos de tempo.
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Isto leva a um grande numero de dados censurados. Pode-se assumir, todavia,
gue ambos os grupos, dipldide e aneupldide, séo igualmente afetados por estes
fatores. Conclusées diretas séo dificeis. Evidentemente, amostras com muitos
eventos censurados apresentam grande variabilidade nos dados o dificultando a
aplicagdo de métodos estatisticos padrées. A analise estatistica Bayesiana €
baseada no célculo de probabilidades e as conclusdes e decisboes séo
baseadas nos resultados destes célculos.

No presente trabalho, utilizando métodos Bayesianos, calculamos a
probabilidade da média do tempo de recorréncia de um grupo (dipléide) ser
maior que a do outro (aneupldide), estabelecendo as conclusbes com base
nestes calculos. As probabilidades foram calculadas usando o modelo
exponencial de sobrevivéncia, que permite incluir os dados censurados. Na
realidade, usamos a informag&o x>t quando o elemento abandona o estudo no
tempo t com x sendo o tempo necesséario para recorréncia da doenga.
Consideramos como distribuigbes a priori, uniformes no eixo positivo da reta.
Embora impréprias estas distribuicbes sdo usadas para evitar qualquer influéncia
do pesquisador sobre os resultados finais. Assim, calculamos as distribuicdes a
posteriori das médias de sobrevida dos dois grupos envolvidos. Foi obtida a
distribuicao da razéo entre as duas médias e esta distribuicao é F de Snedecor.
Calculamos entédo a probabilidade de que a média do primeiro grupo (dipléide)
seja maior do que a do segundo (aneupldide). O resultado final encontrado €
0,875. Na realidade, foi calculada Pr {F<1,363}, onde 1,363 = 1518/16

3481/50
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lll- Ploidia em tumores primarios e respectivas metastases axilares.

Em outra abordagem analisamos o DNA nuclear de 141, tumores
primarios e de um a tres linfonodos axilares suspeitos de comprometimento a
cirurgia , em cada caso. Um dos casos correspondia a um tumor de mama de
um homem e n&o foi computado com os demais 140. Em 55 dos casos os
ganglios foram confirmados como comprometidos ao exame histopatoldgico. O
grau de ploidia do tumor primario foi utilizado para definir os dois sub-grupos:
dipldides, 14(25%) dos casos, e aneupldides 41(75%).

A classificag&o dos histogramas segundo seus padrdes foi utilizada nesta
analise para melhor comparagcdo dos dados referentes aos tumores primarioa
com os das recpectivas metastases axilares. A figura 11 mostra os dados de um
dos casos analisados em que um dos linfonodos era comprometido e o outro
ndo. Os padroes dos histogramas concordaram em 80% dos casos,
predominando os de tipo Ill (figura 12). A distribuicdo das medianas de DNA
observadas nestes sub-grupos dipldides e aneupldides, € mostrada
respectivamente nas figuras 13a e 14a. Os valores de DNA das metastases
axilares dos tumores dipléides, embora em sua maioria também dipldides,
desviam de 2C em alguns casos (figura 13b). Ao contréario , os valores de DNA
tendem a ser menores nas metastases ganglionares do que nos respectivos
tumores primarios, quando estes séo aneupldides (figura 14b). Nestes observa-
se predominancia de valores entre 2,5C e 3,5C, tendendo a uma distribuigédo
bimodal. com picos em 2C e a regido hiperdipldide. Estas diferengas ficam mais
evidentes na figura 15, onde podemos comparar 0s dois sub-grupos e

respectivas metastases, quanto aos seus valores médios.
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IV- Avaliagao resposta a quimioterapia em pacientes em estadio Il,

em relacao a ploidia do tumor.

Um grupo de 40 pacientes em estadio Il foi seguido por um tempo
minimo de 30 meses. Aquelas que apresentavam linfonodos axilares foram
submetidas a quimioterapia adjuvante (tipo CMFVP-ciclofosfamida, metotrexato,
fluoracil, vincristina e prednisona). Foi considerada mé resposta ao tratamento a
manifestagdo de sintomas indicativos de recorréncia local ou metastases a
distancia e este dado analisado em relagdo a ploidia do tumor. As pacientes
foram estratificadas de acordo seu estado menopausico. Estes resultados sdo
mostrados na tabela X. O Unico sub-grupo que se distingue dos demais é o das
pds-menopéusicas, com metastases axilares que apresentaram novas
manifestagdes da doenga no periodo de observagédo: todas apresentavam valor
de DNA 4 a 4,4C. Estes valores eram mais altos que os observados nos outros
sub-grupos, apresentavam pouca variagdo entre si e 0s histogramas de
distribuicdo em cada tumor era do mesmo tipo: valores amplamente espalhados
sem definicdo de um pico, correspondendo ao padrao IV (figura 16). Nos outros
sub-grupos esta uniformidade nao foi observada (figura 1).

O numero de pacientes analisados nestes estudo € muito pequeno, mas
os resultados das pos-menopdausicas de mé resposta & muito uniforme,
sugerindo que esta avaliagdo deve ser ampliada para maior nUmero de casos.
14 das 40 (35%) das mulheres eram pre-menopausicas com idade média de 35
anos, enquanto que as demais, pés-menopausicas, tinham idade média de 60
anos. As pacientes com linfonodos comprometidos compreendiam 62,5% dos

casos.



Tabela X- Valores de DNA (C) em carcinomas ductais invasivos, estadio Il, em

relagdo a resposta a terapia adjuvante.

Linfonodo negativo Linfonodo positivo
s/ sintomas recidiva s/sintomas recidiva

Pré-menopausa

3,2 2,4 2,4 2,4

2,0 2,8 2,0

4,0 3,2 2,4

2,4 3,6 2,4
Média

2,9 - 2,9 2,3
P&s-menopausa

2,4 2,4 4,0

4,8 2,0 4,0

4,0 2,8 4,0

4,0 2,8 4,0

2,0 2,4 4,0

3,2 2,8 4,4

4,4 2,8 4,0

2,0 2,4

4,0 2,4

3,6

meédia

3,4 2,5 4,1
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Figura 16. Histogramas de DNA representativos dos tumores com linfonodos

comprometidos, que apresentaram recorréncia antes de 30 meses, nas mulheres

pos-menopausicas
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O papel da aneuploidia na biologia tumoral é ainda pouco compreendido
e por representar um fendmeno muito amplo, provavelmente envolve além das
alteracbes cromossémicas nUmericas, alteragbes estruturais. Como
consequéncia poderia haver desequilibrio na dosagem e regulagéo génica que
por sua vez determinaria um efeito promotor de crescimento celular. De um
modo geral a aneuploidia tem sido grandemente estudada na fase de progressao
tumoral, havendo pouca informagéao sobre seu envolvimento em fases iniciais da
transformagé&o maligna (iniciagao e promogéo tumorais) e talvez este seja um dos
aspectos que dificultam o entendimento de seu papel na etiologia do céncer.

A alta frequéncia de aneuploidia (67%) observada nos tumores malignos,
contrastando com os fibroadenomas (todos dipléides) confirmou mais uma vez o
conteudo anormal de DNA como marcador de malignidade. Embora a maioria
dos tumores analisados fossem carcinomas ductais invasivos e outros tipos
histoldgicos representassem um numero muito pequeno de casos em nossa
amostra, observamos que os carcinomas medulares tendem a ser aneupldides
em quase sua totalidade. Estes dados concordam com os de outros autores
(Moran et al., 1984; Feichter et al.,1 988) que comparam a frequéncia de
aneuploidia em diferentes tipos histoldgicos de tumores de mama. McDivitt et.al.
(1986) postulam ainda que a ndo-diploidia estaria sempre associada a tumores
mais agressivos, de mesmo tipo histoldgico ou néo. Estes autores observaram
gue os carcinomas papiliferos e coldides tendem a ser dipldides com pequena
fragcdo de células em S, enquanto que os medulares além de aneupldides
apresentam grande fragdo de células em S. A aneuploidia estaria ainda
associada ao baixo indice de diferenciagéo do tumor (Olszewski et al., 1981).

A frequéncia de aneuploidia por nds observada nestes tumores esta
dentro da faixa encontrada na maioria dos outros estudos realizados em tumores
de mama. Feichter et al. (1988) constroem em seu trabalho uma tabela

resumindo os principais dados relativos a frequéncia de aneuploidia em céncer
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de mama, determinada por citometria de fluxo. Das 21 citagdes, 13 apresentam
mais de 60% de casos aneupldides. Outros estudos utilizando métodos
diferentes de quantificagdo de DNA (Auer et al., 1984) mostram incidéncias
semelhantes de tumores nao dipldides. Entretanto devemos considerar que uma
comparacéo direta entre os diferentes trabalhos teria de levar em conta varios
fatores que possam ser determinantes de variabilidade tais como: tipo de material
utilizado nas analises, coloragdo, método de quantificagéo, etc. A comparagéo
entre os diferentes métodos mostra uma razoavel concordéncia entre andlise de
imagem e citometria de fluxo e entre esta e citometria de varredura (Fossa et al.,
1983; Cornelisse & van Driel-Kulker, 1985). Maiores diferencas seriam
decorrentes do uso de material emblocado em estudos retrospectivos, pois além
de possiveis variagdes na fixacdo, necessitam ser desparafinizados e dissociados
enzimaticamente antes da coloragdo, o que por sua vez pode levar ao
aparecimento de grande proporg¢éo de debris celulares. O uso de material fresco
para a obtencao de dados mais confiaveis, como no presente estudo é portanto
grandemente oportuno.

A distribuicdo dos valores de DNA observados nos carcinomas ductais
invasivos, tende a ser bimodal, concordando com dados prévios da literatura
(Fossa et al., 1983; Ewers et al.,, 1984; Moran et al., 1984). Esta tendéncia €
reforcada pela classificagdo dos tumores em sub-classes de ploidia, que mostra
como dominantes as classes dipldide e tetrapldide. Se considerarmos ainda que
o valor do DNA corresponderia ao nimero modal de cromossomos nestas
células, poderiamos inferir que os nossos dados concordam com a hipdtese de
Ewers et al. (1984). A hipotese postula que linhagens hipotetraploides seriam
originadas via um processo de poliploidizagéo das células normais, seguida pela
perda gradual de cromossomos. Consequentemente, a probabilidade de
existrem linhagens tetrapldides seria maior do que a de linhagens

hipotetrapléides.
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Os histogramas referentes a distribuicdo dos valores de DNA nos
diferentes estadios da doenca e os valores medios de cada estadio sugerem que
as alteragdes quantitativas de DNA aumentariam com a progressao da doenga,
podendo refletir instabilidade genética decorrente da progressao tumoral (Nowell,
1986).

Observamos associagdo significante entre a frequéncia de tumores
dipldides e estadios iniciais da doenga. Este dado é importante uma vez que é a
alta proporgéo de tumores em estadio lll em nossa amostra, caracteristica
usualmente n&o observada nos demais estudos. Deste modo ha um equilibrio
em relagéo ao numero de casos em fases iniciais e tardias, quando definimos os
sub-grupos E(TNM I+11) e L(TNM Il +1V). Nos paises mais avangados programas
de prevencéo de cancer mais eficientes deslocam a maior frequéncia de casos
para estadios precoces, Il ou até mesmo |. Sharma et al. (1991) analisam o DNA
em um grupo de pacientes na india chamando a atengéo para algumas de suas
caracteristicas especificas dentre as quais idade menor, elevado numero de
paridades e idade mais jovem ao 12 parto, ndo fazendo referéncia aos estadios.
Por outro lado, as pacientes por nds analisadas sdo mais velhas, havendo,
portanto, maior nimero de pds-menopausicas entre elas.

Informagdes adicionais e conclusivas sobre fatores progndsticos podem
ser obtidas a partir de estudos de tumores representando diferentes regides
geograficas e portanto diferente "background" genético. A importancia da
inclusdo destas diferentes amostras neste tipo de estudo foi previamente
assinalada por Paterson et al. (1991) quando analisaram o valor prognéstico da
amplificagdo do oncogene erb-B2 em uma populagdo bem controlada de
mulheres com cancer de mama em Alberta, Canada. Dentre estas pacientes foi
possivel identificar um sub-grupo de alto risco de recorréncia e morte associada

a amplificagéo deste oncogene, com tumores sem comprometimento axilar.
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N&o observamos diferengas quando comparamos a frequéncia de casos
aneupldides e dipldides em relagdo a correlagéo entre o numero de linfodos
comprometidos, como parametro isolado dos demais utilizados na classificagéo
pelo sistema TNM. Este aspecto € bastante controvertido, alguns autores
sugerem uma correlagdo positiva (Fossa et al.,, 1984) enquanto outros nao a
detectam (Moran et al., 1984; Ewers et al., 1984) e Cornelisse et al. (1987)
encontram correlagéo entre aneuploidia e tumores com mais de dez linfonodos
comprometidos. De um modo geral podemos assumir que a correlagao entre
estes dois parédmetros é fraca.

Os dados discutidos até aqui levam-nos a questionar qual seria a sub-
populagdo de ceélulas tumorais com capacidade de metastizagdo. Se a
aneuploidia esta associada com a progressao da doenga, meramente como
consequéncia da instabilidade genética, poderiamos imaginar que as mais
aberrantes quanto a ploidia fossem as que apresentassem maior agressividade.

A andlise de especimens oriundos de metastases distantes é
praticamente inviavel e portanto abordamos este problema analisando
comparativamente tumores primarios respectivas metastases axilares. As células
tumorais do linfonodo tem valores de DNA menores do que os dos tumores
primarios, quando estes sdo aneupldides. E ainda em parte dos casos tumores
primarios e metastases axilares apresentaram mesmo valor de mediana e mesmo
padrao de histograma de DNA. Estes dados sugerem que as populagdes
celulares que teriam capacidade de metastizacdo ndo seriam as grandemente
aberrantes quanto ao seu conteudo de DNA, embora devam ter mesma origem,
isto é, as células das metastases representariam pela menos parte da populagédo
do tumor priméario. Dados de Remvikos et al. (1988) mostram grande
concordancia entre os indices de ploidia de tumores primarios e respectivas
metastases axilares, atestando sua origem comum, contrariamente aos tumores

bilaterais simultaneos.
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Resumindo, nossos dados apontam para o envolvimento da aneuploidia
na progresséo tumoral e colocam as células hipotetrapldides como candidatas a
maior potencial de agressividade. Nao temos informagdes entretanto que nos
permitam excluir um possivel papel adicional de alteragdes quantitativas do DNA
em fases anteriores do desenvovimento tumoral, ou mesmo a existéncia de sub-
grupos de tumores em que a aneuploidia, presente desde suas fases iniciais,
constitua uma caracteristica bioldgica especifica. Em neuroblastomas por
exemplo, a amplificagdo do oncogene N-myc foi correlacionada com o estagio da
doenga, mas um elevado numero de cdpias do gene indica pior progndstico,
independentemente do estadio da doenga (Brodeur & Seeger, 1986).

A recorréncia (local ou distante) foi o parametro utilizado na anélise da
associagao entre a progressdo da doenga e a aneuploidia. Esta analise resultou
em alguns pontos interessantes: entre os tumores dipldides que apresentaram
recidiva 60% representavam estadios iniciais e na avaliagdo da resposta a
quimioterapia dos tumores em estadio Il onde observamos ma resposta nas
mulheres pds-menopéusicas com valor da mediana de DNA de 4C e histograma
tipo IV. Neste caso, € importante a associagdo dos dois parametros, pois o
padréo IV ndo define uma populagéo celular principal Estes dados concordam
com os de Falenius et al., 198 , que mostram a associagao entre pior prognodstico
e padrao IV de histograma de DNA. O nUmero de pacientes que constituem
estes dois estudos ¢ insuficiente para conclusdes definitivas, embora Cornelisse
et al. (1987) tenham também observado que, nas mulheres pds-menopausicas
com linfonodos comprometidos, a ploidia € um fator progndstico adicional
independente, (definido por analise de regresséo de Cox). Neste grupo de
pacientes a aneuploidia pode ser considerada como um fator associado a
agressividade bioldgica do tumor.

A proporgdo de tumores aneupldides e dipldides que recidivam é

equivalente, como ja mostrado anteriormente, embora outros pesquisadores
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tenham mostrado maior frequéncia de recorréncia (Ewers et al., 1984; Sharma
et al., 1991) ou morte (Kallioniemi et al., 1988) em pacientes com tumores néo
dipldides. Alguns autores mostram a inexisténcia de efeito da ploidia sobre o
progndstico de sobrevida apds o aparecimento de metéastases a distancia
(Friedlander et al., 1984; Cornelisse etal., 1987; Hedley et al., 1987), o que reforga
0 interesse no estudo do tempo de recorréncia, parémetro este que reflete
diretamente a progresséao tumoral.

A observacédo de tempo de recorréncia mais curto em pacientes com
tumores aneupldides mostrou-se consistente. Empregando meétodos de analises
Bayesiana, determinamos como sendo de 0,875 a probabilidade da paciente
com tumor aneupldide manifestar sintomas indicativos da progressAo da doenga
em tempo mais curto do que aquelas com tumor dipldide. Este dado sugere a
ploidia do tumor como um parémetro relevante na avaliagéo clinica da paciente
de cancer de mama, cuja exata dimensao depende ainda de dados adicionais
sobre sua possivel correlagdo com a resposta a terapia adjuvante. A viabilizagao
da analise sequencial da presenga de receptor de estrégeno e quantificagdo do
DNA nuclear em uma mesma preparagao citoldgica, feita a partir de bidpsia
aspirativa de agulha fina (Pestana et al., 1991), amplia as possibilidades de
estudos prospectivos mais detalhados, assim como possibilita a escolha da
terapia adjuvante mais efetiva.

Dados correlacionando ploidia do tumor primario com a resposta a
terapia adjuvante sdo ainda insuficientes para estabelecimento de qualquer
conclusédo. Pode-se imaginar que células tumorais aneupldides respondam
diferentemente ao tratamento secundario, como sugerido por Herman et al.
(1984) e Quirke & Dyson (1986), afetando assim a avaliagdo do progndstico.
Dados preliminares de nosso grupo mostraram que a resposta a quimioterapia
neoadjuvante, avaliada pela remissdo do tumor primario, € mais eficiente nos

aneupldides.
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Considerando ainda a incidéncia de recorréncia mais alta nos estadios
iniciais entre os tumores diploides, podemos inferir que o envolvimento deste tipo
de alteragGes com o processo de carcinogénese é realmente muito complexo. A
expressao do fendtipo plenamente transformado em um tipo celular pode resultar
de mecanismos diferentes, embora levando a tumores semelhantes pelos
critérios histopatolégicos usuais. Entretanto, eles apresentariam comportamento
biolégico diferente. Deste modo, dentro de ambos os grupos de tumores,
dipléides e aneupldides, devem existir sub-grupos mais homogéneos.

Alteracdes de DNA ao nivel molecular, tais como amplificagao e delegbes
em genes especificos, ao contrario de mutagdes pontuais sao frequentes nos
tumores de mama. A amplificagéo principalmente de erb-B2 e int-2 tem sido
bastante estudadas objetivando basicamente avaliar seu valor prognéstico (Cline
et al., 1987; Theillet et al., 1989; Slamon et al., 1989; Paterson et al., 1991). As
delegOes principalmente do cromossomo 17, envolvendo ou ndo o gene p53,
tem sido detectadas em alta frequéncia em tumores de mama (Sato et al., 1990;
Thompson et al., 1992).

O risco aumentado de cancer de mama em mulheres com mée ou irma
afetadas, especialmente quando a doenga desenvolve-se antes da menopausa
ou é bilateral, foi demonstrado com base em evidéncias epidimioldgicas
(McKenzie, 1991). Exemplificando a interagdo entre alteracbes génicas
especificas e o background genético do individuo no processo de transformacéo
maligna, podemos citar os dados obtidos em camondongos com mutacao “null”
(negativa) de p53, que apresentam alta taxa de tumores. O tipo histoldgico de
tumor observado nestes animais obedece a predisposigéo particular da linhagem
de camondongo (Donehower et al., 1992).

Portanto, a andlise da associagéo entre estas alteragbes de DNA em
vérios niveis, e também das suas possiveis consequéncias sobre a expresséo
génica, deverdo possibilitar a estratificacdo segura de sub-grupos tumorais

guanto a sua agressividade, melhorando as perspectivas de cura da doenga.
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APPENDIX

A.1. Model

Consider two exponential populations with parameters o and B
respectively. That is, the probability density functions relative to these populations
aref a(x) = e ™ x>0 and f B(y) = ge*¥ y > 0.

The expected values of these two densities are 1/a and 1/8, respectively.
From the two densities, samples of sizes 54 and 129 elements are observed.
Since part of the sample was censured, the likelihood function obtained from the
datais L (o, B) = [«™" e5%] [g"" e#Y], where S, and S, are the total time on
test (Kalbfleisch and Prentice, 1980) of the two samples and m-1 and n-1 are the
numbers of units that were complete observed in the two samples. In our case we
havem = 16, n =50, S, = 1512 e Sy = 3481.

The maximum likelihood estimates of the means of the two populations are
1512 / 15 = 100.80 and 3481 / 49 = 71.04, respectively.

To estimete o and 8 it is enough to take the inverse of these two numbers.

A.2. Analysis

Using the Bayesian Approach (Aitchison & Dunsmore, 1975), we consider
non-informative flat prior densities for the parameters a« and 8. Consequently, the
posterior densities of @ and 8 are independent gamma densities with parameters
(16; 1512) and (50; 3481), respectively. This is equivalent to say that
o'=0a1512 /16 and p'= B3481 / 50 are distributed as X? distributions with 32
and 100 degrees of freedom, respectively.

Our interest is to compute the probability that the mean of the first
population is greater than the mean of the second population; that is, we want to
compute Pr {1/a > 1/8} = Pr {a/8 < 1} = Pr {«’'/8 < 94.50/69.62} =
Pr{e'/8 < 1.36}.



Since o'/B’ is distributed as F-Snedecor with 32 and 100 degrees of

freedom we finally have Pr {a/8 < 1} = Pr {e’/8’ < 1.36} = 0.875.

Hence, with probability 0.875 the mean of the first population is greater

than the mean of the second. With this result, our decision is in favor of the

hypothesis erased in this paper.
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