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SEM SENTIDO, SEM PALAVRAS, SEM RAZÕES 

Não sejas o hoje. 

Não suspires por ontens •.. 

não queiras ser o de amanhã. 

Faze-te sem limites no tempo. 

Vê a tua vida em todas as origens. 

Em todas as existências. 

Em todas as mortes. 

E sabes que serás assim para sempre. 

Não queiras marcar a tua passagem. 

Ela prossegue: 

É a passagem que se continua. 

É a tua eternidade. 

És tu. 

Cecz1ia Meireles, Cântico 11 
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RESUMO 

Cavalher FP. Caracterização do gene ADAM23 como um novo marcador 

molecular de prognóstico em câncer de mama. São Paulo; 2007. [Dissertação de 

Mestrado-Fundação Antônio Prudente] 

O câncer de mama é o principal tipo de câncer responsável por óbitos entre as 

mulheres brasileiras, a maior parte deles em conseqüência de metástases. O 

prognóstico de pacientes com câncer de mama é estimado principalmente na 

presença de metástases em linfonodos axilares e no tamanho do tumor. Entretanto, 

cerca de 30% das pacientes com linfonodos negativos morrem em decorrência da 

doença, evidenciando a necessidade de marcadores moleculares mais sensíveis e 

específicos capazes de predizer com maior precisão a evolução da doença e o 

esquema terapêutico a ser seguido. O gene ADAM23 encontra-se freqüentemente 

silenciado por hipermetilação de sua região promotora em linhagens tumorais 

metastáticas e tumores primários de mama em estágios mais avançados. Neste 

trabalho, avaliamos o padrão de metilação da ilha de CpG localizada próxima ao sítio 

de início de transcrição do gene ADAM23 (região 2) em 94 amostras de tumores de 

mama previamente analisadas em nosso laboratório para a presença de 

hipermetilação em uma ilha de CpG localizada de -1 025pb a -549pb do sítio de 

início da transcrição (região 1 ). A presença de hipermetilação na região 2 foi 

detectada em 14 das 94 (14.9%) amostras e foi associada significativamente ao 

tamanho do tumor, ao número de linfonodos comprometidos por metástases e à 

superexpressão da proteína p53. Pacientes com hipermetilação na região 2 tiveram 

sobrevida livre de metástase à distância (SLMD) e sobrevida global específica (SGE) 

em 5 anos significativamente menores do que as que não apresentaram ADAM23 

hipermetilada (57.1 versus 85.7%, p<0.018, e 71.4% e 92.3%, p=0.037, 

respectivamente). A hipermetilação da região 2 também se revelou um fator de 

prognóstico independente para a SLMD e SGE. Uma análise estatística combinada 

mostrou que a presença de hipermetilação nas duas regiões do promotor da 

ADAM23 tem maior valor prognóstico quando comparada à presença de metilação 



em apenas uma região ou em nenhuma das duas regiões (37.5% versus 74.1% versus 

91.0%, p<0.001 para SLMD e 50.0% versus 92.4% versus 93.1 %, p<0.001 para 

SGE). A hipermetilação na duas regiões da ADAM23 também se revelou um fator de 

prognóstico independente para SLMD (HR 8.84, IC 95%, 2.31-33.76, p=0.001) e 

SGE (HR 9.97, IC 95%, 1.96-50.61, p=0.006). Para avaliar o valor prognóstico da 

detecção de hipermetilação no gene ADAM23 em plasma de pacientes com câncer 

de mama nós analisamos 37 amostras de plasmas de pacientes cujo tumor primário 

apresentava hipermetilação em ADAM23. A presença de hipermetilação no 

promotor do gene ADAM23 foi observada em 51.4% (19/37) das amostras. 

Entretanto, a análise de sobrevida não mostrou diferença significativa entre as taxas 

de SLMD e SGE das pacientes que apresentaram ADAM23 hipermetilada no plasma 

e as pacientes que não apresentaram. Por fim, analisamos o perfil de metilação das 

regiões 1 e 2 do promotor da ADAM23 em linfonodos sentinelas de pacientes com 

câncer de mama a fim de avaliar sua utilização como uma ferramenta molecular para 

detecção de células metastáticas em linfonodos sentinela. A presença de 

hipermetilação na região 1 da ADAM23 foi verificada nos linfonodos sentinelas de 

86.9% (20/23) das pacientes sem linfonodos comprometidos, segundo a análise 

histo-patológica, e CUJO tumor primário apresentava ADAM23 hipermetilada, 

sugerindo a presença de células metastáticas não detectadas pela análise histo­

patológica convencional. Entretanto, não detectamos hipermetilação na região 2 em 

linfonodos de nenhuma das 8 pacientes que, além da região 1, apresentaram 

hipermetilação da ADAM23 na região 2 nos tumores primários de mama. Em 

conjunto, os resultados deste estudo demonstram que a presença de hipermetilação 

na região promotora do gene ADAM23 em tumores primários de mama pode ser 

utilizada como marcador molecular de prognóstico em pacientes com câncer de 

mama Além disso, a presença de hipermetilação no promotor do gene ADAM23 

também pode ser utilizada para detectar células tumorais metastáticas em linfonodos 

de pacientes com tumor de mama, oferecendo um método mais sensível e específico 

para a detecção de metástases linfonodais quando comparado à análise histo­

patológica convecional. 



SUMMARY 

Cavalher FP. [Characterization of ADAM23 gene as a new prognostic molecular 

marker in breast cancer]. São Paulo; 2007. [Dissertação de Mestrado-Fundação 

Antônio Prudente] 

Breast cancer is the major type of cancer responsible for deaths in Brazilian women, 

most of them as a consequence of metastasis. Prognosis of breast tumor patients is 

mainly estimated by the presence of metastatic cells in the axillary lymph nodes and 

tumor size. However, about 30% of patients with negative lymph nodes die because 

of the disease, highlighting the need for more sensitive and specific molecular 

markers capable of accurately predicting the evolution of the disease and the 

therapeutic scheme to be followed. The ADAM23 gene is frequently silenced by 

promoter hypermethylation in metastatic tumor cell lines and primary breast tumors 

in more advanced stages. In this work, we evaluated the methylation pattem of the 

CpG island located near the transcription start site of the ADAM23 gene (region 2) 

in 94 breast tumor samples previously analyzed in our laboratory for the presence of 

hypermethylation in another CpG island located at -1025 to -549 bp in relation to the 

transcription start si te (region 1 ). The presence o f hypermethylation in region 2 was 

detected in 14 out of94 (14.9%) samples and was significantly associated with tumor 

size, number of positive lymph nodes and p53 protein over expression. Patients with 

hypermethylation in region 2 had a shorter distant metastasis free survival (DMFS) 

and disease specific survival (DSS) in 5 years than those that didn't show ADAM23 

hypermethylated (57.1 versus 85.7%, p<0.018, and 71.4% e 92.3%, p=0.037, 

respectively). Hypermethylation in region 2 was also found to be an independent 

prognostic factor for DMFS and DSS. A combined statistic analysis showed that the 

presence of hypermethylation in both regions of ADAM23 promoter have a greater 

prognostic value when compared to presence of methylation in one of the two 

regions or in none of them (37.5% versus 74.1% versus 91.0%, p<0.001 for DMFS 

and 50.0% versus 92.4% versus 93.1 %, p<0.001 for GSS). Hypermethylation in both 



(HR 8.84, IC 95%, 2.31-33.76, p=0.001) and DSS (HR 9.97, IC 95%, 1.96-50.61, 

p=0.006). To evaluate the prognostic value of detecting ADAM23 hypermethylation 

in the plasma of breast cancer patients we analyzed 37 plasma samples from patients 

harboring primary tumors with ADAM23 hypermethylation. The presence of 

ADAM23 promoter hypermethylation was observed in 51.4% (19/37) of samples. 

However, survival analysis didn't show a significant difference between DMFS and 

DSS rates from patients that presented ADAM23 hypermethylation in plasma and 

those that did not. Finally, we analyzed the methylation pattem of ADAM23 

promoter regions 1 and 2 in sentinellymph nodes of breast cancer patients in order to 

evaluate its use as a molecular tool to detect metastatic cells in sentinellymph nodes. 

The presence of hypermethylation in region 1 of ADAM23 was verified in the 

sentinellymph nodes of 86.9% (20/23) of the patients with negative lymph nodes, 

according to the histo-pathological analysis, and in whose primary tumors ADAM23 

was hypermethylated, suggesting the presence of metastatic cells not detected by the 

conventional histo-patological analysis. However, we didn't detect hypermethylation 

in region 2 in the sentinellymph nodes of neither 8 patients that, besides region 1, 

showed hypermethylation of ADAM23 in region 2 in primary breast tumors. 

Together, these results show that the presence of hypermethylation in the promoter 

region of ADAM23 gene in breast primary tumors can be used as a prognostic 

molecular marker in breast cancer patients. Besides, the presence of 

hypermethylation in the promoter region of ADAM23 gene can also be used to detect 

metastatic tumor cells in sentinellymph nodes of breast cancer patients, offering a 

more sensitive and specific method to detect lymph nodes metastasis as compared to 

convetional histo-patological analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O CÂNCER DE MAMA 

1.1.1 Epidemiologia 

O câncer de mama possui uma alta incidência em todo o mundo, sendo o tipo 

mais freqüente de câncer dentre as mulheres ocidentais. Nos Estados Unidos, estima­

se a identificação de 678.060 novos casos de câncer para o ano de 2007, sendo que 

26% (178.480) correspondem a tumores invasivos de mama. Neste ano também são 

estimadas aproximadamente 40.460 mortes decorrentes de câncer de mama nos 

EUA, o que representa 15% de todos os óbitos por câncer e o segundo tipo de câncer 

que mais provoca mortes, atrás apenas do câncer de pulmão. Entre as mulheres 

americanas, a probabilidade de desenvolver câncer de mama em algum momento da 

vida é de 1 em cada 8 mulheres (13%) e o risco de óbito decorrente deste tipo de 

tumor é de 1 em cada 33 (3%) mulheres (JEMAL et al. 2007). 

No Brasil, o Ministério da Saúde estimou para o ano de 2006 a identificação 

de aproximadamente 48.930 novos casos de câncer de mama, o que representa o 

surgimento de 52 casos a cada 100 mil mulheres (Ministério da Saúde 2005). No 

Brasil, o câncer de mama constitui a terceira maior causa de mortes, sendo a segunda 

no sexo feminino e o principal tipo de câncer responsável por óbitos entre as 

mulheres. Em 2003, foram registrados 9.335 óbitos decorrentes da doença na 

população feminina brasileira (Ministério da Saúde 2003). 
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A metástase representa a principal causa de morte para pacientes com câncer 

de mama. Aproximadamente 10 a 15% das pacientes com tumor de mama 

apresentam doenças agressivas que recidivam em até 3 anos após o diagnóstico 

inicial da doença. Entretanto, não é incomum o aparecimento de metástases em sítios 

distantes 10 ou mais anos após a identificação do tumor primário (STEEG 2004). Os 

sítios mais comuns de formação de metástases são ossos, pulmão e fígado (IEE 

1983). 

De acordo com a Sociedade Americana de Câncer (ACS), quando 

diagnosticado em estadios iniciais, o câncer de mama pode ser tratado com cirurgia 

conservadora e as taxas de sobrevida livre de doença em 5 anos para pacientes com 

doença local e sem envolvimento metastático dos linfonodos axilares são superiores 

a 95%. Em caso de espalhamento regional da doença, as taxas de sobrevida 

diminuem para 83%. Entretanto, quando há presença de metástases em outros 

órgãos, as taxas de sobrevida diminuem drasticamente, reduzindo-se a 

aproximadamente 26% (JEMAL et ai. 2007). 

Após a década de 80, a implementação de métodos de diagnóstico precoce, 

principalmente a realização de mamografias periódicas e de tratamentos adjuvantes 

com quimioterápicos, ocasionou um declínio considerável das taxas de reei di v a da 

doença e de mortalidade associadas à doença na população americana. Entretanto, as 

taxas de incidência permaneceram em crescimento contínuo até 2001, estabilizando­

se a partir desta data, o que reflete a maior acessibilidade aos serviços de saúde e a 

possibilidade de diagnóstico de tumores em estadios iniciais. 

Assim como outros tipos de tumores, as causas do câncer de mama não são 

conhecidas. Muitos fatores endógenos e exógenos parecem aumentar a 
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susceptibilidade à doença. Dentre os fatores de risco podemos citar idade avançada, 

história familiar, predisposição genética, menarca precoce (antes de 12 anos), 

menopausa tardia (após 55 anos), nuliparidade, gravidez em idade avançada (após 30 

anos), uso de contraceptivos orais, adoção de terapia hormonal durante a menopausa, 

tipo de dieta, obesidade após a menopausa, sedentarismo, consumo de álcool e fumo. 

O tipo histológico mais freqüente dentre os tumores malignos da mama é o 

carcinoma que tem origem a partir das células epiteliais que revestem os duetos e os 

lóbulos da glândula mamária. Os carcinomas podem se apresentar sobre a forma in 

situ ou invasiva. Os carcinomas invasivos representam de 70 a 80% de todos os 

tumores de mama identificados, sendo que destes cerca de 80% correspondem a 

carcinomas ductais invasivos, 10% a carcinomas lobulares invasivos e o restante a 

outros subtipos, como carcinomas tubulares, mucinosos, medulares, entre outros 

(TA V ASSOÉLI e DEVILEE 2003). 

1.1.2 Diagnóstico e Tratamento 

Entre os principais métodos de detecção precoce do câncer de mama incluem­

se o auto-exame, o exame clínico palpatório e a mamografia. Atualmente, a ultra­

sonografia e a ressonância magnética também têm sido empregadas como métodos 

de diagnóstico complementares à mamografia, indicados para pacientes mais jovens 

(abaixo de 35 anos) ou que possuem história familiar da doença, respectivamente. A 

sensibilidade destes métodos varia entre 46% e 88%, e sua especificidade varia entre 

82% e 99%, e são influenciadas por fatores como tamanho e localização da lesão, 

densidade do tecido mamário, qualidade dos recursos técnicos e habilidade e 

interpretação dos profissionais (COELHO e MAKDISSI 2006; JEMAL et al. 2007). 
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Após a detecção de uma massa sólida na mama, o paciente é submetido a 

biópsia e avaliação anátomo-patológica, a fim de confirmar o diagnóstico. Uma vez 

confirmada a ocorrência de carcinoma de mama, exames complementares são 

realizados para se determinar o estadiamento clínico da doença o qual, por sua vez, 

definirá a conduta terapêutica a ser seguida. Exames complementares incluem o raio­

X de tórax, a cintilografia óssea e a tomografia computadorizada e são geralmente 

realizados para avaliar a presença de doença metastática (V ANPOZNAK e 

SEIDMAN 2002). 

O sistema de classificação mais freqüentemente utilizado para o estadiamento 

do câncer de mama é o TNM, criado pelo AJCC (The American Joint Committee on 

Cancer) e pelo UICC (Union Internationale Contre le Cancer). Esse sistema se 

baseia especificamente no tamanho do tumor (T), no acometimento de linfonodos 

(N) e na presença de metástases à distância (M) (STYBLO e WOOD 1998; SOBIN e 

WITIEKIND 2004). 

O tratamento do câncer de mama baseia-se em terapias locais, sistêmicas e 

biológicas. Inicialmente, realiza-se a ressecção cirúrgica conservadora com remoção 

das margens do tumor ou, em casos mais avançados, a mastectomia radical, sempre 

acompanhadas pela remoção de linfonodos axilares. Logo em seguida, a radioterapia 

local pode ser indicada a fim de remover células cancerosas remanescentes na mama. 

O tratamento adjuvante geralmente é indicado para pacientes que possuem 

tumores maiores que 1 em ou com metástases em linfonodos axilares. A terapia 

adjuvante sistêmica baseia-se na quimioterapia e na hormonioterapia. Na primeira 

modalidade, diferentes combinações de esquemas quimioterápicos podem ser 

adotadas, empregando-se antracíclicos ( doxorrubicina ou adriamicina e epirrubicina) 
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e taxanos (paclitaxel e docetaxel). As combinações mais freqüentemente empregadas 

são: FAC (combinação das drogas 5-fluoraucil, adriamicina e ciclofosfamida), CMF 

(ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluoraucil) e FEC (5-fluoraucil, epirrubicina e 

ciclofosfamida), que podem ou não ser seguidas do uso de taxanos. A escolha do 

esquema terapêutico depende das características de cada paciente e da experiência do 

oncologista. 

No caso da hormonioterapia, o tamoxifeno é o mais comumente empregado, 

sendo indicado para pacientes com tumores de mama positivos para os receptores 

hormonais de estrógeno e progesterona. Em alguns casos, também pode ser indicado 

o uso de inibidores de aromatase. 

Recentemente, a terapia biológica utilizando o anticorpo monoclonal 

Trastuzumabe (Herceptina ~' que reconhece o domínio extracelular da proteína 

HER-2/neu, produto do oncogene c-erbB2, tem sido indicada para pacientes com 

tumores de mama que apresentam superexpressão de c-erbB2, o que é verificado em 

cerca de 15 a 30% dos casos. Estes tumores geralmente são muito agressivos e estão 

associados a altas taxas de recidivas (SLAMON et al. 1987, 2001). 

1.2 FATORES PROGNÓSTICOS EM CÂNCER DE MAMA E O 

ENVOLVEWENTODELHWONODOSA~ARES 

Os principais fatores prognósticos para o câncer de mama são a presença de 

metástases em linfonodos axilares e o tamanho do tumor. Além destes, outros fatores 

também são empregados, como o grau histológico, a presença de invasão linfática 

e/ou vascular, a expressão dos receptores hormonais de estrógeno e progesterona e a 
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superexpressão do oncogene c-erbB2. Entretanto~ cerca de 30% das pacientes que 

não apresentam comprometimento linfonodal morrem em decorrência da doenç~ 

provavelmente por possuírem células metastáticas não detectadas ao diagnóstico 

(FISHER e GEBHARDT 1978). Teoricamente, essas pacientes se beneficiariam da 

administração de terapia adjuvante; contudo não é possível, até o momento~ 

identificá-las. Por outro lado~ a adoção de terapia adjuvante em todas as pacientes 

submetidas a ressecção cirúrgica é inviável, devido à alta toxicidade do tratamento e 

ao seu elevado custo (THOMSSEN et al. 2003). Estima-se também que cerca de 30 a 

40% das pacientes com tumor de mama e que possuem linfonodos acometidos por 

metástases permaneceriam livres de recidiva da doença em 10 anos e não 

necessitariam receber terapia adjuvante (HELLMAN 1994 ). Estes dados evidenciam 

a importância da identificação de marcadores moleculares de prognóstico mais 

sensíveis e específicos, capazes de identificar os grupos de baixo e alto risco para o 

desenvolvimento de metástases, predizer com maior acuidade sua evolução clínica e 

apontar as pacientes que realmente se beneficiariam da adoção do tratamento 

adjuvante sistêmico. 

A análise histo-patológica dos linfonodos axilares é realizada logo após sua 

remoção da axila das pacientes~ durante a cirurgia da mama. Inicialmente, o tecido 

linfonodal é examinado manualmente por palpação cuidadosa. Os linfonodos são 

isolados e aparecem macroscopicamente como nódulos de coloração parda ou pardo­

amarelada quando livres de metástases, ou esbranquiçados e endurecidos quando na 

presença de células metastáticas. Em seguid~ são enviados para avaliação 

microscópica. Para o exame histo-patológico dos linfonodos axilares é empregado o 

bi-seccionamento. A detecção de células tumorais é realizada mediante coloração dos 
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cortes histológicos com hematoxilina-eosina (H&E), seguida por imunoistoquímica 

com marcadores de células epiteliais ( citoceratinas) nos casos em que não foram 

detectadas metástases pela coloração com hematoxilina-eosina. 

A análise histo-patológica de linfonodos axilares é uma técnica que apresenta 

muitas limitações. Além de ser extremamente trabalhosa e de consumir muito tempo 

dos patologistas, a remoção dos linfonodos da axila das pacientes traz muitas 

seqüelas, como danos à circulação sangüínea e linfática local e inchaços nos braços e 

nas axilas, e está associada a uma alta taxa de morbidade (AARSVOLD e 

ALAZRAKI 2005). Além disso, devido ao grande número de linfonodos axilares 

removidos, o que pode variar de 10 a 30 nódulos, não é possível analisar um número 

razoável de cortes histológicos de cada um individualmente, o que impede uma 

análise minuciosa e diminui a sensibilidade do exame. Conseqüentemente, ocorrem 

muitos resultados falso-negativos, o que poderia explicar a recidiva da doença em 

aproximadamente 30% das pacientes com câncer de mama sem comprometimento 

linfonodal (FISHER e GEBHARDT 1978). 

Atualmente, um método alternativo à tradicional dissecção de linfonodos 

axilares tem sido empregado para determinação do status linfonodal em pacientes 

diagnosticadas com tumor de mama. Trata-se da biópsia de linfonodos sentinela. O 

termo linfonodo sentinela foi inicialmente proposto pelo urologista CABANAS, em 

1977, para designar o primeiro nódulo de uma região linfática que recebe drenagem 

de um sítio específico do tumor e, portanto, constitui o local mais provável de abrigo 

de células tumorais, caso elas tenham invadido os vasos linfáticos. A biópsia de 

linfonodo sentinela foi popularizada no final da década de 80 e início dos anos 90 por 

MORTON et al. (1991) em melanoma. Alguns anos depois, esta técnica passou a ser 
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adotada também para câncer de mama~ sendo amplamente empregada a partir do 

início do século XXI (AARSVOLD e ALAZRAKI 2005). 

A biópsia de linfonodo sentinela pode ser feita de duas maneiras. No primeiro 

método~ injeta-se um corante azul isossulfano que identifica vasos e nódulos 

linfáticos e permite a excisão e a avaliação dos nódulos corados. Na segunda técnica, 

os linfonodos são identificados por um marcador radioativo (colóide sulfuroso 

marcado com tecnécio-99m~ Tc-99m) e, através de sua detecção por uma sonda de 

captação de partículas gama, o cirurgião é capaz de localizá-los e removê-los. 

Geralmente, as duas técnicas são empregadas de modo complementar~ o que aumenta 

a eficiência e a precisão da detecção (AARSVOLD e ALAZRAKI 2005). 

A biópsia de linfonodos sentinela é um método confiável de determinação do 

status do linfonodo axilar (KRAG et al. 1993; ALBERTINI et al. 1996; GIULIANO 

et al. 1997; BARNWELL et al. 1998). Dentre as vantagens desta técnica está a 

análise de uma menor quantidade de linfonodos, pois geralmente são removidos 

apenas 1, 2, às vezes 3 e raramente 4 nódulos. Além disso, a remoção de uma menor 

porção tecidual axilar traz menos seqüelas às pacientes e diminui as taxas de 

morbidade associadas à doença. Após sua remoção, os linfonodos são submetidos ao 

seccionamento múltiplo, seguido por coloração com hematoxilina-eosina e 

imunoistoquímica, o que representa uma análise muito mais acurada e confiável do 

que a bi-secção adotada na prática tradicional de análise de linfonodos axilares. Sua 

maior precisão permite a identificação de pacientes com micrometástases, 

geralmente não identificadas pelo método tradicional (CHU et al. 1999; REYNOLDS 

et al. 1999). 
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Micrometástases são definidas pelo AJCC (The American Joint Committee on 

Cancer) como acúmulos de células tumorais metastáticas maiores do que 0.2 mm e 

menores do que 2.0 mm de diâmetro, enquanto agrupamentos de células tumorais 

menores ou iguais a 0.2 mm de diâmetro são referidos como células isoladas de 

tumor (FLEMING et al. 1997). É importante ressaltar que o significado clínico da 

presença de micrometástases e de células isoladas de tumor em linfonodos axilares 

permanece controverso, apesar de alguns estudos em larga escala sugerirem que a 

presença de micrometástases linfonodais está associada a pior prognóstico e diminui 

a sobrevida livre de doença e a sobrevida global de pacientes com câncer de mama 

(Anonymus 1990; COTE et al. 1999; YOSHlliiSA et al. 2002). Em relação às 

células isoladas de tumor, seu valor prognóstico não foi comprovado até o momento. 

1.3 MARCADORES MOLECULARES DE PROGNÓSTICO EM 

CÂNCER DE MAMA E A DETECÇÃO DE CÉLULAS TUMORAIS EM 

LINFONODOS 

Nos últimos anos, intensificou-se a busca de novos marcadores moleculares 

mais sensíveis e específicos, capazes de predizer a evolução clínica das pacientes 

com tumores de mama (marcadores de prognóstico), assim como detectar células 

tumorais de mama diretamente no tecido linfonodal. 

Alguns estudos têm procurado identificar alterações no padrão de expressão 

de grupos de genes no tumor primário capazes de predizer a evolução da doença 

(V AN'T VEER et al. 2002; V AN DE VDVER et al. 2002; W ANG et al. 2005). 

Nestes trabalhos, utilizando plataformas de microarray, foram identificadas 
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assinaturas gênicas de pior ou melhor prognóstico em tumores de mama que se 

revelaram significativamente associadas com a sobrevida livre de metástases em 5 

anos das pacientes, sendo capazes de predizer corretamente as pacientes com maior 

chance de desenvolver metástases. 

Da mesma forma, metodologias alternativas e mais sensíveis do que as 

tradicionais análises histo-patológicas têm sido avaliadas para detectar células 

metastáticas em linfonodos sentinelas. Essas metodologias são baseadas na detecção 

por RT -PCR de transcritos específicos de células epiteliais nos linfonodos 

removidos. Apesar de muitos estudos demonstrarem maior eficiência deste método 

em relação à tradicional avaliação histo-patológica para detecção principalmente de 

micrometástases e de células tumorais isoladas, sua sensibilidade e especificidade 

também são limitadas, visto que os tumores apresentam expressão heterogênea 

desses transcritos, e em alguns casos é possível detectar níveis basais dos mesmos 

em linfonodos normais. 

A fim de se contornar estas limitações, muitos estudos têm utilizado a 

detecção simultânea de mais de um transcrito específico de células epiteliais no 

tecido linfonodal através de RT -PCR em tempo real. WEIGELT et al. (2004) 

empregaram essa estratégia com o objetivo de identificar a presença de 

micrometástases em linfonodos sentinelas livres de metástases, de acordo com a 

avaliação histo-patológica convencional, de pacientes com câncer de mama. 

Inicialmente, foram testados diversos genes candidatos quanto à sua especificidade 

em linfonodos de pacientes com tumor de mama. Após a escolha de quatro genes, 

citoceratina 19 (CK19), fator trefoil-3 (plB), glicoproteína epitelial-2 (EGP2) e 

mucina epitelial pequena de mama (SBEM), este painel foi utilizado para avaliar a 
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presença de células tumorais em 70 linfonodos sentinelas não comprometidos por 

metástases, segundo a análise histo-patológica convencionaL Observou-se alta 

expressão destes genes em sete linfonodos ( 10% ), sugerindo a presença de 

micrometástases. Após uma re-avaliação minuciosa das lâminas empregadas na 

análise histo-patológica, quatro dos sete linfonodos positivos por RT -PCR em tempo 

real revelaram a presença de células tumorais. Portanto, a técnica de RT-PCR em 

tempo real revelou-se mais sensível do que a análise histo-patológica convencional 

em 10% das amostras. 

Apesar de ter se revelado um método de alta sensibilidade e especificidade, a 

avaliação da expressão de transcritos específicos de células epiteliais no tecido 

linfonodal através de RT-PCR em tempo real é uma estratégia difícil de ser aplicada 

na rotina clínica devido à manipulação da molécula de RNA. O RNA é uma 

molécula extremamente sensível e, por isso, de baixa estabilidade, o que dificulta sua 

manipulação. A molécula de DNA, ao contrário do RNA, é bastante estável e de fácil 

manipulação. Sendo assim, alterações que ocorram na molécula de DNA e que sejam 

específicas da célula tumoral como, por exemplo, alterações no padrão de metilação 

da molécula de DNA, podem ser mais facilmente detectadas e seriam mais 

apropriadas para a implantação na prática clínica. 
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1.4 A METILAÇÃO DO DNA E A REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO 

GÊNICA 

A metilação do DNA é uma característica dos genomas eucariotos. Em 

mamíferos, apenas citosinas localizadas a 5, de guaninas, em dinucleotídeos CpGs, 

podem ser metiladas (BIRD 2002). A adição de um grupo metil ao carbono 5 de uma 

citosina é catalisada pelas enzimas DNA metiltransferases (DNNTs). Estima-se que 

em células somáticas humanas as citosinas metiladas correspondam a 

aproximadamente 1% do total de bases do DNA e que, portanto, cerca de 70 a 80% 

dos dinucleotídeos CpGs estejam metilados no genoma humano (EHRLICH 1982). 

Os dinucleotídeos CpGs possuem uma baixa representação no genoma 

humano, e isto se deve à alta taxa de mutações associadas às metilcitosinas, que 

podem sofrer deaminação hidrolítica espontânea e serem convertidas em timinas 

durante a replicação do DNA (COULOUNDRE et al. 1978). Sua distribuição no 

genoma não é randômica, sendo que a maior parte destes dinucleotídeos está 

concentrada em regiões ricas em CpGs denominadas ilhas de CpGs. 

As ilhas de CpGs são definidas como seqüências de DNA de tamanho 

superior a 200 pares de bases, cujo conteúdo de guaninas e citosinas é igual ou 

superior a 50%, e que apresentam uma razão entre a freqüência observada e a 

freqüência esperada de dinucleotídeos CpGs igual ou superior a 0,6 (GARDINER­

GARDEN e FROMMER 1987). As ilhas de CpGs são encontradas em locais 

próximos aos promotores dos genes de expressão constitutiva e em 40% das regiões 

promotoras dos genes de expressão tecido específica (MCCIELLAND e IV ARIE 

1982). Inicialmente, acreditava-se que em células normais a maioria das ilhas de 
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CpGs não estava metilada, independente do estado de ativação dos genes a que 

estavam relacionadas, exceto por aquelas associadas ao imprinting genômico e à 

inativação do cromossomo X. Entretanto, muitos trabalhos recentes identificaram a 

presença de inúmeras ilhas de CpGs metiladas em células somáticas normais 

(STRICHMAN-ALMASHANU et al. 2002; SONG et al. 2005). Contudo, a maior 

parte dos dinucleotídeos CpGs metilados estão dispostos fora das ilhas, 

principalmente em regiões repetitivas do genoma, incluindo seqüências satélites de 

DNA, LINES (do inglês Long Interspersed Elements ), SINES (do inglês Short 

Interspersed Elements) e retrovírus endógenos (YODER et al. 1997). 

Inúmeros estudos demonstram que a presença de metilação em regiões 

regulatórias do genoma está associada com a diminuição da transcrição ou 

silenciamento gênico. A metilação do DNA, juntamente com a modificação de 

histonas e o imprinting genômico, são os principais mecanismos epigenéticos, 

capazes de alterar o padrão de expressão gênica sem afetar a seqüência de 

nucleotídeos do DNA (JONES e BA YLIN 2002; LAIRD 2003). 

Muitos mecanismos parecem estar envolvidos no silenciamento gênico por 

metilação. Um destes mecanismos consiste no bloqueio da ligação de fatores de 

transcrição aos seus sítios de ligação ao DNA (TATE e BIRD 1993). Membros da 

família das proteínas de ligação a CpGs metilados (do inglês Methyl-CpG binding 

proteins), como MeCP2, MBD1-MBD4, também possuem um papel importante 

neste processo, pois funcionam como repressores da transcrição (BOYES e BIRD 

1991 ), se associam a vários complexos de remodelamento da cromatina, e atraem 

histonas deacetilases (HDACs) para regiões de silenciamento gênico, promovendo a 

compactação da cromatina (JONES et al. 1998; NG et al. 1999; WADE et al. 1999). 
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Recentemente, novas proteínas que participam deste processo têm sido identificadas, 

como CTCF (do inglês CCCTC-bindingfactor) (LOBANENKOV et al. 1986; BELL 

et al. 1999) e BORIS ou CTCFL (do inglês CCCTC-binding factor-like) 

(LOUKINOV et al. 2002; KLENOV A et al. 2002). 

Em células de mamíferos, a repressão transcricional está associada à 

ocorrência de um promotor densamente metilado e à cromatina em conformação 

compactada, ocasionada pela presença de histonas deacetiladas e metiladas em 

resíduos específicos, o que impede o acoplamento do complexo de ativação da 

transcrição à fita de DNA (Figura 1). Entretanto, até o momento não está claro qual a 

ordem em que estes processos ocorrem e qual deles é o responsável por desencadear 

o silenciamento gênico e atrair outras moléculas necessárias ao seu estabelecimento. 

Como mencionado anteriormente, uma grande quantidade dos genes humanos 

possuem ilhas de CpGs normalmente desmetiladas em seus promotores, que estão 

associadas à cromatina pouco compactada. Neste cenário, a transcrição gênica 

acontece normalmente. Flanqueando estas ilhas ocorrem regiões com menor 

conteúdo de CGs densamente metiladas e que apresentam a cromatina em 

conformação compactada, lembrando as regiões de heterocromatina pericentromérica 

que não são transcritas no genoma (BIRD 2002). 

De acordo com o modelo de espalhamento da metilação do DNA proposto 

por TURKER (2002), a ligação de fatores de transcrição no promotor gênico 

determina o limite entre as regiões vizinhas densamente metiladas e as ilhas de CpGs 

desmetiladas e estabelece o equiHbrio entre a atividade transcricional e o avanço da 

metilação do DNA em direção à região promotora. Este equih'brio é responsável pelo 

padrão de metilação normal. Em células tumorais, uma diminuição inicial da 
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atividade transcricional afeta o equiHbrio entre estas duas forças, permitindo que a 

metilação se espalhe gradualmente ao longo do promotor gênico, reduzindo as taxas 

de transcrição paulatinamente. Desse modo, ocorre a formação de alelos com padrão 

de metilação distintos, ocasionando heterogeneidade entre as subpopulações de um 

tumor. Uma vez que a atividade transcricional está diminuída, o desencadeamento da 

metilação na ilha de CpGs atrai outras moléculas envolvidas no processo e promove 

a alteração da conformação da cromatina, facilitando ainda mais o espalhamento em 

eis da metilação. Finalmente, quando uma quantidade suficiente de CGs ou sítios 

críticos de CGs estão metilados, o silenciamento gênico é estabelecido. 
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Célula Normal 

5' 3' 

Célula Tumoral 

5' 

CG H isto na Região periférica 

~ não metilado acetilada densamente metilada 

T CG I H isto na 
~ Promotor gênico 

meti lado deacetilada 
Gene 

Legenda: Em células normais, as ilhas de CpGs nos promotores estão protegidas do espalhamento da 
metilação do DNA a partir de regiões periféricas densamente metiladas. Ao redor da região promotora 
estão dispostas histonas acetiladas e a cromatina está pouco compactada, o que permite que fatores de 
transcrição se liguem à fita de DNA e ocorra a transcrição gênica. Nas regiões vizinhas densamente 
metiladas estão presentes histonas deacetiladas e a cromatina está bastante compactada. Neste 
contexto, complexos com enzimas DNMTs não se aproximam do promotor. Em células tumorais, as 
DNMTs têm acesso à região promotora, juntamente com MBPs, e a metilação do DNA se espalha a 
partir das regiões periféricas em direção às ilhas de CpGs. As histonas tornam-se deacetiladas e a 
cromatina adquire conformação compactada, impedindo a ligação de fatores de transcrição à fita de 
DNA. Deste modo, é estabelecido o silenciamento gênico. DNMTs, DNA metiltransferases; Ff, fator 
de transcrição; HAT, histona acetil transferase; HDAC, histona deacetilase; HMT, histona 
metiltransferase; MBPs, proteínas de ligação a CpGs metilados; PCA, proteína co-ativadora. 
Fonte: Modificado de JONES e BA YLIN (2002). 
Figura 1 - A metilação do DNA em uma ilha de CpG localizada na 
promotora de um gene e o silenciamento gênico. 
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1.5 A METILAÇÃO DO DNA E O CÂNCER 

O papel da metilação do DNA na regulação da expressão gênica é essencial 

para processos biológicos~ como o desenvolvimento embrionário~ a inativação do 

cromossomo X~ o imprinting genômico e a repressão transcricional de seqüências de 

DNA repetitivo de origem retroviral. Esta função também tem especial importância 

para a carcinogênese. 

A perda da metilação do DNA em dinucleotídeos CGs foi a pnmerra 

anormalidade epigenética identificada em células tumorais. FEINBERG e 

VOGELSTEIN (1983) compararam o padrão de digestão do DNA com enzimas de 

restrição sensíveis à metilação entre células normais e tumorais e descobriram que 

uma significativa proporção de CpGs metilados em tecidos normais estava 

desmetilada nas células tumorais. Em seguid~ GAMA-SOSA et al. (1983) 

demonstraram uma redução global de 1 O a 20% no conteúdo de citosinas metiladas 

no genoma de vários tipos de tumores~ tanto benignos quanto malignos, quando 

comparados aos tecidos normais correspondentes. Posteriormente~ muitos estudos 

comprovaram a ocorrência da hipometilação global do genoma de células tumorais 

provenientes de diferentes neoplasias. Esta modificação do DNA tumoral é 

observada freqüentemente em diferentes tipos de seqüências repetitivas do genoma~ 

incluindo regiões de heterocromatina do DNA, retrotransposons, retrovírus 

endógenos e seqüências satélites, bem como em seqüências únicas, incluindo 

algumas de controle da transcrição. A hipometilação do DNA induz a atividade 

transcricional dessas seqüências e favorece a instabilidade cromossômica nos 

tumores. A hipometilação também tem sido associada à expressão diferencial de 
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oncogenes e antígenos tumorais (EHRLICH 2002). A perda de metilação é um 

evento freqüentemente observado no início do desenvolvimento de tumores, e se 

correlaciona com a severidade da doença e com o potencial metastático em muitos 

tipos de tumores (WIDSCHWENDTER et al. 2004; ROBERTSON 2005). 

Além da hipometilação global do genoma, as células tumorais também são 

caracterizadas pela presença de hipermetilação em ilhas de CpGs localizadas nas 

regiões promotoras de genes relacionados ao câncer. A primeira associação entre 

hiperruetilação e genes supressores de tumor foi feita com o primeiro gene supressor 

de tumor descoberto, o gene do retinoblastoma (RB) (GREGER et al. 1989). Alguns 

anos depois, foi descoberto que a inativação dos genes Von Hippel-Lindau, 

CDKN2A (também conhecido como p16 ou INK4A), E-caderina e do gene de reparo 

MLHI também estavam associadas à hipermetilação de suas regiões promotoras 

(HERMAN et al. 1994; GONZALEZ-ZULUETA et al. 1995; GRAFF et al. 1995; 

MERLO et al. 1995; KANE et al. 1997). A partir daí, o relato de inativação por 

hipermetilação de genes envolvidos com diversas funções celulares que estão 

alteradas nas células tumorais como regulação do ciclo-celular, reparo do DNA, 

remodelamento da cromatina, sinalização celular, transcrição e apoptose, aumentou 

progressivamente na literatura. 

Alterações no perfil de metilação também estão envolvidas com o 

surgimento, o desenvolvimento e a progressão de tumores de mama. Na literatura, 

existem evidências diretas ou indiretas para o silenciamento por metilação de mais de 

40 genes relacionados à tumorigênese de mama. Entre eles estão genes envolvidos 

com a aquisição das seis características essenciais para a sobrevivência das células 

tumorais, definidas por HANAHAN e WEINBERG (2000): auto-suficiência em 
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relação a fatores de crescimento (ER, PR, RASSFlA, SOCS 1), potencial replicativo 

ilimitado (pl6, p21, ciclina D2, RAR-f3), insensibilidade a sinais inibitórios do 

crescimento (HINl, TGFf3RII, RFC), evasão da morte celular programada (caspase-

8, p53, DAP~ TWIST), angiogênese sustentada (p73, maspina, THBSl), invasão 

tecidual e metástase (E-caderina, TIMP3, APC, BCSGl, prostatina) 

(WIDSCHWENDTER e JONES 2002). 

1.6 A METILAÇÃO DO DNA COMO MARCADOR MOLECULAR 

EM CÂNCER DE MAMA 

As alterações epigenéticas distinguem-se das modificações genéticas 

principalmente porque ocorrem com maior freqüência, são reversíveis sob tratamento 

com agentes farmacológicos e ocorrem em regiões definidas de um gene. Além 

disso, alterações no perfil de metilação são encontradas especificamente em células 

tumorais, distinguindo-as das células normais. Estas características favorecem a 

utilização da metilação do DNA nas células tumorais como marcador molecular no 

diagnóstico precoce de tumores, na avaliação do prognóstico do paciente e da 

resposta ao tratamento. 

A utilização da metilação do DNA como marcador tumoral é vantajosa, já 

que ao contrário da molécula de RNA e de proteína, o DNA é bastante estável e de 

fácil manipulação viabilizando a implantação de testes de detecção na rotina clínica. 

Além disso, devido à alta especificidade e sensibilidade das técnicas utilizadas para 

avaliar o padrão de metilação (geralmente baseadas em PCR), células tumorais com 

alterações na metilação podem ser detectadas mesmo em meio a uma grande 
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quantidade de células normais. Por fim, ao contrário das alterações genéticas, que 

ocorrem em diferentes regiões do gene e são de tipos diferentes, as alterações no 

padrão de metilação ocorrem sempre na mesma região, simplificando a metodologia 

de detecção (VERMA e SRIVASTAVA 2002; ESTEILER 2003; PATEL et al. 

2003). 

Já foi demonstrado que alterações no perfil de metilação das células tumorais 

podem ocorrer no início da carcinogênese da mama, podendo ser potencialmente 

empregadas como indicadores específicos da existência da doença em estadios 

iniciais (LAlRD 1997; COTTRELL 2004; LAlRD 2005). No entanto, o emprego de 

marcadores moleculares no diagnóstico precoce do câncer de mama ainda é muito 

limitado. 

A metilação do DNA em genes associados ao câncer de mama também tem 

sido empregada para avaliar o prognóstico das pacientes (LAIRD 2005; 

SHINOZAKI et al. 2005). Dentre os genes que vem sendo investigados atualmente 

está E-caderina (ECAD), que possui papel fundamental na adesão célula-célula em 

tecidos epiteliais, sendo o principal componente das junções adesivas celulares 

(TAKEICHI 1991; MAREEL et al. 1995). Em tumores de mama, o silenciamento 

transcricional do gene E-caderina está relacionado à hipermetilação da ilha de CpG 

em sua região promotora (GRAFF et al. 1995, 2000). A perda de expressão de E­

caderina está associada ao aumento do potencial invasivo e metastático das células 

tumorais de mama e à diminuição das taxas de sobrevida, conferindo pior 

prognóstico às pacientes (LIPPONEN et al. 1994; BRACKE et al. 1996; SEMB e 

CHRISTOFORI 1998). A hipermetilação do promotor do gene E-caderina pode ser 

detectada em carcinomas ductais in situ de mama, mas sua freqüência é maior em 
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carcinomas ductais invasivos e em metástases em sítios secundários do tumor, como 

linfonodos, demonstrando que a inativação deste gene ocorre no início do 

desenvolvimento de tumores de mama e aumenta durante sua progressão maligna 

(GRAFF et al. 2000; NASS et al. 2000). 

1.7 A DETECÇÃO DA METILAÇÃO DO DNA EM FLUIDOS 

CORPÓREOS DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM CÂNCER 

DE MAMA 

Muitos trabalhos comprovam que a presença de metilação em genes 

específicos associados a tumores de mama também pode ser detectada em fluidos 

corpóreos de pacientes, como plasma ou soro (SILVA et al. 1999, 2002; MÜLLER et 

al. 2003; HOQUE et al. 2006) e lavado ductal de mama ou fluido aspirado de mamilo 

(EVRON et al. 2001; KRASSENSTEIN et al. 2004 ), oferecendo uma forma 

alternativa de diagnóstico precoce da doença menos invasiva e de alta sensibilidade. 

KRASSENSTEIN et al. (2004) avaliaram o perfil de metilação de um painel 

de 6 genes supressores de tumor (GSTP1, RAR~2. p16INK4
a, p14ARF, RASSF1A e 

DAPK) em 22 amostras de tumores primários de mama (7 carcinomas ductais in situ 

e 15 carcinomas ductais invasivos) e em amostras pareadas de fluido ductal aspirado 

de mamilo coletado das mesmas pacientes. A presença de hipermetilação em ao 

menos um dos genes foi detectada em 100% dos tumores primários de mama e o 

mesmo gene hipermetilado no tumor foi detectado em 82% (18/22) das amostras 

pareadas de fluido aspirado de mamilo. Dentre as 18 amostras de fluido aspirado de 

mamilo em que foi verificada a presença de metilação no DNA, 6 eram provenientes 
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de pacientes com carcinoma ductal in situ e 4 de pacientes com carcinoma ductal 

invasivo em estadio I. Estes resultados comprovam que a detecção de genes 

metilados em fluido proveniente da mama pode ser utilizada para o diagnóstico 

precoce de tumores de mama, incluindo tumores em estadios iniciais. 

Os primeiros estudos que evidenciaram que grandes quantidades de DNA 

poderiam ser detectadas no plasma de pacientes acometidos por diferentes 

malignidades surgiram na década de 70 (LEON et al. 1977). Contudo, apenas a partir 

de 1989, pesquisadores demonstraram que o DNA circulante detectado no plasma 

exibia alterações associadas a diversos tipos de tumores (STROUN et al. 1989; 

ANKER et al. 1999, 2003; LO 2001). 

O DNA neoplásico no soro pode ter origem de células tumorais que 

invadiram a corrente sangüínea, porém não possuem a capacidade de invadir outros 

órgãos, ou ainda pode ser originário de células tumorais apoptóticas ou necróticas 

(V ASIOUKHIN et al. 1994; JAHR et al. 2001; SIDRANSKY 2002). 

Diversos trabalhos demonstram que a presença de DNA tumoral no plasma 

ou soro está geralmente associada a um pior prognóstico do paciente em diferentes 

tipos de tumores, como mama (SILVA et al. 1999), colorretal (LECOMTE et al. 

2002), pulmão (GONZALEZ et al. 2000), esôfago (KAWAKAMI et al. 2000), 

cabeça e pescoço (NAWROZ-DANISH et al. 2004), e próstata (GOESSL et al. 

2000), sugerindo seu potencial na detecção de doença metastática. Entretanto, é 

importante ressaltar que as alterações no DNA características de tumores detectadas 

em plasma não estão restritas a pacientes que apresentam metástases, e também 

podem ocorrer em pacientes com tumores em estágios iniciais e não-metastáticos 
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(HIBI et al. 1998; CHEN et al. 1999; ESTELLER et al. 1999; SANCHEZ­

CESPEDES et al. 2000; DULAIMI et al. 2004). 

HOQUE et al. (2006) avaliaram a presença de células tumorais em plasma de 

pacientes com tumor de mama através da detecção de metilação em quatro genes 

(APC, GSTP1, RASSF1A e RARJ32). Foram incluídos no estudo 93 pacientes com 

tumor de mama e 76 pacientes-controle. Constatou-se sensibilidade de 62% e 

especificidade de 87% na metodologia empregada, a qual foi capaz inclusive de 

detectar 33% dos tumores em estadio inicial incluídos na amostra. Portanto, a 

detecção de genes metilados no plasma pode ser utilizada como marcador molecular 

para o diagnóstico precoce de tumores de mama. 

Muitos trabalhos têm demonstrado que a presença de metilação no plasma 

também pode ser empregada como marcador molecular de prognóstico em pacientes 

com tumores de mama. Em um destes trabalhos, MÜLLER et al. (2003) avaliaram o 

valor prognóstico de marcadores moleculares de metilação em soro pré-terapêutico 

de pacientes com câncer de mama. A partir de uma análise inicial com 39 genes, 

foram selecionados por MethyLight (PCR em tempo real específico para metilação) 5 

genes que se incluíam em pelo menos um dos seguintes critérios de seleção: ( 1) não 

metilados em plasma de indivíduos sadios e metilados em > 10% das amostras de 

plasma de pacientes com tumor primário de mama, ou (2) metilados em :S1 0% das 

amostras de plasma de indivíduos sadios e metilados em > 20% das amostras de 

plasma de pacientes com tumor de mama. Os genes selecionados foram validados em 

um grupo de 86 pacientes com câncer de mama que não haviam recebido terapia 

adjuvante, seguindo-se a correlação com a história clínica das pacientes. Os 

resultados da análise estatística multivariada revelaram que a presença de metilação 
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nos genes RASSFlA e/ou APC em soro de pacientes com tumor primário de mama 

estava independentemente associada a um pior prognóstico e aumentava em 5.7 

vezes o risco de morte das pacientes, em relação às que não apresentavam metilação 

nesses genes. 

1.8 A DETECÇÃO DA METILAÇÃO DO DNA EM LINFONODOS 

DE PACIENTES COM CÂNCER DE MAMA 

Nos últimos anos, muitos marcadores moleculares de metilação que possuem 

um alto potencial em serem empregados para o diagnóstico precoce do câncer de 

mama e para a avaliação do prognóstico da doença têm sido investigados em tumores 

primários e amostras de plasma e lavado ductal de mama, como citado 

anteriormente. Entretanto, até o momento são encontrados pouquíssimos relatos na 

literatura sobre a utilização da metilação como marcador molecular para a detecção 

de metástases em linfonodos. A detecção de células tumorais metastáticas em 

linfonodos poderia auxiliar a identificação de pacientes portadoras de doenças mais 

agressivas, com grandes chances de desenvolverem metástases à distância e que 

necessitariam receber tratamento adjuvante. 

GRAFF et al. (2000) e NASS et al. (2000) demonstraram que a presença de 

hipermetilação no promotor do gene E-caderina pode ser detectada em metástases 

linfonodais de pacientes com câncer de mama. 

CA V ALLI et al. (2003) demonstraram que o perfil de metilação das células 

do tumor primário de mama é muito semelhante ao das células tumorais que migram 

para o linfonodo sentinela. Neste estudo, o perfil de metilação dos genes TP16, 
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THBS2, E-caderina, RAR~2, MINTl, MINT2 e MINT31 foi avaliado em seis 

amostras pareadas de carcinomas ductais invasivos de mama e linfonodos sentinelas 

de pacientes cujos linfonodos estavam comprometidos por metástases, segundo a 

análise histo-patológica. Em 71% dos eventos de metilação, os resultados foram 

idênticos entre os tumores primários de mama e os linfonodos sentinelas. Dentre os 6 

casos avaliados, dois casos não apresentaram nenhuma diferença entre o tumor e o 

linfonodo sentinela, em uma paciente foram detectados 4 genes hipermetilados no 

tumor e nenhum deles foi detectado no linfonodo, e nos três casos restantes um dos 

genes metilados no tumor não estava metilado no linfonodo, e este apresentou 

metilação em um ou dois genes desmetilados no tumor. 

Contudo, nenhum desses trabalhos avaliou a presença de metilação em 

linfonodos de pacientes com câncer de mama considerados livres de 

comprometimento pela análise histo-patológica com a finalidade de detectar a 

presença de células tumorais metastáticas nos linfonodos. 

1.9 AFAMÍLIAADAM 

As ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease), também chamadas de 

MDC (Metalloprotease-like, Disintegrin-like, Cystein-rich), são proteínas 

multifuncionais de superfície celular que possuem atividade proteolítica, modulam 

interações célula-célula e controlam a adesão à matriz extracelular através de seus 

múltiplos domínios estruturais (WOLFSBERG et al. 1995a e b; BLACK e WHITE 

1998; PRIMAKOFF e MYLES 2000). Até o momento, foram descritos 40 membros 
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em várias espécies, sendo que destes apenas 21 foram descritos em humanos: 

ADAM2, 6-12, 15, 17-23,28-30,32 e 33 (SEALS e COURTNEIDGE 2003). 

As proteínas ADAMs são caracterizadas pela presença de multidomínios em 

sua estrutura, muito semelhante a um grupo de proteínas solúveis, as metaloproteases 

de veneno de cobra (SVMPs) (FOX e BJARNASON 1995). São eles: um pró­

domínio e os domínios de metaloprotease, de disintegrina, rico em cisteína, EGF­

like, transmembrana e citoplasmático (SCHLONDORFF e BLOBEL 1999; 

PRIMAKOFF e MILES 2000). Dentre eles, destacam-se os domínios de 

metaloprotease e disintegrina. O primeiro tem como função o processamento de 

proteínas de membrana (shedding), incluindo citocinas, fatores de crescimento e seus 

respectivos receptores, e a clivagem e o remodelamento de componentes da matriz 

extracelular. O segundo é capaz de interagir com integrinas e sindecans, exercendo o 

papel de adesão celular (PRIMAKOFF e MILES 2000; WlllTE 2003). 

A atividade do domínio de metaloprotease das ADAMs depende da presença 

da seqüência consenso de aminoácidos HExGHxxGxxHD no sítio catalítico. Em 

metaloproteases de matriz (MMPs ), os três resíduos de histidina (H) deste sítio 

constituem os três ligantes de zinco e o resíduo de ácido glutâmico (E) constitui o 

sítio ativo (RA WLINGS e BARRETS 1995). Devido à presença destes resíduos 

conservados, 12 das 21 ADAMs humanas são preditas como cataliticamente ativas, 

caracterizando esta família como um subgrupo da superfam11ia de metaloproteases 

dependentes de zinco. São elas: ADAMs 8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 28, 30 e 33. 

Os demais membros da fami1ia ADAM apresentam este domínio inativo por 

possuírem um ou mais resíduos de aminoácidos diferentes na região do sítio 

catalítico (WOLFSBERG et al. 1995a e b; BLACK e WlllTE 1998). 
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Em relação aos outros domínios~ sabe-se que o pró-domínio~ além de possuir 

um peptídeo sinal N-terminal que direciona a proteína para a via secretor~ é capaz 

de bloquear a atividade proteolític~ até sua remoção por proteínas tipo furinas ou por 

atividade autocatalític~ e também de exercer papel de chaperon~ auxiliando no 

correto dobramento das ADAMs~ especialmente do domínio metaloprotease. O 

domínio rico em cisteína tem função na adesão celular auxiliando na interação com 

integrinas e com outras moléculas da matriz extracelular. O domínio EGF-like tem 

seu papel pouco caracterizado; o domínio transmembrana é importante para ancorar a 

proteína à membrana celular e o domínio citoplasmático é capaz de interagir com 

proteínas da cascata citoplasmática de sinalização intracelular e~ possivelmente~ com 

proteínas do citoesqueleto (SEALS e COURTNEIDGE 2003). Na Figura 2 está 

representada esquematicamente a estrutura de uma proteína da família ADAM. 

Seqüência sinalizadora e Pró-domínio 

Domínio de metaloprotease 

Domínio de disintegrina 

Domínio rico em cisteína 

Domínio EGF-like 

J1fl.~S.,u.~~:~ .. CI~ Domínio transmen1brana 

Domínio citoplasmático 

Fonte: Modificado de SEALS e COURTNEIDGE (2003). 

Figura 2- Representação esquemática de uma proteína da famHia ADAM e seus 

domínios característicos. 
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Em conseqüência de sua complexidade estrutural, diversos relatos da 

literatura comprovam o envolvimento de proteínas ADAMs em inúmeros 

mecanismos celulares, desde processos biológicos fundamentais, como proliferação, 

adesão e migração celular, até em etapas do desenvolvimento, como fertilização, 

miogênese, neutogênese e embriogênese. Sendo assim, alterações nas funções dos 

diferentes membros desta fann1ia podem facilitar o estabelecimento de processos 

patológicos como inflamação e câncer, o que tem sido comprovado por muitos 

trabalhos (SEALS e COURTNEIDGE 2003). 

1.10 ADAM23 

O gene ADAM23 humano foi inicialmente identificado por SAGANE et al. 

(1998) e, posteriormente, o cDNA de camundongo correspondente à ADAM23 foi 

clonado pelo mesmo grupo (SAGANE et al. 1999). O gene humano está localizado 

no cromossomo 2 (2q33) e a proteína ADAM23 apresenta em sua estrutura todos os 

domínios característicos dos membros da família ADAM. Entretanto, em decorrência 

da ausência da seqüência consenso de aminoácidos no sítio catalítico do domínio 

metaloprotease, esta proteína não possui atividade proteolítica (RA WLINGS e 

BARRETS 1995), o que sugere que esteja envolvida preferencialmente com o 

processo de adesão celular. De fato, já foi demonstrado que a proteína ADAM23 

interage com a integrina avf33 através de seu domínio disintegrina (CAL et al. 2000). 

GOLDSMITH et ai. (2004) demonstraram que ADAM23 é expressa 

predominantemente como uma proteína de superfície celular ancorada à membrana, 

·__; . .; 
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em sítios de contato intercelular, o que corrobora seu papel no processo de adesão 

celular. 

Recentemente, foram descritas duas formas alternativas de splicing do gene 

ADAM23, denominadas ADAM23y e ADAM23f3, que diferem do transcrito 

previamente descrito por SAGANE et al. (1998) (a partir daqui denominado 

ADAM23a), em suas extremidades C-terminais (SUN et al. 2004). A primeira, 

ADAM23y, provavelmente codifica uma forma secretada da proteína ADAM23, 

devido à ausência de um domínio transmembrana em sua estrutura; já na segunda 

isoforma, ADAM23f3, o domínio transmembrana está presente, porém é distinto do 

que ocorre em ADAM23a. 

1.11 ADAM23 E O CÂNCER DE MAMA 

A relação entre o gene ADAM23 e o desenvolvimento de tumores de mama 

foi evidenciada em nosso laboratório. Inicialmente, COSTA et al. (2004) 

demonstraram que o gene ADAM23 encontra-se freqüentemente silenciado em 

tumores de mama. Na primeira parte deste trabalho, o nível de expressão do RNA 

mensageiro foi avaliado em linhagens tumorais de mama. Verificou-se a diminuição 

ou ausência de expressão do gene ADAM23 em 8 de 12 (66,7%) das linhagens 

tumorais. A fim de se verificar se a diminuição no nível de expressão do gene 

ADAM23 estava relacionada a uma possível metilação aberrante da região 

promotora deste gene, realizou-se uma análise in silico e, a partir da seqüência 

genômica humana, obteve-se a região 5' upstream do gene ADAM23. Nesta 

seqüência foram identificadas duas prováveis ilhas de CpGs que incluíam uma região 
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de aproximadamente LO kb upstream ao sítio de início de transcrição, juntamente 

com o primeiro exon e intron (Figura 3). O fato de mais de 100 dinucleotídeos CGs 

estarem presentes nesta região sugeriu que a metilação realmente poderia influenciar 

a transcrição do gene ADAM23. 

100pb 
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CpGs 3 10 

Sp1 Sp1 

+ + 

-1.025 

19 

Sp1 

+ 

Região 1 

-549 

Fonte: Modificado de COSTA et al. (2004). 
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exon1 intron 1 

E 
ATG 

-278 +1 +223 +437 +789 
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Legenda: As regiões correspondentes às duas ilhas de CpGs identificadas na região 5' upstream do 

gene ADAM23 estão indicadas na figura como regiões 1 e 2. A posição (+1) pares de bases 

corresponde ao sítio de início de transcrição. As demais posições foram calculadas a partir dele. A 

região 1 contém 22 dinucleotídeos CpGs e seu perfil de metilação foi analisado por COSTA et al. 

(2004). 

Figura 3 - Representação esquemática das ilhas CpGs localizadas na região 

promotora do gene ADAM23. 

Na etapa seguinte deste trabalho, o padrão de metilação da região 1 do 

promotor do gene ADAM23 foi analisado em diferentes linhagens celulares 

tumorais, bem como em tumores primários de mama. Verificou-se a ocorrência de 

hipermetilação em 8 de 12 (66,7%) linhagens tumorais de mama e em 9 de 13 

(69,2%) tumores primários de mama. Apesar do pequeno número de tumores 

analisado, uma maior porcentagem de metilação foi verificada em tumores de mama 

com um estadio mais avançado. Além disso, a presença de metilação na região 

promotora se mostrou diretamente correlacionada com a diminuição da expressão do 
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gene ADAM23, sugerindo que este gene provavelmente encontra-se 

epigeneticamente silenciado durante a progressão dos tumores de mama. 

A fim de avaliar a importância da hipermetilação do gene ADAM23 no 

prognóstico do câncer de mama, Costa et al. (2007 trabalho em desenvolvimento) 

ampliaram sua análise de metilação para 94 tumores ductais invasivos de mama. A 

hipermetilação da ilha de CpG localizada na região 1 do gene ADAM23 foi 

verificada em 31% dos casos através de MSP (do inglês Methylation Specific PCR). 

A presença de metilação nessas regiões foi então associada ao desenvolvimento de 

metástase à distância e à evolução da doença nas pacientes incluídas no estudo. A 

análise univariada revelou que pacientes com o gene ADAM23 hipermetilado na 

região 1 tiveram sobrevida livre de metástases à distância e sobrevida global 

específica em 5 anos significativamente menor do que as que não apresentaram 

ADAM23 hipermetilada (62.1 versus 90.2%, p<0.001, e 78.9% e 93.8%, p=0.005, 

respectivamente). Em análise muiltivariada, a hipermetilação deste gene se revelou 

um fator de prognóstico independente das demais variáveis para a sobrevida livre de 

metástases à distância e sobrevida global específica em 5 anos. Estes resultados 

demonstram que a hipermetilação do gene ADAM23 está fortemente associada a um 

pior prognóstico em pacientes com câncer de mama e sugerem que o silenciamento 

da ADAM23 possa ser utilizado como um marcador molecular de prognóstico em 

câncer de mama. 

Recentemente, TAKADA et al. (2005) verificaram a deleção homozigótica do 

gene ADAM23 através do screening de um painel de 32 linhagens tumorais 

gástricas, na tentativa de identificar aberrações cromossômicas através da técnica de 

hibridização genômica comparativa (CGH). Apesar de apenas uma (3.1%) linhagem 
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tumoral ter apresentado deleção homozigótica do gene ADAM23, a análise de sua 

expressão revelou que este gene estava silenciado em 13 de 31 (41.9%) linhagens 

analisadas e que sua expressão estava diminuída em 8/31 (25.8%) linhagens 

tumorais, quando comparadas ao tecido normal. Em seguida, foi avaliada a atividade 

promotora das duas ilhas de CpGs do promotor do gene ADAM23 descritas 

anteriormente por COSTA et al. (2004) (Figura 3). Para isto, quatro fragmentos da 

região promotora do gene ADAM23, sendo um pertencente à ilha de CpG na região 

1 e os outros 3 fragmentos contendo diferentes regiões da ilha de CpG na região 2, 

foram amplificados e clonados em vetores de clonagem com o gene repórter 

Photinus luciferase, co-transfectados com outro vetor contendo o gene repórter 

Renilla luciferase, utilizado como controle do experimento. Observou-se que um 

fragmento de 348 pb localizado na ilha de CpG na região 2 possuía maior atividade 

transcricional. Desta forma, este grupo analisou o padrão de metilação da ilha de 

CpG na região 2 do promotor do gene ADAM23 e verificou sua hipermetilação em 

19/31 (61.3%) linhagens tumorais gástricas e em 7/16 (43.8%) tumores primários 

gástricos. A presença de hipermetilação no promotor do gene ADAM23 

correlacionou-se inversamente com sua expressão gênica. Finalmente, ensaios de 

formação de colônias revelaram que a proteína ADAM23 consiste em um fator 

supressor do crescimento celular. Estes resultados sugerem que o silenciamento 

epigenético do gene ADAM23 e sua conseqüente perda de função provavelmente 

têm papel importante durante o desenvolvimento e a progressão de tumores 

gástricos. 

Além de tumores de mama e de estômago, a presença de hipermetilação no 

gene ADAM23 também foi verificada em outros tipos de tumores. HAGlliARA et 
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al. (2004) estudaram linhagens tumorais e tumores primários de pâncreas e 

detectaram ADAM23 hipermetilada em 57% (4/7) das linhagens e 29% (7/24) dos 

tumores primários de pâncreas, o que estava associado à diminuição da expressão 

gênica. Recentemente, foi verificada a hipermetilação do gene ADAM23 em tumores 

de cabeça e pescoço (18/43 amostras, 42%). A análise dos tumores de laringe 

separadamente revelou a associação entre a presença de ADAM23 hipermetilada e 

estadios mais avançados do tumor (estadios 3 e 4) (p=0.005), sugerindo um papel 

para ADAM23 na tumorigênese de cabeça e pescoço (CALMON et al. 2007). 

Diferentemente do que foi observado para os outros tipos de tumores, um estudo 

realizado com tumores de cérebro revelou que neste tipo de tumor o gene ADAM23 

não está hipermetilado, apesar de apresentar uma nítida redução em seu padrão de 

expressão (COSTA et al. 2005). 
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2 OBJETIVO 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a utilização da hipermetilação na região promotora do gene 

ADAM23 como marcador molecular para predizer a evolução da doença em 

pacientes com câncer de mama e para detectar células metastáticas em linfonodos 

sentinela dessas pacientes. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Analisar o perfil de metilação da llha CpG mais próxima ao sítio de início de 

transcrição no promotor do gene ADAM23 (região 2) em carcinomas ductais 

invasivos de mama através de MSP e correlacionar os resultados obtidos com 

os dados clínico-patológicos das pacientes e evolução da doença. 

2. Verificar se a ocorrência de hipermetilação na região promotora do gene 

ADAM23 pode ser detectada em amostras de plasma de pacientes com câncer 

de mama e correlacionar a presença de metilação no plasma com dados 

clínico-patológicos das pacientes e evolução da doença. 

3. Verificar se a ocorrência de hipermetilação na região promotora do gene 

ADAM23 pode ser utilizada como uma ferramenta molecular alternativa e 

mais sensível para a detecção de células metastáticas em linfonodos sentinela 

de pacientes com câncer de mama. 
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3 MATERIALEMÉTODOS 

3.1 MATERIALBIOLÓGICO 

3.1.1 Amostras de Tumores Primários 

Foram utilizadas 145 amostras de carcinomas ductais invasivos de mama 

coletadas no Hospital A.C. Camargo e disponíveis no Banco de Tumores deste 

hospital. O Banco de Tumores foi criado durante a realização do Projeto Genoma 

Humano do Câncer e a coleta das amostras foi devidamente regularizada e aprovada 

pelo CONEP (parecer no. 728/2000). Todas as amostras armazenadas no Banco de 

Tumores foram coletadas mediante consentimento informado das pacientes. Dentre 

as amostras utilizadas, 102 foram coletadas de pacientes operadas entre 1998 e 2001 

e possuíam pelo menos 5 anos de seguimento, enquanto as demais (n=43) foram 

provenientes de pacientes operadas a partir de 2005, durante a realização deste 

projeto. Todas as amostras de tumores de mama utilizadas neste estudo foram 

provenientes de indivíduos do sexo feminino. 

3.1.2 Amostras de Plasmas 

Foram utilizadas 44 amostras de plasma de pacientes diagnosticadas com 

câncer de mama, com pelo menos 5 anos de seguimento, coletadas no Hospital A.C. 

Camargo durante a cirurgia da mama, após o consentimento das pacientes, e 

disponíveis no Banco de Tumores deste hospital. 
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Foram avaliadas 37 pacientes cujo tumor primário de mama previamente 

analisado apresentou hipermetilação no promotor da ADAM23. Como controle da 

metodologia, foram incluídas na análise amostras de plasma de 7 pacientes em cujo 

tumor primário de mama previamente analisado não foi detectada a presença da 

hipermetilação da região promotora da ADAM23. 

Também foram utilizadas como controle 28 amostras de plasmas 

provenientes de mulheres doadoras de sangue no Banco de Sangue do Hospital A.C. 

Camargo, na faixa etária entre 40 e 75 anos, que não apresentavam nenhuma 

patologia no momento em que foi realizada a coleta de sangue. 

3.1.3 Amostras de Linfonodos Sentinela 

Foram utilizadas 97 amostras de linfonodos sentinela removidos de 43 

pacientes com tumor de mama. O número de linfonodos extraídos por paciente 

variou entre 1 e 6 linfonodos, com média de 2.25 linfonodos por paciente. Durante a 

cirurgia da mama, muitas vezes o linfonodo sentinela é removido juntamente com 

outros 1-5 linfonodos axilares próximos a ele, e todo o material é enviado para a 

análise histo-patológica sem discriminação de qual dos linfonodos é o sentinela. Por 

isso, todos os linfonodos são avaliados pela patologia sem distinção. Uma vez que o 

material analisado neste trabalho foi proveniente da análise histo-patológica, não foi 

possível distinguir e analisar apenas o linfonodo sentinela. Sendo assim, apesar de o 

termo linfonodo sentinela significar o primeiro nódulo de uma região linfática que 

drena um sítio específico de tumor, neste trabalho este termo será empregado para 

designar não só o primeiro, como também outros linfonodos localizados bem 

próximos ao sentinela, por uma questão de simplificação. 
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Durante a ressecção cirúrgica da mama, os linfonodos sentinelas foram 

identificados utilizando-se os métodos de coloração do sistema linfático com corante 

azul isossulfano e sua marcação com substância radioativa (tecnécio-99m) 

paralelamente. Após a remoção do tecido linfonodal, os nódulos foram separados, 

enviados ao Departamento de Patologia do Hospital A.C. Camargo e armazenados 

em blocos de parafma, seguindo-se a avaliação microscópica para detecção de 

células tumorais. A presença de macrometástases foi avaliada pelo método de 

coloração dos cortes com hematoxilina-eosina. Na ausência de macrometástases, a 

presença de micrometástases foi avaliada através da análise de expressão do antígeno 

citoceratina AE1/AE3 por imunoistoquímica, empregando-se o método do complexo 

estreptoavidina-biotina-peroxidase. Neste trabalho, foram consideradas pacientes 

com linfonodos comprometidos por metástases todas aquelas em que foi detectada a 

presença de macro ou micrometástases linfonodais, sem discriminação do tipo de 

metástase. 

Foram avaliados dois grupos distintos: 

GRUPO A: 15 indivíduos que apresentaram linfonodos sentinela acometidos 

por células metastáticas após a análise histo-patológica 

GRUPO B: 28 indivíduos que apresentaram linfonodos sentinela livres de 

células metastáticas após a análise histo-patológica 
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Paralelamente à análise dos linfonodos sentinela, a presença de 

hipermetilação na região promotora do gene ADAM23 também foi avaliada nos 

tumores primários dessas 43 pacientes. 

De acordo com o perfil de metilação do promotor da ADAM23 detectado no 

tumor primário, as pacientes foram divididas em três grupos. 

O primeiro grupo foi formado por 8 pacientes que não apresentaram 

ADAM23 hipermetilada nos tumores primários de mama, sendo que 5 foram 

consideradas livres de comprometimento linfonodal, segundo a avaliação histo­

patológica, e 3 foram consideradas positivas para a presença de células metastáticas. 

Este grupo foi utilizado para avaliar a especificidade da estratégia proposta, já que 

não esperávamos detectar ADAM23 metilada em nenhum dos linfonodos das 

pacientes nele incluídas. Este grupo também nos permitiu verificar se as células 

metastáticas presentes em linfonodos sentinela possuem o mesmo perfil que as 

células do tumor primário, no que diz respeito à metilação de ADAM23. 

O segundo grupo foi composto por 12 pacientes em cujos tumores de mama 

detectou-se a presença de hipermetilação no promotor da ADAM23 e que 

apresentaram linfonodos acometidos por metástase, de acordo com a análise histo­

patológica. Este grupo foi utilizado como controle da sensibilidade da estratégia 

proposta para detecção das células tumorais, uma vez que esperávamos detectar 

ADAM23 metilada em todos os linfonodos das pacientes pertencentes a este grupo. 

O terceiro grupo foi formado por 23 pacientes que possuíam tumores de 

mama em que foi detectada a presença de ADAM23 hipermetilada e que, de acordo 

com a análise histo-patológica, não apresentaram linfonodos comprometidos por 

metástase. Através desta análise procuramos verificar se a sensibilidade do ensaio de 



42 

detecção de metilação é maior do que a da análise histo-patológica, validando a 

utilização da presença de metilação na região promotora do gene ADAM23 como 

marcador para a detecção de células metastáticas em linfonodos sentinela. 

3.1.4 Amostras de Linfócitos Normais 

Foram utilizadas 16 amostras de linfócitos normais provenientes de mulheres 

que doaram sangue no Hospital A.C. Camargo durante a realização deste projeto e 

que não apresentavam nenhuma patologia no momento em que foi realizada a coleta 

de sangue. 

3.2 EXTRAÇÃO DE DNA 

3.2.1 Extração de DNA de Tumores Primários 

O DNA de tumores primários de mama foi extraído pelo método 

convencional de fenol-clorofórmio. Os tumores primários de mama foram incubados 

a 55°C durante a noite em 4 ml de tampão de extração (10mM Tris HCl, 50 mM 

EDTA, 0.5%SDS, pH 8.0), em presença de 100 J!g/ml de RNase A e 200 J!g/ml de 

Proteinase K. Após a digestão, adicionou-se 4 ml de fenol equilibrado (pH 8.0) à 

amostra. Seguiu-se sua agitação por 5 minutos e centrifugação durante 15 minutos a 

5.000xg, 4°C. Após a recuperação da fase aquosa, adicionou-se à mesma 4 ml de 

solução clorofórmio-álcool isoamilico (24:1), seguindo-se novamente a agitação da 

amostra por 5 minutos e sua centrifugação durante 15 minutos a 5.000xg, 4°C. 

Separou-se novamente a fase aquosa e repetiu-se a extração com clorofórmio-álcool 

isoamílico. Após esta extração, a fase aquosa foi coletada em tubo corex estériL A 
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precipitação de DNA foi realizada adicionando-se 1110 do volume da amostra de 3M 

NaAc pH 6.0 e 2.5 vezes do volume final de etanol absoluto gelado. As amostras 

foram deixadas a -200C por toda a noite. No dia seguinte, as amostras foram 

centrifugadas durante 30 minutos a 22.000xg, lavadas com etanol 70% e novamente 

centrifugadas durante 10 minutos a 22.000xg. Após a secagem do DNA à 

temperatura ambiente, o DNA foi ressuspendido em 100-500 Jll de tampão (10 mM 

Tris HCl, LO mM EDTA pH 8.0) e armazenado a 4°C. A qualidade dos DNAs 

extraídos foi avaliada em géis de agarose 0.8% corados com brometo de etídeo e sua 

concentração foi verificada em espectofotômetro. 

3.2.2 Extração de DNA de Plasma 

O plasma foi obtido centrifugando-se cerca de 2 ml de sangue de cada 

indivíduo durante 5 minutos a 5.000xg. A extração de DNA foi realizada 

empregando-se o método convencional fenol-clorofórmio, de modo semelhante à 

extração de DNA de tumores primários, apenas com algumas modificações descritas 

a seguir. Inicialmente, 1 ml de plasma foi incubado a 55°C durante a noite em 2 ml 

de tampão de extração contendo 100 Jlg/ml RNase A e 200 Jlg/ml Proteinase K. 

Após a digestão, foram realizadas três extrações, sendo a primeira com 3 ml de fenol 

equilibrado (pH 8.0), a segunda com solução fenol-clorofórmio (1:1) e a última com 

solução clorofórmio-álcool isoamilico (24: 1 ). Após a coleta do sobrenadante final em 

tubo corex estéril, adicionou-se 1 Jll de glicogênio (20 mg/ml), seguindo-se a 

precipitação do DNA com 0.3M NaAc pH 6.0 e etanol absoluto gelado. As amostras 

foram deixadas a -200C por toda a noite e, no dia seguinte, após centrifugação e 

lavagem com etanol 70%, o DNA foi ressuspendido em 30 Jll de tampão e 
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armazenado a 4°C. A concentração de DNA em cada amostra foi analisada em 

espectofotômetro. 

3.2.3 Extração de DNA de Linfondos Sentinela 

As amostras de linfonodos sentinela foram coletadas durante a confecção de 

lâminas destinadas à análise histo-patológica dos linfonodos previamente 

emblocados em parafina e consistem em restos de tecido produzidos entre um corte e 

outro do bloco. Previamente à extração do DNA, as amostras foram 

desparafmizadas. Nesta etapa, uma quantidade de tecido parafinizado suficiente para 

preencher metade do volume de um tubo de 1.5 ml foi encubada em LO ml de xilol 

durante 2 horas a 48°C, para remoção da parafina. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas durante 15 minutos a 16.000xg. Após a remoção da fase aquosa, o 

tecido foi re-hidratado empregando-se sucessivas lavagens com 100%, 70% e 50% 

etanol. Após esta etapa, realizou-se a extração do DNA empregando-se um protocolo 

adaptado ao método convencional fenol-clorofórmio. 

Os tecidos desparafinizados foram incubados a 48°C durante 48 horas em 300 

J.1l de tampão de extração (10 mM Tris, 2.5 mM EDTA, 62.5 mM NaCl, 1% SDS pH 

8.8), em presença de 100 J.lg/ml de RNase A e 1 mg/ml de Proteinase K. Após a 

digestão, adicionou-se 300 J.1l de solução fenol-clorofórmio-álcool isoamílico 

(25:24: 1) às amostras e estas foram transferidas para um tubo Phase Lock Gel 

( Eppendorf), que separa as duas fases da solução, facilitando a remoção da fase 

aquosa, sem que haja contaminação com a solução de fenol. As amostras foram 

centrifugadas durante 10 minutos a 16.000xg, em temperatura ambiente. Após a 

repetição deste procedimento duas vezes, a fase aquosa foi transferida para um tubo 
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estéril e adicionou-se 2 J.ll de glicogênio (20 mg/ml). Seguiu-se a precipitação do 

DNA com a adição de 113 do volume da amostra de 7 .5M ~OAc e de 2 vezes o 

volume final da amostra de etanol absoluto gelado. O DNA foi incubado por toda a 

noite a -20°C. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas durante 30 minutos a 

15.300xg, lavadas com etanol 70% e novamente centrifugadas durante 10 minutos a 

15.300xg. Após secagem à temperatura ambiente, o DNA foi ressuspendido em 50-

200 J.ll de tampão (10 mM Tris HCl, 1 mM EDTA pH 8.0) e armazenado a 4°C. A 

qualidade dos DNAs foi avaliada em géis de agarose 0.8% corados com brometo de 

etídeo e a concentração de DNA em cada amostra foi analisada em espectofotômetro. 

3.2.4 Extração de DNA de Linfócitos 

Para a obtenção dos linfócitos, cerca de 2 ml de sangue foi centrifugado 

durante 5 minutos a 5.000xg. Após a centrifugação, observou-se a formação de duas 

fases: uma fase superior de coloração clara, correspondente ao plasma, e uma fase 

inferior de coloração vermelho-escura, composta principalmente por hemácias. Entre 

as duas fases, estava disposto um halo bem fino, de coloração esbranquiçada, 

correspondente à camada leucocitária. Esta camada foi removida e transferida para 

um tubo de 1.5 ml. 

A extração de DNA dos linfócitos foi realizada empregando-se o método 

convencional fenol-clorofórmio, de modo semelhante à extração de DNA de tumores 

primários, exceto pelo volume dos reagentes. Inicialmente, ao volume coletado de 

cerca de 300 J.ll de papa linfocitária, adicionou-se 600 J.ll de tampão de extração 

contendo 100 J.lg/ml RNase A e 200 J.lg/ml Proteinase K. Após a digestão a 55°C 

durante a noite, foram realizadas três extrações, sendo a primeira com 900 Jll de 
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fenol equilibrado (pH 8.0), e as duas seguintes com solução clorofórmio-álcool 

isoamilico (24:1). Durante as extrações, foram utilizados tubos Phase Lock Gel, a 

fim de evitar contaminação entre as fases. Ao final das extrações, seguiu-se a 

precipitação do DNA com 0.3M NaAc pH 6.0 e etanol absoluto. As amostras foram 

deixadas a -20°C por toda a noite e, no dia seguinte, após centrifugação durante 30 

minutos a 15.300xg e lavagem com etanol 70%, o DNA foi ressuspendido em 100-

200 J..Ll de tampão e armazenado a 4°C. A qualidade dos DNAs extraídos foi avaliada 

em géis de agarose 0.8% corados com brometo de etídeo, e sua concentração foi 

verificada em espectofotômetro. 

3.3 TRATAMENTO DO DNA COM BISSULFITO DE SÓDIO 

O DNA extraído a partir dos tumores primários de mama, das amostras de 

plasma e dos linfonodos sentinelas foi tratado com bissulfito de sódio, que promove 

a deaminação de citosinas não metiladas em uracilas, as quais são substituídas por 

timinas durante a síntese de uma nova fita de DNA. As citosinas metiladas (5-

metilcitosinas) são mantidas intactas e permanecem como cito sinas após a reação de 

amplificação. O método empregado para tratar o DNA com bissulfito de sódio 

corresponde a uma adaptação do método de JERÓNIMO et ai. (2001). Inicialmente, 

1 J..Lg de DNA genômico foi misturado a 0.5 J..Lg/J..Ll de DNA de esperma de salmão e a 

mistura foi desnaturada utilizando 0.3M NaOH. Após incubação a 500C durante 20 

minutos, seguiu-se a modificação do DNA com bissulfito de sódio. Nesta etapa, o 

DNA foi incubado a 700C durante 3 horas com 500 J..Ll de uma solução bissulfito de 

sódio/hidroquinona (2.5 mM NaHS03, 350mM NaOH e 125mM C~02), a frm de 
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promover sua modificação. Em seguida, as amostras foram purificadas utilizando-se 

uma resina (Wizard@ Minipreps DNA purification resin, Promega) e uma coluna de 

purificação (Wizard Minicolumns, Promega ). Seguiu-se uma lavagem com 4 ml de 

80% isopropanol, tratamento com 0.3M NaOH para completa deaminação do DNA e 

sua precipitação com 3M ~OAc e 350 Jll de etanol absoluto. Na etapa de 

precipitação do DNA, adicionou-se 1J.Ll glicogênio (20 mg/ml). O DNA modificado 

foi incubado a -20°C por um período de 16 a 20 horas. No dia seguinte, após 

centrifugação durante 30 minutos a 15.300xg e lavagem com etanol 70%, o DNA foi 

ressuspendido em 50 J.Ll de tampão (10 mM Tris HCI e 1 mM EDTA pH 8,0). 

Para o tratamento com bissulfito de sódio de DNA extraído de linfonodos 

foram feitas algumas modificações. Na etapa inicial, partiu-se de 2 J.Lg de DNA e 

durante sua desnaturação com 0.3M de NaOH, o DNA de esperma de salmão foi 

substituído por glicogênio ( 1 J.Lg/J.Ll). Esta alteração foi adotada devido à necessidade 

de quantificação do DNA após seu tratamento com bissulfito de sódio, o que não é 

possível em DNA tratado pelo método descrito anteriormente, uma vez que a 

presença de DNA de esperma de salmão interfere na quantificação do DNA da 

amostra tratada. As demais etapas do método de tratamento descrito anteriormente 

não foram modificadas, exceto pelo volume final de ressuspensão do DNA, que foi 

20 Jll. 

A eficiência do tratamento do DNA com bissulfito de sódio em amostras de 

linfonodos sentinela parafinizadas foi avaliada através do tratamento de 1 J.Lg de 

DNA extraído de linfonodos misturados a 1 J.Lg de DNA plasmidial não metilado 

contendo um fragmento clonado de aproximadamente 250 pb. Após o tratamento da 

mistura contendo DNA plasmidial e de linfonodos, o fragmento clonado no 
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plasmídeo foi amplificado e seqüenciado. Como esperado, observamos que todas as 

citosinas deste fragmento haviam sido convertidas a timinas, demonstrando que o 

tratamento foi 100% eficiente, sem a interferência de nenhum composto existente nas 

amostras de linfonodos parafinizadas. 

3.4 ANÁLISE DE METILAÇÃO POR MSP 

Neste estudo, o perfil de metilação da região promotora do gene ADAM23 foi 

analisado por MSP (HERMAN et al. 1996). As amostras de carcinomas ductais 

invasivos de mama previamente analisadas para a região 1 do promotor do gene 

ADAM23 pelo Dr. Fabrício Costa foram avaliadas neste projeto quanto ao padrão de 

metilação da ilha de CpG localizada na região 2. Em relação às amostras de plasma, 

foi avaliado o perfil de metilação da ilha de CpG 1 da ADAM23. Para as demais 

amostras de tumores primários de mama e linfonodos sentinela das mesmas 

pacientes, avaliamos o perfil de metilação das duas ilhas de CpGs localizadas na 

região promotora do gene ADAM23. 

A quantidade de DNA utilizada nas reações de MSP para cada tipo de análise 

foi variável. Para as reações com DNA extraído de tumores primários de mama, 

utilizou-se 1 a 2 ,.U de DNA previamente tratado com bissulfito de sódio. No caso das 

amostras de plasma, 3 fll do DNA tratado com bissulfito de sódio foi utilizado em 

reações de amplificação do DNA e, em seguida, 1 a 3 fll do produto destas reações 

foi utilizado como template nas reações de MSP. Já nas reações realizadas com DNA 

extraído de linfonodos e linfócitos, após o tratamento com bissulfito de sódio, o 

DNA modificado foi quantificado e 90 ng de DNA foi utilizado em cada reação. 

a; ·. ~ (f: C 
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A etapa de desenho dos iniciadores específicos para amplificação do DNA 

modificado por bissulfito de sódio é extremamente importante. Inicialmente, é 

preciso considerar que após o tratamento toda a seqüência de DNA não-metilada será 

alterada e, portanto, a seqüência dos primers também deve ser modificada. Além 

disso, o DNA resultante do tratamento por bissulfito de sódio é bastante 

fragmentado, de modo que os fragmentos amplificados por MSP não podem ser 

muito grandes, com tamanho ideal entre 150 e 200 pb. Sendo assim, o número de 

dinucleotídeos CGs que podem ser analisados é limitado quando comparado à análise 

por seqüenciamento direto e, em vista disto, a escolha do local onde são desenhados 

os primers é de fundamental importância. Os primers devem englobar dinucleotídeos 

CGs freqüentemente metilados no tipo de amostra estudada, o que deve ser 

verificado previamente por seqüenciamento após o tratamento com bissulfito de 

sódio. Os dinucleotídeos escolhidos também devem estar localizados 

preferencialmente em elementos reguladores da transcrição gênica (ex. Sítios de 

ligação para o fator de transcrição Sp 1) e a presença de metilação nesses 

dinucleotídeos deve estar diretamente relacionada com uma diminuição no nível de 

transcrição do gene. 

A análise da ilha de CpG localizada na região 1 do gene ADAM23 foi 

realizada empregando-se iniciadores desenhados previamente em nosso laboratório 

pelo Dr. Fabrício Costa. A escolha de quais dinucleotídeos CGs foram englobados 

pelos primers foi realizada baseando-se na clonagem e seqüenciamento direto da ilha 

de CpG na região 1 da ADAM23, empregando-se DNA de linhagens tumorais de 

mama e tumores primários de mama modificados por bissulfito de sódio (COSTA et 

al. 2004). A posição dos dois pares de iniciadores desenhados pode ser visualizada na 
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Figura 4. A técnica de MSP foi padronizada anteriormente por nosso grupo para a 

análise da ilha de CpG localizada na região 1 do promotor do gene ADAM23, 

utilizando-se como controles DNAs extraídos de duas linhagens celulares (PMC42 e 

Du4475) e DNA extraído de mama normal com o padrão de metilação já 

caracterizado (COSTA et al. 2004). 

Os iniciadores empregados nas reações de MSP para análise da ilha de CpG 1 

foram os seguintes: ADAM23 U- F: 5'- ATT GTT TIT TTG TIA GAA TGT TG -

3'/ ADAM23 U- R: 5'- TAA AAA AAA CAC AAA AAA CCA AAC A - 3' para a 

situação não-metilada, e ADAM23 M- F: 5'- ATI GTI TTT TCG TIA GAA 

TGT CG - 3'/ ADAM23 M- R: 5'- TAA AAA AAA CAC AAA AAA CCG AAC 

G - 3 ... para a situação metilada. As reações foram realizadas em um volume final de 

25 J.L]. por tubo contendo IX tampão Taq Platinum Polimerase (lnvitrogen), 2 mM de 

MgCh (lnvitrogen), 200 ~M de dNTPs (Gibco BRL), 0,32 J.1M de cada primer e 1 U 

de Taq Platinum (lnvitrogen). As condições de amplificação foram 10 minutos a 

95°C para ativação da enzima, seguido por 40 ciclos de 95°C por 45 segundos, 

anelamento a 59°C por 45 segundos e extensão a 72°C por 1 minuto. Seguiu-se 

extensão final de 5 minutos a 72°C. A amplificação por MSP do fragmento 

localizado na ilha de CpG na região 1 do gene ADAM23 gera um fragmento de 100 

pares de bases tanto na reação com iniciadores específicos para a situação metilada, 

quanto para a situação não-metilada. 

A análise da ilha de CpG localizada na região 2 do promotor do gene 

ADAM23 foi realizada por reações de MSP empregando-se iniciadores específicos 

descritos por TAKADA et al. (2005). Estes iniciadores foram desenhados nos locais 

mais freqüentemente metilados da região 2 em linhagens tumorais de estômago em 
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que o gene ADAM23 estava silenciado (SNU601 e SH101P4), o que foi verificado 

através do tratamento do DNA com bissulfito de sódio seguido por seqüenciamento. 

Os iniciadores empregados nas reações de MSP para análise da ilha de CpG 2 

foram os seguintes: ADAM23-USP-F: 5'- TIT AGG TIT GGT GGT AGT TIT T-

3'/ ADAM23-USP-R: 5'- AAC CAC TCC CAA AAC AAA ACA -3' para a 

situação não-metilada, e ADAM23-MSP-F: 5'- AGG TTC GGC GGT AGT TfT C 

-3'/ ADAM23-MSP-R: 5'- CCA CTC CCG AAA CGA AAC G -3' para a situação 

metilada. As reações de MSP foram realizadas em condições semelhantes às reações 

para análise da ilha de CpG na região 1 do promotor da ADAM23 descritas 

anteriormente, exceto pela ciclagem das reações de amplificação. Adotou-se 

ciclagem igual àquela empregada por T AKADA et al. (2005), que foi a seguinte: 5 

minutos a 94 oc, seguido por 31 ciclos de 94 o c por 30 segundos, anelamento a 60°C 

por 30 segundos e extensão a 72°C por 30 minutos. Seguiu-se extensão final de 7 

minutos a 72°C. A amplificação do DNA por MSP na llha de CpG localizada na 

região 2 da ADAM23 gera um fragmento de 137 pares de base para a situação não­

metilada, e um fragmento de 132 pares de base para a situação metilada. 

Para as amostras de plasma, foi necessário amplificar o DNA previamente à 

reação de MSP a fim de aumentar a sensibilidade da reação. Dessa forma, o DNA de 

plasma foi amplificado com iniciadores desenhados em locais da região 1 do 

promotor da ADAM23 onde não são encontrados dinucleotídeos CGs, de modo que 

o perfil de metilação do DNA não interfira em sua amplificação. Esses iniciadores 

foram desenhados considerando-se a modificação do DNA decorrente de seu 

tratamento com bissulfito de sódio. Nessas reações, utilizou-se 3 f.ll de DNA extraído 

de plasma e tratado com bissulfito de sódio. Foram empregados os seguintes 
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iniciadores: ADAMB2- F: 5'- GTA TGT AAA TAT AAA GGA TTG TAG -3'/ 

ADAMB2 - R: 5'- ATA AAA ATA TAT CCT CCT AAA TAT -3'. As reações 

foram realizadas em um volume final de 25 J1l por tubo contendo IX tampão 

AmpliTaq Gold Polimerase (Applied Biosystem), 1.5 mM MgC}z, 200 J.1M dNTPs 

(Gibco BRL), 1.0 U de AmpliTaq Gold (Applied Biosystem), 0,32 ~ de cada 

iniciador. As condições de amplificação da reação foram: desnaturação inicial do 

DNA por 12 minutos a 94°C, 1 ciclo de desnaturação a 94°C por 3 minutos, 

anelamento a 45°C por 3 minutos e extensão a 72°C por 2 minutos, 5 ciclos de 

desnaturação a 94°C por 3 minutos, anelamento a 48°C por 3 minutos e extensão a 

720C por 2 minutos, 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 1 minuto, anelamento a 

500C por 1 minuto e extensão a 72°C por 1 minuto. Ao final da ciclagem, as 

moléculas foram extendidas por 7 minutos a 72°C. Após as reações de amplificação 

do DNA de plasma, 1 a 3 J..Ll do produto destas reações foi utilizado como template 

nas reações de MSP. 

Nas reações de MSP para a análise da região 2 do gene ADAM23 nas 

amostras de tumores primários de mama com pelo 5 anos de seguimento, utilizamos 

como controle para situação não-metilada e metilada DNA extraído das linhagens 

tumorais de mama PMC-42 e MCF-7, respectivamente. Como controle das reações 

de MSP com amostras de plasma utilizou-se DNA extraído das linhagens tumorais 

de mama PMC 42 e SK-BR-3, para a situação não-metilada e metilada, 

respectivamente. Nas reações de MSP com amostras de tumores primários de mama 

e linfonodos sentinelas coletados das mesmas pacientes, foram utilizados como 

controle para a situação não-metilada e metilada DNA extraído de linfócitos de 

indivíduos normais e DNA de linfócitos normais metilados in vitro com a enzima 
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M.Sssl (New England BioLabs ), respectivamente. A ausência de metilação nas duas 

ilhas de CpG do gene ADAM23 em linfócitos de indivíduos normais foi previamente 

determinada. 

Na Figura 4, estão representadas as duas ilhas de CpG no promotor do gene 

ADAM23. Podemos observar a localização dos iniciadores específicos empregados 

na amplificação de cada uma das ilhas CpGs, demonstrando os locais analisados por 

MSP nas duas regiões. 

-1025 -549 

Região 1 

+ + 
ADAM23.1 F ADAM23.1 R 

(-899pb) (-799pb) 

ATG 

I 
-278 +1 +233 +437 +789 

Região 2 

+ + 
ADAM23.2 F ADAM23.2 R 

(-109pb) (+28pb) 

Legenda: As regiões correspondentes às duas ilhas de CpGs identificadas na região 5' upstream do 

gene ADAM23 estão indicadas na figura como regiões 1 e 2. A seta na posição + 1 corresponde ao 

sítio de início de transcrição, utilizado como referência para o cálculo das demais posições, em pares 

de bases. A posição dos iniciadores específicos empregados nas reações de MSP está demonstrada por 

setas pequenas. Os números entre parênteses abaixo da denominação de cada iniciador representam a 

posição exata de sua localização na fita de DNA, em relação ao sítio de início de transcrição. 

Figura 4 - Representação esquemática das duas regiões correspondentes às ilhas de 

CpGs da região promotora do gene ADAM23, demonstrando a localização dos 

fragmentos de cada região analisados por MSP. 
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Os produtos das reações de MSP foram analisados em gel de poliacrilamida 

8%, preparados utilizando-se uma solução de poliacrilamida e bis-acrilamida na 

proporção 29:1, 10% APS como doador de elétrons da reação e TEMED (Life 

Technologies) como catalisador da reação. Após a eletroforese, os géis de 

poliacrilamida foram submetidos à coloração com AgN03 (SANGUINETTI et al. 

1994). 
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3.5 METILAÇÃO DE DNA DE LINFÓCITOS IN VITRO 

DNA de linfócitos de indivíduos normais foram metilados in vitro utilizando­

se a enzima M.Sss I. Inicialmente, 20 J.Lg de DNA foram incubados a 37°C na 

presença de IX tampão M.Sss I (New England BioLabs ), 0.32 mM S­

adenosilmetionina e 25 U da enzima metilase M.Sss I, em volume final de 250 J!l. 

Após 4 horas de incubação, acrescentou-se mais 0.64 mM de S-adenosilmetionina e 

12.5 U da enzima M.Sssl. Seguiu-se mais 4 horas de incubação a 37°C. 

Após a modificação do DNA, foi realizada extração com 250 J!l de fenol­

clorofórmio (1:1). As amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 16.000xg, 

seguindo-se a precipitação do DNA com a adição de 1/3 do volume da amostra de 

7 .5M NHtOAc e 2 vezes o volume final da amostra de etano! absoluto gelado. As 

amostras foram deixadas a -20°C por toda a noite e, no dia seguinte, após 

centrifugação e lavagem com etano! 70%, o DNA foi ressuspendido em 100-200 Jll 

de tampão e armazenado a 4°C. A concentração dos DNAs metilados foi verificada 

em espectofotômetro. 

3.6 CORRELAÇÃO DO PERFIL DE METILAÇÃO DO GENE 

ADAM23 COM OS DADOS CLÍNICO-PATOLÓGICOS DAS 

PACIENTES 

O perfil de metilação do gene ADAM23 detectado nas amostras de tumores 

primários de mama e de plasma foi correlacionado com os dados clínico-patológicos 

das pacientes. Esses dados foram levantados a partir dos prontuários das pacientes 
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arquivados no "Serviço de Arquivo Médico" (SAME) do Hospital A.C. Camargo. 

sob supervisão de um oncologista e de um patologista. Para cada uma das pacientes 

foram levantados os seguintes dados clínico-patológicos: data de nascimento, data do 

diagnóstico da doença, estadio da doença, tamanho do tumor, classificação do grau 

histológico segundo o sistema SBR (Sistema de Bloom & Richardson), presença e 

número de linfonodos positivos (0, 1-3, 24), expressão dos receptores de estrógeno e 

progesterona, superexpressão da proteína p53, presença de invasão perineural e 

linfática, presença de recidivas locais e a distância, realização de quimioterapia, 

radioterapia e hormônio-terapia (tamoxifeno) adjuvantes, drogas utilizadas na 

quimioterapia ( CMF - ciclofosfamida, metotrexate, fluoruracil; AC - antraciclina, 

ciclofosfamida), e status atual do paciente. Neste estudo foram incluídas apenas 

pacientes sem tratamento neoadjuvante e com pelo menos 5 anos de seguimento. 

As reações de imunoistoquímica para receptor de estrógeno (Dak:o clone 1D5 

diluição 1 :50), receptor de progesterona (Dak:o clone 6F11 diluição 1 :500) e p53 

(Dak:o clone D07 diluição 1 :500) foram realizadas utilizando-se o complexo avidina­

biotina. Considerou-se positivos os casos em que ao menos 10% das células tumorais 

apresentaram marcação nuclear. 

As análises estatísticas foram realizadas sob supervisão do Dr. André 

Carvalho, membro do Departamento de Cabeça e Pescoço do Hospital do A.C. 

Camargo. A associação entre as variáveis qualitativas foi avaliada através do teste do 

qui-quadrado ou teste exato de Fisher. A análise de sobrevida livre de metástases em 

sítios distantes (considerada a partir da data de diagnóstico inicial até a data de 

diagnóstico de doença metastática em sítio distante ou até o último dia de 

seguimento) e de sobrevi da global específica (considerada a partir da data de 
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diagnóstico inicial até a data de óbito decorrente de câncer de mama ou até o último 

dia de seguimento), foram realizadas pelo método de Kaplan-Meier, e o teste de Log­

rank foi aplicado para determinação da diferença estatística entre os grupos e 

comparação das curvas. A análise multivariada foi realizada pelo método de 

Regressão de Cox, utilizando todas as variáveis que apresentaram p<0.20 na análise 

univariada. Para todos os testes foi estabelecido um erro a=5%, isto é, os resultados 

foram considerados estatisticamente significativos quando p<0.05. Nas análises 

estatísticas foi utilizado o software SPSS for Windows versão 10.0 (Statistical 

Package for Social Sciences) (SPSS Inc., Chicago, ll..). 



RESULTADOS 
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4 RESULTADOS 

4.1 AVALIAÇÃO DO PERFIL DE METILAÇÃO DA REGIÃO 

PROMOTORA DO GENE ADAM23 EM TUMORES PRIMÁRIOS DE 

MAMA E CORRELAÇÃO COM DADOS CLÍNICO-PATOLÓGICOS 

DAS PACIENTES 

Como descrito anteriormente, o gene ADAM23 possui duas ilhas de CpGs 

em sua região promotora, dispostas aproximadamente 1.0 kb upstream ao sítio de 

início de transcrição, juntamente com o primeiro exon e intron. A primeira ilha de 

CpG (região 1) está localizada mais distante do sítio de início de transcrição (posição 

-1.025 pb a -549 pb, em relação ao sítio de início de transcrição +1 pb), enquanto a 

ilha de CpG 2 está disposta ao redor do sítio de início de transcrição (posição -278 

pb a +789 pb). 

Neste estudo, avaliamos o padrão de metilação da ilha de CpG 2 em 94 

amostras de carcinomas ductais invasivos de mama, previamente analisadas quanto 

ao perfil de metilação da outra ilha de CpG (região 1) pelo Dr. Fabrício Costa em 

nosso laboratório (Tabela 1 ). A idade média das pacientes incluídas neste estudo foi 

58.9 anos e a mediana, 59.2 anos, sendo a idade mínima igual a 26.2 anos e a idade 

máxima igual a 92.6 anos. Durante os 5 anos de acompanhamento das pacientes, 20 

(21.3%) apresentaram metástases à distância e 15 (16%) morreram em decorrência 

da doença. A média e a mediana da sobrevida livre de metástases à distância foram 

de 66.6 e 77.5 meses, respectivamente. Já a média e a mediana da sobrevida global 

·' ' .. . ~tO \ ........ _ 

. l ; 
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específica foram 70.5 e 78.2 meses, respectivamente. A probabilidade de sobrevida 

livre de metástases à distância e sobrevida global específica em 5 anos das 94 

pacientes com câncer de mama incluídas neste estudo foi 81.4% e 89.1% 

respectivamente. Na Tabela 1 estão relacionados os dados clínico-patológicos das 

pacientes incluídas no estudo. 

Para a análise da presença de metilação na região 2 foi utilizada a técnica de 

MSP, como previamente descrito por HERMAN et al. (1996). A amplificação por 

MSP do DNA convertido através do tratamento com bissulfito de sódio gera um 

fragmento de 137 e 132 pares de bases para a situação não-metilada e metilada, 

respectivamente (Figura 5). 

200pb 

100 pb 

MM U M U M U M U M U M U M 
NTC PMC MCF TM TM TM 

42 7 33 35 494 

Legenda: Representação da análise do perfil de metilação da região 2 do promotor da ADAM23 em 

três carcinomas ductais iovasivos de mama, TM 33, 35, 494. MM- Marcador de massa molecular I 00 

pb. NTC- Controle da reação sem DNA. PMC 42 e MCF7- Linhagens tumorais de mama utilizadas 

como controle das reações para a situação não-metilada e metilada, respectivamente. U - Não­

metilado. M- metilado. 

Figura 5 - Avaliação do perfil de metilação da ilha CpG localizada na região 2 do 

promotor do gene ADAM23 em tumores primários de mama. 
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Tabela 1 - Variáveis clínico-patológicas das pacientes com carcinoma ductal 
invasivo de mama. 

VARIÁVEIS 

Idade >50 
$;50 

Estádio I 
11 
m 

Tamanho do Tumor pT1 
pT2 
pT3 

SBR* I 
11 
m 

No. de linfonodos positivos O 
1-3 
~4 

Invasão perineural* Negativo 
Positivo 

Invasão linfática* Negativo 
Positivo 

Receptor de estrógeno Negativo 
Positivo 

Receptor de progesterona Negativo 
Positivo 

Superexpressão de p53* Negativo 
Positivo 

Quimioterapia adjuvante Ausente 
Sem antracíclicos 
Com antracíclicos 

Radioterapia adjuvante Ausente 
Presente 

Tamoxifeno Ausente 
Presente 

ADAM23- Região 1 Não-metilada 
Metilada 

ADAM23- Região 2 Não-metilada 
Metilada 

NÚMERO DE 
PACIENTES 

65 
29 
25 
50 
19 
31 
54 
9 

27 
50 
15 
49 
27 
18 
58 
30 
47 
45 
36 
58 
63 
31 
72 
20 
32 
39 
23 
17 
77 
37 
57 
65 
29 
80 
14 

% 

69.1 
30.9 
26.6 
53.2 
20.2 
33.0 
57.4 
9.6 

29.3 
54.3 
16.3 
51.1 
29.8 
19.1 
65.9 
34.1 
51.1 
48.9 
38.3 
61.7 
67.0 
33.0 
78.3 
21.7 
34.0 
41.5 
24.5 
18.1 
81.9 
39.4 
60.6 
69.1 
30.9 
85.1 
14.9 

* Não estão disponíveis as informações de duas pacientes para as variáveis invasão linfátic~ SBR e 

p53, e de seis pacientes para a variável invasão perineural. 

A presença de hipermetilação na região 2 foi observada em 14.9% (14/94) 

dos tumores analisados. A comparação entre os resultados obtidos para as regiões 1 e 

2 da ADAM23 revelou que 62.8% (59/94) das amostras tumorais não apresentaram 
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nenhuma das ilhas CpGs metiladas, 8.5% (8/94) dos tumores apresentaram metilação 

nas duas ilhas CpGs, 22.3% (21/94) das amostras tumorais apresentaram apenas a 

região 1 hipermetilada e em 6.4% (6/94) dos tumores verificou-se apenas a 

hipermetilação da região 2. Podemos observar na tabela I que a hipermetilação da 

ilha CpG localizada na região 1 do promotor da ADAM23 foi verificada com maior 

freqüência do que a hipermetilação na região 2 (30.9% e 14.9%, respectivamente). 

Em seguida, investigamos a associação entre a presença de hipermetilação na 

região 2 do gene ADAM23 e as variáveis clínico-patológicas das pacientes utilizadas 

na rotina clínica. A fim de permitir a comparação entre os resultados de 

hipermetilação da região 2 e os resultados obtidos previamente para a região 1, as 

análises estatísticas estão apresentadas em conjunto na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Associação entre a presença de hipermetilação nas ilhas de CpGs 1 e 2 da 
região promotora do gene ADAM23 e as variáveis clínico-patológicas das pacientes. 

REGIÃO ! REGIÃ02 

VARIÁVEIS NÃo-MET. MET. p NÃo-MET. MET. p 
(%) (%) (%) (%) 

Idade 
> 50 44 (67.7) 21 (32.3) 

0.647 
56 (86.2) 9 (13.8) 

0.756 
~ 50 21 (72.4) 8 (27.6) 24 (82.8) 5 (17.2) 

Estadio 
I 20 (80.0) 5 (20.0) 24 (96.0) 1 (4.0) 
11 34 (68.0) 16 (32.0) 0.281 40 (80.0) 10 (20.0) 0.184 
m 11 (57.9) 8 (42.1) 16 (84.2) 3 (15.8) 

Tamanho do tumor 
pT1 24 (77.4) 7 (22.6) 28 (90.3) 3 (9.7) 
pT2 36 (66.7) 18 (33.3) 0.381 47 (87.0) 7 (13.0) 0.030 
pT3 5 (55.6) 4 (44.4) 5 (55.6) 4 (44.4) 

SBR* 
I 21 (77.8) 6 (22.2) 23 (85.2) 4 (14.8) 
11 35 (70.0) 15 (30.0) 0.255 43 (86.0) 7 (14.0) 0.991 
m 8 (53.3) 7 (46.7) 13 (86.7) 2 (13.3) 

No. linfonodos pos. 
o 36 (73.5) 13 (26.5) 46 (93 .9) 3 (6.1) 

1-3 20 (74.1) 7 (25.9) 0.147 21 (77.8) 6 (22.2) 0.039 
2:4 9 (50.0) 9 (50.0) 13 (72.2) 5 (27.8) 

Invasão perineural* 
Negativo 41 (70.7) 17 (29.3) 

0.698 
50 (86.2) 8 (13.8) 

0.542 
Positivo 20 (66.7) 10 (33.3) 24 (80.0) 6 (20.0) 

Invasão linfática* 
Negativo 35 (74.5) 12 (25.5) 

0.206 
43 (91.5) 4 (8.5) 

0.067 
Positivo 28 (62.2) 17 (37.8) 35 (77.8) 10 (22.2) 

Receptor de estrógeno 
Negativo 25 (69.4) 11 (30.6) 

0.961 
32 (88.9) 4 (11.1) 

0.417 
Positivo 40 (69.0) 18 (31 .0) 48 (82.8) 10 (17.2) 

Receptor progesterona 
Negativo 40 (63.5) 23 (36.5) 

0.090 
55 (87.3) 8 (12.7) 

0.539 
Positivo 25 (80.6) 6 (19.4) 25 (80.6) 6 (19.4) 

Superexpr essão p53* 
Negativo 51 (70.8) 21 (29.2) 

0.356 
65 (90.3) 7 (9.7) 

0.011 
Positivo 12 (60.0) 8 (40.0) 13 (65.0) 7 (35.0) 

Quimioterpia adj. 
Ausente 21 (65.6) 11 (34.4) 30 (93.8) 2 (6.3) 

Sem antracíclicos 27 (69.2) 12 (30.8) 0.806 33 (84.6) 6 (15.4) 0.124 
Com antracíclicos 17 (73.9) 6 (26.1) 17 (73.9) 6 (26.1) 

Radioterapia adj. 
Ausente 14 (82.4) 3 (17.6) 

0.193 
15 (88.2) 2 (11.8) 

1.0 
Presente 51 (66.2) 26 (33.8) 65 (84.4) 12 (15.6) 

Tamoxifeno 
Ausente 22 (59.5) 15 (40.5) 

0.101 
32 (86.5) 5 (13.5) 

0.762 
Presente 43 (75.4) 14 (24.6) 48 (84.2) 9 (15.8) 

* Não estão disponíveis as informações de duas pacientes para as variáveis invasão linfática, SBR e 

p53, e de seis pacientes para a variável invasão perineural. 

As associações estatisticamente significativas (p<0.05) estão destacadas em vermelho. 
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Não havia sido constatada associação estatisticamente significativa entre a 

presença de hipermetilação na região 1 do gene ADAM23 e nenhuma das variáveis 

clínico-patológicas das pacientes analisadas. Entretanto, a presença de 

hipermetilação na ilha de CpG 2 do promotor do gene ADAM23 foi associada a 

tamanho do tumor (p=0.03), número de linfonodos comprometidos por metástases 

(p=0.039) e superexpressão da proteína p53 (p=O.Oll). 

A fim de avaliar a relação entre a presença de hipermetilação no promotor do 

gene ADAM23 e a sobrevida livre de metástases à distância e sobrevida global 

específica em 5 anos, realizamos uma análise de sobrevida pelo método Kaplan­

Meier. Os resultados estão demonstrados na Tabela 3. 



65 

Tabela 3 - Análise univariada de sobrevida livre de metástases à distância e 
sobrevida global específica. 

SOBREVIDA LIVRE DE 
SOBREVIDA GLOBAL 

METÁSTASEÀ 
ESPECÍFICA 

VARIÁVEIS 
DISTÂNCIA 

PROBABILI PROBABILI 
DADE(%) 

p 
DADE(%) 

p 

Idade 
>50 83.8 

0.335 
92.1 

0.144 
::;50 75.9 82.8 
I 96.0 96.0 

Esta di o II 79.3 0.004 85.6 0.208 
m 65.5 88.9 
pT1 96.8 100.0 

Tamanho do tumor pT2 74.6 0.026 82.8 0.075 
pT3 66.7 88.9 
I 96.2 100.0 

SBR II 81.6 0.021 87.7 0.006 
m 57.4 72.7 

Número de 
o 98.0 98.0 
1-3 72.9 <0.001 85.0 <0.001 

linfonodos positivos 
2:4 45.9 70.6 

Invasão perinenral 
Ausente 86.1 

0.101 
91.2 

0.156 
Presente 67.4 82.8 

Invasão linfática 
Negativo 91.5 

0.027 
95.7 

0.047 
Positivo 69.6 81.8 

Receptor de Negativo 71.2 
0.066 

79.6 
0.028 estrógeno Positivo 87.5 94.8 

Receptor de Negativo 78.6 
0.463 

86.8 
0.585 

progesterona Positivo 86.8 93.6 
Superexpres- Negativo 85.5 

0.068 
94.3 

0.007 
sãodep53 Positivo 65.0 70.0 

Ausente 86.9 100 
Quimioterapia Sem antracíclicos 86.9 0.123 87.2 0.035 adjovante 

Com antracíclicos 64.7 77.8 

Radioterapia Ausente 81.5 94.1 

adjovante Presente 81.3 
0.789 

88.1 
0.990 

Ausente 68.7 74.8 
Tamoxifeno 

Presente 89.1 
0.003 

98.2 
<0.001 

Não-metilada 90.2 93.8 
ADAM23 Região 1 

Metilada 62.1 
<0.001 

78.9 
0.005 

Não-metilada 85.7 92.3 
ADAM23 Região 2 

Metilada 57.1 <0.018 71.4 0.037 

Não-metilada 91.0 93.1 
ADAM23 Uma região met. 74.1 <0.001 92.4 <0.001 
Regiões 1 e2 

2 regiões met. 37.5 50.0 

Os resultados estatisticamente significativos (p<0.05) estão destacados em vermelho. 
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A presença de hipermetilação em qualquer uma das ilhas de CpGs localizadas 

na região promotora do gene ADAM23 está fortemente associada a um pior 

prognóstico. As pacientes que apresentaram metilação na região 1 da ADAM23 

tiveram sobrevida livre de metástases à distância e sobrevida global específica 

inferiores às que não apresentaram ADAM23 metilada (62.1 vs. 90.2 p<0.001 e 78.9 

vs. 93.8 p=0.005, respectivamente). Em relação à hipermetilação da região 2 da 

ADAM23, as pacientes nas quais foi constatada metilação nesta região também 

tiveram menor sobrevida livre de metástases à distância e menor sobrevida global 

específica do que as que não apresentaram metilação (57.1 vs. 85.7 p<0.018 e 71.4 

vs. 92.3 p=0.037, respectivamente). 

A fim de avaliar se a presença de hipermetilação nas duas ilhas de CpGs 

poderia estar associada a um prognóstico ainda pior para as pacientes com câncer de 

mama, realizamos uma análise estatística combinada de hipermetilação nas duas 

regiões do promotor da ADAM23. Observamos que a probabilidade de sobrevida 

livre de metástases à distância foi de 91% para as pacientes que não apresentaram 

nenhuma das regiões da ADAM23 metilada, 74.1% para as que apresentaram apenas 

uma região metilada e 37.5% para as que apresentaram as duas regiões metiladas 

(p<0.001). Em relação à sobrevida global específica em 5 anos, pacientes que não 

apresentaram ADAM23 metilada tiveram probabilidade de sobrevida igual a 93.1 %, 

as que apresentaram apenas uma das regiões metilada tiveram probabilidade igual a 

92.4% e nas que apresentaram as duas regiões do promotor da ADAM23 metiladas, a 

probabilidade de sobrevida global específica em 5 anos diminuiu para 50.0% 

(p<O.OOI). Na Figura 6 estão representadas as curvas de sobrevida das pacientes com 
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câncer de mama, de acordo com o perfil de metilação da região promotora do gene 

ADAM23. 

Como pode ser verificado na Tabela 3, outros fatores analisados 

influenciaram as taxas de sobrevida livre de metástases à distância e de sobrevida 

global específica em 5 anos, como grau histológico, número de linfonodos 

comprometidos por metástases, invasão linfática e uso de tamoxifeno. As variáveis 

estadio e tamanho do tumor tiveram influência significativa apenas sobre sobrevida 

livre de metástases à distância, enquanto receptor de estrógeno, superexpressão da 

proteína p53 e quimioterapia adjuvante foram significativos exclusivamente para 

sobrevida global específica em 5 anos. 
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O Metilação 
1 Região metilada 
2 Regiões metiladas 

O Metilação 
1 Região metilada 
2 Regiões metiladas 

Legenda: A - Sobrevida livre de metástases à distância. B - Sobrevida global específica. O Metilação 

- ausência de ADAM23 metilada. 1 Região metilada e 2 Regiões metiladas - ADAM23 metilada em 

uma ou duas regiões analisadas, respectivamente. 

Figura 6 - Curvas de sobrevida em 5 anos das pacientes com câncer de mama, em 

relação ao perfil de metilação das duas regiões no promotor do gene ADAM23 em 

tumores primários de mama. 
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Com o objetivo de avaliar se a presença de hipermetilação no gene ADAM23 

é um fator de prognóstico independente para pacientes com câncer de mam~ 

realizamos uma análise estatística multivariada (Regressão de Cox) para os fatores 

associados ao risco de desenvolvimento de metástases à distância e ao risco de óbito 

em decorrência de tumor de mama. Foram incluídas nesta análise as variáveis 

clínico-patológicas que apresentaram p<0.20 na análise univariad~ incluindo o uso 

de quimioterapia adjuvante e terapia hormonal com tamoxifeno. Os resultados estão 

demonstrados na Tabela 4. 

Tabela 4 - Análise multivariada para risco de desenvolvimento de metástases à 
distância e risco de óbito decorrente de câncer de mama em 5 anos. 

VARIÁVEIS 
SOBREVIDA LIVRE DE METÁSTASE À 

SOBREVIDA GLOBAL ESPECÍFICA 
DISTÂNCIA 

HR IC (95%) p HR IC (95%) p 
No. de linfonodos 
positivos 

o 1.0 ref. 1.0 ref. 

1-3 12.65 2.84-56.28 0.001 26.66 2.80 - 254.08 0.004 

~4 14.37 3.75-55.08 <0.001 16.56 1.91 - 143.74 0.011 

Tamoxifeno 

Ausente 1.0 ref. LO ref. 

Presente 0.14 0.05-0.39 <0.001 0.05 0.01-0.28 0.001 

ADAM23 

Não-metilada LO ref. LO ref. 
Metiladaem 
uma região 6.53 2.07-20.57 0.001 2.30 0.52 - 10.07 0.270 

Metilada em 
duas regiões 8.84 2.31-33.76 0.001 9.97 1.96-50.61 0.006 

HR = Hazard ratlon e IC = mtervalo de confiança (95%) 

As variáveis clínico-patológicas número de linfonodos comprometidos por 

metástases, uso de tamoxifeno e presença de hipermetilação em uma ou duas regiões 

do gene ADAM23 revelaram-se fatores independentes para sobrevida livre de 
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metástases à distância e sobrevida global específica por câncer em 5 anos. Como 

podemos observar na Tabela IV~ a presença de hipermetilação em uma ilha de CpG 

ou nas duas ilhas de CpGs do gene ADAM23 confere 6.53 e 8.84 maior risco de 

desenvolver metástases à distância às pacientes com câncer de mam~ 

respectivamente~ em relação às que não apresentaram metilação em nenhuma das 

regiões (referência) (p=O.OOl). De modo semelhante~ as pacientes que apresentaram 

as duas ilhas CpGs metiladas tiveram maior chance de óbito em decorrência da 

doença (HR=9.97~ p=0.006) do que as que tiveram apenas uma região metilada 

(HR=2.30~ p=0.27) ou não apresentaram metilação em nenhuma das regiões 

(referência). Em conjunto~ os resultados da análise de sobrevida demonstram que a 

presença de hipermetilação nas duas ilhas de CpGs do promotor do gene ADAM23 

possui um valor prognóstico superior à presença de metilação em apenas uma delas. 

4.2 A V ALIAÇÃO DO PERFIL DE METILAÇÃO DA REGIÃO PROMOTORA DO 

GENE ADAM23 EM PLASMA DE PACIENTES COM CÂNCER DE MAMA 

Demonstramos anteriormente que a presença de hipermetilação na região 

promotora do gene ADAM23 em tumores primários de mama está associada a um 

pior prognóstico das pacientes e a uma diminuição das taxas de sobrevida livre de 

metástase à distância e sobrevida global específica em 5 anos. Considerando estas 

informações~ avaliamos se a presença de ADAM23 hipermetilada em amostras de 

plasma de pacientes com tumor de mama poderia conferir-lhes um prognóstico ainda 

pior e influenciar suas taxas de sobrevida. 
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Dessa forma, analisamos a presença de hipermetilação na região 1 em 37 

amostras de plasma de pacientes cujos tumores primários de mama apresentaram 

ADAM23 metilada nesta região. A presença de metilação na região 2 não foi 

realizada nas amostras de plasma devido à quantidade limitada de DNA recuperado a 

partir de amostras de plasma e à maior freqüência de hipermetilação observada na 

região 1, em relação à região 2, nos tumores primários de mama. 

A idade média das pacientes incluídas no estudo foi 62.5 anos e a mediana, 

61.0 anos. Durante os 5 anos de seguimento das pacientes, 10 (27.0%) apresentaram 

metástases à distância e 6 (16.2%) morreram em decorrência da doença. Na Tabela 5 

estão relacionadas as variáveis clínico-patológicas das 37 pacientes. Dentre as 37 

amostras, 29 haviam sido incluídas na análise de metilação em tumores primários 

descrita no item anterior. 

A hipermetilação do promotor do gene ADAM23 foi detectada em 19 das 37 

(51.4%) amostras de plasma (Figura 7). A presença de hipermetilação no promotor 

do gene ADAM23 também foi analisada em amostras de plasma de 7 pacientes com 

câncer de mama cujo tumor primário não apresentou ADAM23 metilada e em 28 

amostras de plasma de mulheres sadias, com idade entre 40 e 7 5 anos. Estes dois 

grupos representaram controles da especificidade da nossa metodologia e, como era 

esperado, não foi detectada presença de hipermetilação no gene ADAM23 em 

nenhuma destas amostras (Figura 8). 
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Legenda: Representação da análise do perfil de metilação da região 1 do promotor do gene ADAM23 

em três amostras de plasma, TM 1403, 4440 e 1570. MM- Marcador de massa molecular 100 pb. 

NTC- Controle da reação sem DNA. PMC 42 e SKBR3- Linhagens tumorais de mama utilizadas 

como controle das reações para a situação não-metilada e metilada, respectivamente. U - Não­

metilado. M- metilado. O tamanho do fragmento amplificado na situação não-metilada e metilada é 

100 pb. As setas destacam duas amostras de plasma em que foi observado produto amplificado 

metilado, além do não-metilado. 

Figura 7 - Avaliação do perfil de metilação da região promotora do gene ADAM23 

em amostras de plasma de pacientes com câncer de mama. 
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Legenda: Representação da análise do perfil de metilação da região 1 do promotor do gene ADAM23 

em duas amostras de plasma de mulheres sadias, PN 01 e PN 02, e uma amostra de plasma de paciente 

com tumor de mama que não apresentou ADAM23 hipermetilada no tumor primário, TM 742. MM­

Marcador de massa molecular 100 pb. NTC- Controle da reação sem DNA. PMC 42 e SKBR3-

Linhagens tumorais de mama utilizadas como controle das reações para a situação não-metilada e 

metilada, respectivamente. U- Não-metilado. M- metilado. O tamanho do fragmento amplificado na 

situação não-metilada e metilada é 100 pb. 

Figura 8 - Avaliação do perfil de metilação da região promotora do gene ADAM23 

em amostras de plasma de mulheres sadias e de pacientes com câncer de mama sem 

ADAM23 metilada no tumor primário. 
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Tabela 5 - Variáveis clínico-patológicas das pacientes com carcmoma ductal 
invasivo de mama. 

VARIÁVEIS 
NÚMERO DE 

% 
PACIENTES 

Idade > 50 27 73.0 
s so 10 27.0 

Esta di o I 7 18.9 
11 22 59.5 
m 8 21.6 

Tamanho do Tumor pT1 8 21.6 
pT2 22 59.5 
pT3 7 18.9 

SBR* I 7 19.5 
11 17 47.2 
m 12 33.3 

No. de Iinfonodos positivos o 20 54.1 
1-3 9 24.3 
2:4 8 21.6 

Invasão perineural* Negativo 26 74.3 
Positivo 9 25.7 

Invasão linfática* Negativo 18 58.0 
Positivo 13 42.0 

Receptor de estrógeno Negativo 15 40.5 
Positivo 22 59.5 

Receptor de progesterona Negativo 25 67.5 
Positivo 12 32.5 

Superexpressão de p53* Negativo 24 64.8 
Positivo 13 35.2 

Quimioterapia adjuvante Ausente 11 30.5 
Sem antracíclicos 16 44.5 
Com antracíclicos 9 25 

Radioterapia adjuvante Ausente 4 11.1 
Presente 32 88.9 

Tamoxifeno Ausente 18 48.6 
Presente 19 51.4 

ADAM23 - Região 1 Não-metilada 19 51.4 
Metilada 18 48.6 

* Não estão disponíveis as informações de uma paciente para as variáveis SBR, quimioterapia 

adjuvante e radioterapia adjuvante, de duas pacientes para a variável invasão perineural e de seis 

pacientes para a variável invasão linfática. 

A frm de verificar se a presença de hipermetilação no gene ADAM23 em 

amostras de plasma de pacientes com câncer de mama poderia conferir-lhes pior 

prognóstico e influenciar as taxas de sobrevida livre de metástases à distância e 

sobrevida global específica em 5 anos, realizamos uma análise de sobrevida (Figura 

9). 
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Legenda: A - Sobrevida livre de metástases à distância. B - Sobrevida global específica. O -

ADAM23 não-metilada. 1 - ADAM23 metilada. 

Figura 9 - Curvas de sobrevida em 5 anos, em relação ao perfil de metilação da 

ADAM23 em amostras de plasma de pacientes com câncer de mama. 

Podemos observar na Figura 9 que a taxa de sobrevida livre de metástases à 

distância em 5 anos é menor nas pacientes que apresentaram metilação do gene 

ADAM23 no plasma em relação as que não apresentaram (67.7% versus 88.9%, 
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p=0.490), no entanto esta diferença não é estatisticamente significativa. Da mesma 

forma, a taxa de sobrevida global específica em 5 anos é menor nas pacientes que 

apresentaram metilação do gene ADAM23 no plasma em relação as que não 

apresentaram (80.9% versus 82.9%, p=0.609), no entanto esta diferença também não 

é estatisticamente significativa. 

4.3 AVALIAÇÃO DO PERFIL DE METILAÇÃO DO PROMOTOR DO GENE 

ADAM23 EM LINFONODOS SENTINELAS DE PACIENTES COM CÂNCER DE 

MAMA 

O último objetivo deste estudo foi avaliar se a presença de metilação na 

região promotora do gene ADAM23 poderia ser utilizada como uma ferramenta 

molecular para a detecção indireta de células tumorais em linfonodos de pacientes 

com câncer de mama e se esta metodologia apresentaria maior sensibilidade de 

detecção quando comparada à análise histo-patológica convencional. 

Foram incluídas no estudo 43 pacientes com carcinoma ductal invasivo de 

mama, sendo que 15 foram consideradas portadoras de linfonodos comprometidos 

por metástases pela análise histo-patológica (Nl) e 28 foram consideradas livres de 

comprometimento linfonodal (NO). 

Inicialmente, o perfil de metilação da ADAM23 para as regiões 1 e 2 foi 

avaliado nos tumores primários de mama das 43 pacientes e, em seguida, foi 

realizada a avaliação de seus respectivos linfonodos sentinelas. Foram avaliados 97 

linfonodos, sendo 37 pertencentes a 15 pacientes Nl e 60 pertencentes a 28 pacientes 

NO. Em alguns casos, mais de um linfonodo localizados próximos ao sentinela foram 
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removidos durante a cirurgia. Como todos os linfonodos removidos são enviados à 

patologia sem discriminação específica de qual deles é o sentinel~ todos os 

linfonodos removidos foram incluídos em nossas análises e neste trabalho foram 

denominados de linfonodos sentinelas, por uma questão de simplificação. 

A presença de hipermetilação em ao menos uma das ilhas de CpGs no 

promotor do gene ADAM23 foi verificada em 80% (12/15) dos tumores primários de 

mama de pacientes que possuíam linfonodos acometidos por metástases (N1) e em 

82.14% (23/28) dos tumores primários de mama de pacientes sem comprometimento 

linfonodal (NO). De modo semelhante ao que foi observado para o primeiro grupo 

composto por 94 pacientes com carcinoma ductal invasivo de mam~ a presença de 

hipermetilação na região 1 do promotor do gene ADAM23 foi observada com maior 

freqüência do que na região 2. Entre as 12 pacientes N1 com ADAM23 metilada no 

tumor primário, foi detectada hipermetilação na região 1 em 12 pacientes (80% do 

total de pacientes N1) e na região 2 em apenas uma paciente (6.67% do total de 

pacientes Nl) (Tabela 8). Em relação às pacientes NO, 23 (82.14% do total de 

pacientes NO) apresentaram ADAM23 hipermetilada na região 1 e, entre elas, 8 

(28.6% do total de pacientes NO) também apresentaram hipermetilação na região 2 

(Tabela 9). 

Inicialmente, avaliamos a especificidade de nossa metodologia e também se o 

perfil de metilação da região promotora do gene ADAM23 verificado nas células do 

tumor primário é semelhante ao das células metastáticas nos linfonodos. Para isto, 

analisamos o perfil de metilação do promotor da ADAM23 em linfonodos de 8 

pacientes cujos tumores primários de mama não apresentaram ADAM23 

hipermetilad~ sendo 5 pacientes NO e 3 pacientes NL Esperávamos não observar 
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metilação no promotor da ADAM23 em nenhuma destas amostras. Entretanto, em 

uma das pacientes NO, verificamos a presença de ADAM23 hipermetilada na região 

1 em 2 de 3 linfonodos da paciente (Tabela 6). Resultado semelhante foi observado 

para uma das pacientes Nl (Tabela 7). Estes resultados foram confirmados por dois 

experimentos independentes, sugerindo que as células metastáticas nem sempre 

possuem o mesmo perfil que as células do tumor primário, em relação ao padrão de 

metilação da ADAM23. No entanto, não podemos descartar também a possibilidade 

de ocorrer troca das amostras durante a extração de DNA e tratamento com bissulfito 

de sódio. 

Tabela 6 - Avaliação do perfil de metilação das regiões 1 e 2 do promotor do gene 
ADAM23 em tumores primários de mama e nos linfonodos de pacientes NO. 

N°DE 
A23.Rl A23.R2 A23.Rl A23.R2 

PACIENTE LINFoNDOS 
TuMOR TuMOR LINFONODOS LINFONODOS 

ANALISADOS 

0.1 o o o o 2 

0.2 o o o o I 

0.3 o o I (2) o 3 

0.4 o o o o 2 

0.5 o o o o I 

Legenda: A23.Rl = ilha de CpG na região I do promotor do gene ADAM23 e A23.R2 = ilha de CpG 

na região 2 do promotor do gene ADAM23. O = ausência de metilação e I = presença de metilação. O 

número entre parênteses demonstra em quantos linfonodos analisados foi detectada a presença de 

metilação. 

FUNOAÇÃO ANTOMtO 
PP.UDENTE __ ._ ... ,.... 
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Tabela 7 - Avaliação do perfil de metilação das regiões 1 e 2 do promotor do gene 
ADAM23 em tumores primários de mama e nos linfonodos de pacientes NL 

PACIENTE 

1.1 

1.2 

1.3 

A23.Rl 

TUMOR 

o 
o 
o 

A23.R2 

TUMOR 

o 
o 
o 

A23.Rl 

LINFONODOS 

o 
o 

1 (2) 

A23.R2 

LINFONODOS 

o 
o 
o 

~DE 

LINFONODOS 

ANALISADOS 

1 

3 

Legenda: A23.R1 = ilha de CpG na região 1 do promotor do gene ADAM23 e A23.R2 = ilha de CpG 

na região 2 do promotor do gene ADAM23. O = ausência de metilação e 1 = presença de metilação. O 

número entre parênteses demonstra em quantos linfonodos analisados foi detectada a presença de 

metilação. 

HERMAN et al. (1996), ao descreverem a técnica de MSP, relataram uma 

sensibilidade de 0.1 %, ou seja, seu método foi capaz de detectar até 1 alelo metilado 

em meio a 1.000 alelos não-metilados. Para verificar se a mesma sensibilidade estava 

sendo atingida em nossos experimentos com os iniciadores específicos para 

amplificar as ilhas de CpGs 1 e 2 do promotor do gene ADAM23, realizamos reações 

de MSP utilizando diferentes proporções de DNA de linfócitos normais metilados in 

vitro em meio a DNA de linfócitos normais não-metilados. Utilizamos as seguintes 

proporções: 1:0 (100% de alelos metilados), 1:10 (1 alelo metilado em meio a 10 

alelos não-metilados), 1:100 (1 alelo metilado em meio a 100 alelos não-metilados), 

1:1.000 (1 alelo metilado em meio a 1.000 alelos não-metilados) e 1:10.000 (1 alelo 

metilado em meio a 10.000 alelos não-metilados). Nas reações de MSP com os 

iniciadores específicos para amplificar a região 2 do promotor da ADAM23, 

atingimos a mesma sensibilidade detectada por HERMAN et al. (1996) (Figura 10B). 

Entretanto, as reações feitas com iniciadores específicos para amplificar a ilha de 

CpG 1 na região promotora do gene ADAM23 tiveram sensibilidade 10 vezes maior 
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do que o que havia sido verificado anteriormente, pois foi possível identificar um 

alelo metilado em meio a 10.000 alelos não-metilados (Figura 10A). 

A 

100 pb 

B 

100 pb 

200pb 

MM 

MM 

U M 
1: o 

U M 
1: o 

U M 
1:10 

U M 
1:10 

U M 
1:100 

U M 
1:100 

U M 
1:1.000 

U M 
1:1.000 

U M 
1:10.000 

U M 
1:10.000 

Legenda: As reações de MSP foram realizadas utilizando as seguintes proporções de DNA de 

linfócitos normais metilados em meio a DNA de linfócitos normais não-metilados: 1:0, 1:10, 1:100, 

1:1.000 e 1:10.000. MM- Marcador de massa molecular 100 pb. U- Não-metilado. M- metilado. A 

-Região 1. O tamanho do fragmento amplificado na reação para a ilha de CpG 1 do gene ADAM23 é 

100 pb tanto para a situação não-metilada, quanto para a metilada. B- Região 2. A reação para a ilha 

de CpG 2 do gene ADAM23 amplifica fragmentos de 137 pb e 132 pb para a situação não-metilada e 

metilada, respectivamente. 

Figura 10- Teste da sensibilidade do MSP para as regiões 1 e 2 do promotor do 

gene ADAM23. 

Em seguida, avaliamos a sensibilidade de nossa metodologia em amostras de 

linfonodos sentinelas. Para isto, analisamos os linfonodos de pacientes N1 cujo 

tumor primário de mama apresentou hipermetilação em pelo menos uma das duas 

regiões do gene ADAM23 analisadas. Como era esperado, 100% (12/12) dessas 
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pacientes apresentaram hipermetilação do gene ADAM23 nos linfonodos, 

confirmando a sensibilidade do método. Observamos uma total correlação entre o 

perfil de metilação do tumor primário e o perfil encontrado nos linfonodos. Nas 

pacientes em que a região 1 do promotor da ADAM23 estava metilada no tumor, o 

mesmo foi verificado nos linfonodos. De modo semelhante, para a única paciente 

que apresentou ADAM23 hipermetilada na região 2, isto também foi observado no 

tecido linfonodal (Tabela 8, Figura 11 ). 

Tabela 8 - A vali ação do perfil de metilação das regiões 1 e 2 do promotor do gene 
ADAM23 em tumores primários de mama e nos linfonodos de pacientes NL 

N°DE 
A23.Rl A23.R2 A23.Rl A23.R2 

PACIENTE LINFONODOS 
TUMOR TUMOR LINFONODOS LINFONODOS 

ANALISADOS 

1.4 1 o 1 (1) o 1 

1.5 1 o 1 (1) o 1 

1.6 o 1 (1) o 3 

1.7 1 o 1 (2) o 4 

1.8 1 o 1 (3) o 3 

1.9 1 1 1 (5) 1 (1) 6 

1.10 1 o 1 (2) o 4 

1.11 1 o 1 (1) o 2 

1.12 1 o 1 (1) o 1 

1.13 1 o 1 (2) o 2 

1.14 1 o 1 (1) o 2 

1.15 1 o 1 (2) o 3 

Legenda: A23.R1 = ilha de CpG na região 1 do promotor do gene ADAM23 e A23.R2 = ilha de CpG 

na região 2 do promotor do gene ADAM23. O= ausência de metilação e 1 = presença de metilação. O 

número entre parênteses demonstra em quantos linfonodos analisados foi detectada a presença de 

metilação. 
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Finalmente, o perfil de metilação do promotor do gene ADAM23 também foi 

avaliado em um grupo composto por 23 pacientes NO e em cujo tumor primário de 

mama detectou-se a presença de ADAM23 hipermetilada. Verificamos a presença de 

hipermetilação na região 1 da ADAM23 nos linfonodos de 86.9% (20/23) das 

pacientes. Entretanto, apesar de em 8 pacientes também ter sido detectada a presença 

de ADAM23 hipermetilada na região 2 nos tumores primários de mama, em 

nenhuma delas isto foi observado em seus linfonodos (Tabela 9, Figura 11). 
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Tabela 9 - Avaliação do perfil de metilação das regiões 1 e 2 do promotor do gene 

ADAM23 em tumores primários de mama e nos linfonodos de pacientes NO. 

N°DE 
A23.Rl A23.R2 A23.Rl A23.R2 

PACIENTE LINFONDOS 
TuMOR TuMOR LINFoNODOS LINFONODOS 

ANALISADOS 

0.6 1 1 1 (4) o 4 

0.7 1 o 1 (1) o 3 

0.8 1 o 1 (2) o 5 

0.9 1 o 1 (1) o 1 

0.10 1 1 1 (1) o 1 

0.11 1 o o o 2 

0.12 1 1 (4) o 4 

0.13 1 1 1 (2) o 3 

0.14 1 o 1 (1) o 1 

0.15 1 o 1 (2) o 2 

0.16 1 1 (1) o 1 

0.17 1 o 1 (1) o 1 

0.18 1 o o 1 

0.19 1 o 1 (3) o 4 

0.20 1 o 1 (1) o 2 

0.21 1 o 1 (2) o 2 

0.22 1 o 1 (3) o 3 

0.23 1 o 1 (1) o 3 

0.24 1 o 1 (1) o 1 

0.25 1 1 1 (1) o 2 

0.26 1 o o o 1 

0.27 1 1 1 (2) o 2 

0.28 1 o 1 (2) o 2 

Legenda: A23.R1 = ilha de CpG na região 1 do promotor do gene ADAM23 e A23.R2 = ilha de CpG 

na região 2 do promotor do gene ADAM23. O= ausência de metilação e 1 = presença de metilação. O 

número entre parênteses demonstra em quantos linfonodos analisados foi detectada a presença de 

metilação. 
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A 

100pb 

MM u M u M u M u M u M u M 
NTC lN lNM P0.1 p 1.13 P0.18 

B 

100pb 

200pb 

MM u M u M u M u M u M u M 
NTC lN lNM P0.5 P0.20 p 1.9 

Legenda: Representação da análise do perfil de metilação das regiões 1 e 2 do promotor da ADAM23 

em amostras de linfonodos sentinelas de pacientes NO (P 0.1, 0.5, 0.18 e 0.20) e de pacientes N1 (P 

1.13 e 1.9). MM- Marcador de massa molecular 100 pb. NFC - Controle da reação sem DNA. IN ­

Linfócito normal, utilizado como controle para a situação não-metilada. INM - Linfócito normal 

metilado, utilizado como controle para a situação metilada. U - Não-metilado. M - metilado. A -

Região 1. O tamanho do fragmento amplificado na reação para a ilha de CpG 1 do gene ADAM23 é 

100 pb tanto para a situação não-metilada, quanto para a metilada. B - Região 2. A reação para a ilha 

de CpG 2 do gene ADAM23 amplifica fragmentos de 137 pb e 132 pb para a situação não-metilada e 

metilada, respectivamente. 

Figura 11 - Avaliação do perfil de metilação das regiões 1 e 2 do promotor do gene 

ADAM23 em amostras de linfonodos sentinelas de pacientes com câncer de mama. 
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5 DISCUSSÃO 

O câncer é uma doença ocasionada pelo acúmulo de alterações genéticas que 

ocorrem principalmente em três tipos de genes: oncogenes, genes supressores de 

tumor e genes de estabilidade ( "caretakers "). Além de alterações genéticas, 

modificações epigenéticas também estão diretamente envolvidas com a tumorigênese 

como, por exemplo, o silenciamento por metilação do DNA de genes supressores de 

tumor e de estabilidade, e a ativação de oncogenes e de genes que sofrem imprinting 

por hipometilação de suas sequências regulatórias (ESTELLER e HERMAN 2002; 

JONES e BA YLIN 2002). 

As alterações epigenéticas, destacando-se a hipermetilação das regiões 

promotoras de genes supressores de tumor associada ao silenciamento gênico, afetam 

todas as etapas da progressão tumoral e são encontradas em todos os tipos de 

neoplasias humanas (JONES e LAIRD 1999; BA YLIN e HERMAN 2000). Nos 

tumores de mama, são encontradas na literatura evidências diretas ou indiretas para o 

silenciamento por metilação de mais de 40 genes envolvidos nas etapas de formação, 

desenvolvimento e progressão do câncer de mama (WIDSCHWENDTER e JONES 

2002). 

Muitos trabalhos comprovam que a metilação do DNA em células tumorais 

pode ser utilizada como marcador molecular extremamente sensível e específico para 

o diagnóstico precoce de tumores, a avaliação do prognóstico das pacientes e da 

resposta ao tratamento (LAIRD 1997; JONES e BAYLIN 2002; COTIRELL 2004; 

LAIRD 2005). Além de tumores primários de mama, a presença de alterações no 
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perfil de metilação tem sido detectada com sucesso em plasma e lavado ductal de 

mama ou fluido aspirado do mamilo de pacientes diagnosticadas com câncer de 

mama, oferecendo um método menos invasivo de diagnóstico do tumor (SILVA et 

al. 1999, 2002; EVRON et aL 2001; MÜLLER et aL 2003; KRASSENSTEIN et al. 

2004; HOQUE et al. 2006). A detecção de genes hipermetilados em plasma também 

está associada a um pior prognóstico das pacientes, podendo ser utilizada na 

avaliação da evolução da doença (MÜLLER et al. 2003). 

Neste trabalho, o perfil de metilação do gene ADAM23, um potencial 

candidato a gene supressor de metástase, foi avaliado em amostras de carcinomas 

ductais invasivos de mama, plasma e linfonodos de pacientes diagnosticadas com 

câncer de mama. 

Inicialmente, foi avaliado o padrão de metilação da ilha de CpG localizada 

próximo ao sítio de início da transcrição (região 2) em 94 amostras de carcinomas 

ductais invasivos previamente analisadas para a outra ilha de CpG (região 1) pelo Dr. 

Fabrício Costa. A hipermetilação das ilhas de CpGs nas regiões 1 e 2 do promotor da 

ADAM23 foi observada em 31% (29/94) e 14.9% (14/94) dos casos, 

respectivamente, demonstrando que em tumores de mama a ilha de CpG 1 está mais 

freqüentemente metilada. Não foi encontrada associação significativa entre a 

presença de hipermetilação na região 1 e nenhuma das variáveis clínico-patológicas 

incluídas no estudo. Entretanto, a ocorrência de hipermetilação na ilha de CpG 2 do 

promotor da ADAM23 foi associada a tamanho do tumor, número de linfonodos 

comprometidos por metástases e superexpressão da proteína p53. A presença de 

hipermetilação na ilha de CpG 1 ou 2 do gene ADAM23 influenciou 

significativamente a sobrevida livre de metástases à distância e sobrevida global 
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específica em 5 anos, conferindo pior prognóstico às pacientes. Quando avaliadas em 

conjunto, a hipermetilação nas duas ilhas de CpGs se mostrou mais fortemente 

associada a um pior prognóstico, reduzindo ainda mais as taxas de sobrevida livre de 

metástases à distância e sobrevida global específica em 5 anos do que a metilação em 

apenas uma das ilhas. Por fim, a presença de hipermetilação em uma ou duas ilhas de 

CpGs da região promotora do gene ADAM23 revelou-se um fator de prognóstico 

independente para a sobrevida livre de metástases à distância e sobrevida global 

específica em 5 anos. As pacientes que apresentaram metilação nas duas ilhas de 

CpGs da ADAM23 tiveram maior risco de desenvolver metástases e maior risco de 

óbito do que as pacientes que apresentaram apenas uma região metilada ou não 

apresentaram metilação em nenhuma das ilhas. 

De acordo com o modelo de espalhamento da metilação de DNA proposto 

por TURKER (2002), o equilíbrio entre a atividade transcricional e o avanço da 

metilação do DNA em direção à região promotora é responsável pelo padrão de 

metilação em células normais. Em células tumorais, uma diminuição inicial da 

atividade transcricional afetaria o equihôrio entre estas duas forças, permitindo que a 

metilação se espalhe gradualmente a partir de regiões vizinhas densamente metiladas 

em direção ao promotor gênico, de modo que quando uma quantidade suficiente de 

CGs ou sítios críticos de CGs estão metilados, o gene é silenciado. 

Baseado no modelo de Turker, podemos sugerir que no gene ADAM23 a 

metilação tem início na ilha de CpG 1, localizada mais distante do sítio de início de 

transcrição e, portanto, mais próxima às regiões vizinhas densamente metiladas. 

Durante o desenvolvimento tumoral, a metilação se espalharia ao longo do promotor 

até atingir a ilha de CpG 2, disposta nas redondezas do sítio de início de transcrição. 
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O resultado da hipermetilação das duas regiões é o completo silenciamento do gene 

ADAM23. Desse modo, a ausência de expressão do gene ADAM23 em pacientes 

com câncer de mama que apresentaram as duas ilhas de CpGs hipermetiladas 

confere-lhes pior prognóstico. 

O gene ADAM23 pertence a uma família de proteínas de superfície celular 

caracterizadas pela presença de multidomínios em sua estrutura, destacando-se o 

domínio de metaloprotease e o de disintegrina. Os membros desta família são 

capazes de exercer atividade proteolítica, modular interações célula-célula e 

controlar a adesão à matriz extracelular (WOLFSBERG et al. 1995a e b; BLACK e 

WlllTE 1998; PRIMAKOFF e MYLES 2000). Entretanto, a proteína ADAM23 não 

possui atividade proteolítica, devido à ausência da seqüência consenso de 

aminoácidos no sítio catalítico de seu domínio metaloprotease (RA WLINGS e 

BARRETS 1995), e parece estar envolvida preferencialmente com o processo de 

adesão celular. Já foi demonstrado que a proteína ADAM23 é capaz de interagir com 

a integrina avJ33 através de seu domínio disintegrina (CAL et al. 2000). Esta 

interação, além de ser fundamental em processos celulares normais, também parece 

estar relacionada com a tumorigênese de mama. Em câncer de mama, avJ33 está 

expressa de forma aberrante em tumores invasivos e metástases distantes, o que 

caracteriza seu envolvimento com a progressão tumoral (LIAPIS et al. 1996). A 

ativação de avJ33 também está associada com o aumento da atividade da 

metaloprotease de matriz tipo 9 (MMP-9), favorecendo a migração celular e 

promovendo ativamente a formação de metástases em tumores de mama (FELDING-

HABERMANN et al. 2001; ROLLI et al. 2003). 
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Neste trabalho, verificamos que a hipermetilação da região promotora do 

gene ADAM23 é um evento freqüente em tumores de mama e está associada a um 

maior risco de desenvolvimento de metástases à distância e maior chance de óbito 

em pacientes com câncer de mama que apresentaram as duas ilhas de CpGs 

hipermetiladas. Sendo assim, sugerimos que, quando silenciado, a ausência de 

expressão do gene ADAM23 contribui para a progressão de tumores de mama 

provavelmente por diminuir a adesão entre as células tumorais e deixar livre a 

integrina a.vf33, favorecendo sua ativação, que está relacionada à aquisição do 

potencial invasivo e metastástico em células tumorais de mama. Desse modo, as 

células tumorais se tomam capazes de se desprender do tumor primário e migrar pela 

matriz extracelular, etapas iniciais e fundamentais para a formação de metástases. 

Neste estudo, a presença de metilação no gene ADAM23 (ilha de CpG 1) 

também foi avaliada em plasma de pacientes diagnosticadas com câncer de mama e 

em cujo tumor primário foi detectada a presença de ADAM23 hipermetilada. Através 

desta análise, pretendíamos avaliar se a presença de hipermetilação no gene 

ADAM23 em plasma poderia conferir um pior prognóstico e influenciar as taxas de 

sobrevida das pacientes com câncer de mama A presença de ADAM23 

hipermetilada foi verificada em 51.4% (19/37) das amostras de plasma. A análise de 

sobrevida revelou que não houve diferença significativa entre as taxas de sobrevida 

livre de metástases à distância e sobrevida global específica em 5 anos das pacientes 

que apresentaram ADAM23 hipermetilada no plasma e as pacientes que não 

apresentaram. Estes resultados demonstram que a presença de hipermetilação no 

gene ADAM23 no plasma não é capaz de predizer a evolução da doença em 

pacientes que apresentam ADAM23 hipermetilada no tumor primário, ou seja, não 
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interfere no risco de desenvolvimento de metástases e de morte em decorrência da 

doença, uma vez que a presença de hipermetilação no tumor primário já corresponde 

a um fator de pior prognóstico extremamente significativo. Entretanto, a presença de 

metilação no gene ADAM23 no plasma poderia ser utizada para o acompanhamento 

das pacientes com tumor de mama que apresentam ADAM23 hipermetilada no tumor 

primário, uma vez que sua detecção no plasma das pacientes indica a presença de 

células tumorais, sinalizando um possível ressurgimento do tumor. 

O último objetivo deste estudo foi avaliar se a presença de metilação na 

região promotora do gene ADAM23 poderia ser utilizada como uma ferramenta 

alternativa indireta bastante sensível e específica de detecção de células tumorais 

metastáticas em linfonodos. A metodologia utilizada apresentou 100% de 

sensibilidade, pois detectamos a presença de ADAM23 hipermetilada nos linfonodos 

de todas as pacientes que possuíam comprometimento linfonodal, de acordo com a 

análise histo-patológica, e que apresentaram hipermetilação no promotor da 

ADAM23 nos tumores primários. Além disso, observamos uma total correlação entre 

o perfil de metilação do tumor primário e o perfil encontrado nos linfonodos, no que 

diz respeito às regiões hipermetiladas no gene ADAM23 nos dois tecidos analisados. 

Entretanto, em duas pacientes que não apresentaram a região promotora do 

gene ADAM23 hipermetilada no tumor primário de mama, sendo que uma das 

pacientes possuía linfonodos comprometidos por metástases e a outra não, segundo a 

análise histo-patológica, detectamos metilação no linfonodo, sugerindo que o método 

não é específico. No entanto, é possível que este resultado esteja refletindo a 

heterogeneidade do tumor. Sabemos que os tumores são formados por subpopulações 

de células que sofrem alterações genéticas e epigenéticas distintas. A proliferação de 
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cada célula tumoral individualmente, processo denominado expansão clonal, origina 

subpopulações com características e potencialidades diferentes. No caso destas 

pacientes, é possível que em uma pequena subpopulação ou em células isoladas do 

tumor primário o gene ADAM23 tenha sido silenciado por metilação, conferindo 

vantagens a estas poucas células tumorais, que adquiriram um maior potencial 

invasivo e migratório e foram capazes de migrar e se estabelecer no linfonodo. 

Entretanto, nas outras subpopulações do tumor, o gene ADAM23 não sofreu 

alterações, permanecendo desmetilado. 

Nossos resultados demonstram que, em alguns tumores, as células 

metastáticas não possuem o mesmo perfil que as células do tumor primário de mama, 

em relação ao padrão de metilação da ADAM23. Um outro estudo (CA V ALLI et al. 

2003) avaliou o perfil de metilação de sete genes (TP16, THBS2, E-caderina, 

RAR~2, MINTI, MINT2 e MINT31) em seis amostras pareadas de carcinomas 

ductais invasivos de mama e linfonodos sentinelas de pacientes cujos linfonodos 

estavam comprometidos por metástases, segundo a análise histo-patológica. Foi 

observado que o perfil de metilação das células do tumor primário de mama é muito 

semelhante ao das células tumorais que migram para o linfonodo sentinela. 

Entretanto, em três casos, um dos genes metilados no tumor não estava metilado no 

linfonodo, que apresentou metilação em um ou dois genes desmetilados no tumor, 

comprovando que, em alguns casos, as células metastáticas apresentam padrão de 

metilação distinto das células do tumor primário. 

Por fim, avaliamos a presença de metilação no promotor do gene ADAM23 

em linfonodos de 23 pacientes sem comprometimento linfonodal, de acordo com a 

análise histo-patológica, em cujo tumor primário de mama foi detectada ADAM23 
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hipermetilada. Verificamos a presença de hipermetilação na região 1 da ADAM23 

nos linfonodos de 86.9% (20/23) das pacientes, sugerindo a presença de células 

tumorais metastáticas. 

Outros trabalhos que utilizaram técnicas moleculares, como RT-PCR e RT­

PCR em tempo real, a fim de aumentar a sensibilidade de detecção de 

micrometástases em linfonodos, em relação aos métodos histo-patológicos 

convencionais de coloração com hematoxilina-eosina (H&E) e imunoistoquímica 

para citoceratinas, relatam um aumento na detecção de células metastáticas em cerca 

de 10 a 30% dos linfonodos considerados livres de comprometimento (OOKA et al. 

2000; OUELLETTE et al. 2004; WEIGELT et al. 2004; NISSAN et al. 2006). 

NISSAN et al. (2006), por exemplo, empregaram um painel com três 

marcadores moleculares, sendo um marcador de células epiteliais não-específico, 

citoceratina 19 (CK-19), e dois marcadores específicos de células tumorais de mama, 

mamaglobina B (MGB-2) e NY -BR-1, para avaliar a presença de micrometástases 

em 30 linfonodos sentinelas de pacientes com câncer de mama e compararam seus 

resultados com os da análise histo-patológica convencional de avaliação do status 

linfonodal. Eles verificaram que a utilização de RT-PCR aumentou a sensibilidade de 

detecção de micrometástases em linfonodos em 23.3%, em relação a H&E e 

imunoistoquímica, e em 30%, em comparação a H&E. WEIGELT et al. (2004) 

empregaram um painel com quatro genes, citoceratina 19 (CK19), fator trefoil-3 

(plB), glicoproteína epitelial-2 (EGP2) e mucina epitelial pequena de mama 

(SBEM), e avaliaram a presença de células tumorais em 70 linfonodos sentinelas não 

comprometidos por metástases, segundo a análise histo-patológica convencional. 
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Neste estudo, a técnica de RT-PCR em tempo real revelou-se mais sensível do que a 

análise histo-patológica convencional em 10% das amostras. 

Provavelmente, estas técnicas moleculares permitem a identificação de cerca 

de 30% das pacientes com câncer de mama sem comprometimento linfonodal ao 

diagnóstico que sofrem recidivas e morrem em decorrência da doença (FISHER e 

GEBHARDT 1978). Os estudos demonstram que o emprego de um painel de 

marcadores moleculares possui mator sensibilidade para detecção de 

micrometástases do que apenas um gene, uma vez que os tumores de mama 

apresentam alta heterogeneidade biológica e marcadores tumorais expressos em um 

tumor muitas vezes não são expressos em outros. Sendo assim, é necessária a 

identificação de novos marcadores moleculares específicos e sensíveis capazes de 

detectar a presença de células metastáticas em linfonodos de pacientes com câncer de 

mama. Dentre os marcadores moleculares que vêm sendo investigados, as 

citoceratinas, marcadores de células epiteliais, possuem especificidade limitada para 

detecção de células tumorais de mama, enquanto outros marcadores como 

mamaglobina (MGBl), mamaglobina 2 (MGB2), NY-BRl e antígeno 

carcinoembriogênico (CEA) têm se revelado mais específicos, porém são capazes de 

identificar apenas uma parcela dos tumores (OOKA et al. 2000; WEIGELT et al. 

2004; NISSAN et al. 2006; GIMBERGUES et al. 2007). Neste sentido, a utilização 

da metilação do DNA possui um alto potencial para detecção de células metastáticas 

em linfonodos, uma vez que é uma alteração específica de células tumorais e que as 

técnicas empregadas para avaliar a presença de metilação são extremamente 

sensíveis. Entretanto, até o momento não são encontrados relatos na literatura que 

avaliaram a utilização da metilação para detectar indiretamente a presença de células 
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tumorais metastáticas em linfonodos. Este é o primeiro trabalho que avaliou esta 

estratégia. 

Em nosso estudo, a presença de hipermetilação no gene ADAM23 foi 

detectada em 86,9% das pacientes com câncer de mama que não possuíam 

linfonodos comprometidos por metástases, segundo a análise histo-patológica, 

sugerindo que os linfonodos destas pacientes estão comprometidos por células 

metastáticas. Este número é bastante superior ao que tem sido observado em outros 

trabalhos, provavelmente em decorrência da alta sensibilidade da técnica de MSP, 

capaz de detectar um alelo metilado em meio a 10.000 alelos não-metilados. É 

possível que o MSP seja mais sensível que as demais técnicas moleculares já 

empregadas para verificar o status linfonodal e que esteja, inclusive, detectando 

células isoladas de tumor nos linfonodos. A relevância clínica de micrometástases e 

células isoladas de tumor detectadas em linfonodos sentinelas ainda não está definida 

e os relatos na literatura são controversos. Alguns estudos sugerem que a presença de 

micrometástases linfonodais está associada a pior prognóstico e diminui a sobrevida 

livre de doença e a sobrevida global de pacientes com câncer de mama (Anonymus 

1990; COTE et al. 1999; YOSHllllSA et al. 2002). Sendo assim, é necessário um 

estudo em que a presença de metilação na região promotora do gene ADAM23 seja 

avaliada em um maior número de linfonodos sentinelas de pacientes com câncer de 

mama e que os resultados sejam associados à sobrevida das pacientes, a fim de 

comprovar os resultados obtidos neste estudo e de determinar o significado clínico e 

o valor prognóstico da presença de micrometástases e de células isoladas de tumor 

identificadas através da detecção de ADAM23 hipermetilada nos linfonodos 

sentinelas. 
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Entretanto, não detectamos a presença de ADAM23 hipermetilada na região 2 

em linfonodos de nenhuma das 8 pacientes que, além da região 1, apresentaram 

hipermetilação da ADAM23 na região 2 nos tumores primários de mama. 

De acordo com o modelo de espalhamento da metilação de DNA proposto 

por TURKER (2002), sugerimos anteriormente que, em tumores de mama, a 

metilação do gene ADAM23 começa na ilha de CpG 1 e se espalha ao longo do 

promotor até atingir a ilha de CpG 2, próxima ao sítio de início de transcrição, 

resultando no completo silenciamento do gene ADAM23. Este evento provavelmente 

ocorre no tumor primário e a ausência de expressão do gene ADAM23 favorece a 

migração das células tumorais e a invasão do tecido adjacente. Entretanto, ao atingir 

um novo sítio, as células tumorais precisam se fixar no tecido, a fim de proliferarem 

e sobreviverem em um sítio secundário de tumor. Nesta situação, moléculas de 

adesão auxiliam na fixação ao novo tecido, bem como no agrupamento das próprias 

células do tumor entre si, evitando que elas se desprendam e morram. É possível que 

ao atingirem o sítio secundário, as células tumorais sofram uma reorganização de seu 

genoma. Ao contrário das modificações genéticas, alterações epigenéticas são 

reversíveis, de modo que genes antes expressos podem ser silenciados e genes que 

estavam silenciados podem ser re-expressos. Neste contexto, a restauração da 

expressão do gene ADAM23 pode facilitar a adesão celular e, portanto, favorecer a 

sobrevivência do tumor no novo sítio. Para isto, ao atingirem os linfonodos, é 

possível que algumas células tumorais percam aleatoriamente a hipermetilação de 

dinucleotídeos CGs na região promotora do gene ADAM23 e que isto facilite sua 

sobrevivência. Provavelmente, a reversão do processo de hipermetilação de 

promotores gênicos ocorre no sentido oposto ao de seu estabelecimento, ou seja, das 



96 

regiões mais próximas ao sítio de início de transcrição (região 2 da ADAM23), em 

direção às regiões mais distantes, dispostas nas proximidades das regiões densamente 

metiladas (região 1 da ADAM23). Isso explicaria o resultado observado em nosso 

estudo de células tumorais metastáticas nos linfonodos não apresentarem a região 2 

do gene ADAM23 hipermetilada em pacientes cujo tumor primário de mama 

apresentou hipermetilação na região 2. Nestas pacientes, provavelmente durante a 

colonização do linfonodo, a região 2 do gene ADAM23 foi inicialmente desmetilada 

nas células tumorais, e a região 1 permaneceu hipermetilada. 

Em resumo, propomos que durante o desenvolvimento de um tumor surgem 

células individuais com diferentes graus de hipermetilação na região promotora do 

gene ADAM23. As células que possuem alelos com a maior densidade de CGs 

metilados e, portanto, menor expressão de ADAM23, são as que apresentam o maior 

potencial para dissociar do tumor primário, invadir o tecido adjacente e atingir um 

novo sítio. A fim de garantir sua sobrevivência no novo tecido hospedeiro, as células 

tumorais precisam restaurar parcialmente a expressão de genes associados à adesão 

celular, como a ADAM23, facilitando a adesão entre as células do tumor. 

Um processo semelhante já foi demonstrado para o gene E-caderina, 

importante para a adesão celular entre as células epiteliais. GRAFF et al. (2000) 

verificaram que a perda de expressão de E-caderina é heterogênea em tumores 

primários de mama em diferentes etapas da progressão tumoral e que isto está 

associado a um perfil de metilação bastante variável na região promotora deste gene. 

A metilação do promotor de E-caderina e seu silenciamento tem início nos 

carcinomas ductais in situ de mama e permanece durante a progressão maligna do 

tumor, podendo ser detectada nos carcinomas ductais invasivos e em metástases 
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linfonodais. Durante todas as etapas do desenvolvimento tumoral, foram observadas 

variações alelo-específicas do perfil de metilação do promotor gênico, o que se 

refletiu em perda de expressão heterogênea. Em linhagens tumorais de mama, as 

variações alelo-específicas do perfil de metilação do promotor de E-caderina 

sofreram a influência do microambiente tumoral. Em ensaios de invasão in vitro, 

favorecida pela diminuição da expressão de E-caderina, foi observado aumento da 

metilação. Utilizando modelos de crescimento tridimensional de tumor in vivo, 

linhagens tumorais de mama apresentaram uma diminuição da metilação do gene E-

caderina e aumento de sua expressão, o que favorece adesão entre a células. Outros 

autores também já demonstraram que a diminuição da expressão de E-caderina em 

tumores de mama invasivos é restaurada em metástases (OKA et al. 1993; MAREEL 

et al. 1995; ST CROIX e KERBEL 1997). 

Os resultados do nosso estudo demonstram que a presença de hipermetilação 

na região promotora do gene ADAM23 é um fator independente de pior prognóstico 

para pacientes com câncer de mama. Entretanto, para sua utilização na rotina clínica, 

estes resultados precisam ser validados em um grupo maior de pacientes com câncer 

de mama. Uma maneira de realizar a validação é analisar a expressão da proteína 

ADAM23, empregando a técnica de imunoistoquímica, que permite a análise de um 

grande número de amostras em pouco tempo. Entretanto, para isto são necessário 

anticorpos monoclonais anti-ADAM23, que não estão disponíveis comercialmente 

no momento. 

Além disso, demonstramos que a presença de hipermetilação no gene 

ADAM23 pode ser utilizada como marcador molecular para detecção de células 

tumorais metastáticas em linfonodos de pacientes com câncer de mama, oferecendo 
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uma forma alternativa de alta sensibilidade e especificidade à tradicional prática 

histo-patológica de avaliação do status linfonodal. Eventualmente, esta metodologia 

poderá ser empregada em pacientes consideradas livres de comprometimento 

linfonodal pela avaliação histo-patológica, a fim de identificar a presença de 

micrometástases ou células tumorais isoladas nos linfonodos destas pacientes e 

reduzir as chances de resultados falso-negativos. Para confmnar estes resultados, a 

análise de metilação precisa ser ampliada para um maior número de linfonodos de 

pacientes diagnosticadas com câncer de mama. Eventualmente, outros marcadores 

moleculares de detecção de micrometástases também poderão ser empregados, para 

validar os resultados obtidos. 

Atualmente, há uma grande necessidade de identificação de novos 

marcadores moleculares com valor prognóstico, capazes de predizer com acuidade a 

evolução clínica das pacientes com câncer de mama. Ao nosso conhecimento, este é 

o primeiro trabalho que avaliou se a presença de hipermetilação no promotor de um 

gene específico associado ao câncer de mama no tecido linfonodal poderia ser 

utilizada para diagnosticar a presença de células metastáticas tumorais em linfonodos 

de pacientes com tumor de mama, oferecendo um marcador de prognóstico. 

Certamente, a utilização de um painel de genes que sofrem hipermetilação em câncer 

de mama representaria uma ferramenta molecular de detecção de metástases em 

linfonodos mais precisa do que o emprego de apenas um gene individualmente. É 

necessário, portanto, a identificação de novos genes que, em conjunto com a 

ADAM23, ofereçam um método alternativo à análise histo-patológica de alta 

especificidade e precisão para a detecção de metástases linfonodais em pacientes 
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com câncer de mama, a fim de identificar as pacientes sem comprometimento 

linfonodal pela patologia que sofrem recidivas e morrem em decorrência da doença. 



CONCLUSÕES 
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6 CONCLUSÕES 

1. A presença de hipermetilação na região promotora do gene ADAM23 em 

tumores primários de mama é um fator independente de pior prognóstico, 

influenciando tanto a sobrevida livre de metástase a distância, como a 

sobrevida global específica em 5 anos. 

2. A presença de hipermetilação no gene ADAM23 pode ser detectada em 

plasma de pacientes diagnosticadas com tumor de mama. Entretanto, sua 

ocorrência não influencia as taxas de sobrevida livre de metástases à distância 

e sobrevida global específica em 5 anos das pacientes. 

3. A ocorrência de hipermetilação no promotor do gene ADAM23 pode ser 

utilizada para detectar a presença de células tumorais metastáticas em 

linfonodos de pacientes com câncer de mama, oferecendo um método 

alternativo à análise histo-patológica extremamente sensível e específico de 

detecção de metástases linfonodais. 
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