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RESUMO 

 

 

NICOLAU NETO, Pedro. Estudo do perfil de metilação na região promotora dos genes hMLH1, 

TP53 e CHD5 em carcinomas mamários esporádicos de mulheres do Estado do Rio de Janeiro. 

2010. 88 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara 

Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010. 

 

Realizamos um trabalho com o intuito de verificar o perfil de metilação de genes 

supressores tumorais e de reparo em carcinomas de mama esporádicos, analisando 60 amostras de 

tumores de mama provenientes de biópsias de mama de mulheres naturais do Estado do Rio de 

Janeiro. Para isto determinamos a frequencia de hipermetilação na região promotora dos genes 

supressores de tumor TP53 e CHD5 e de reparo hMLH1. Posto isto, verificamos que nenhuma 

amostra apresentou hipermetilação na região promotora do gene supressor de tumor TP53. Com 

relação à análise do gene supressor de tumor CHD5, observamos que 15% das amostras 

apresentaram hipermetilação em sua região promotora. Na análise do perfil de metilação do gene de 

reparo hMLH1 foi observado que 21,6% das amostras apresentaram hipermetilação no promotor 

deste gene e, 12 das 13 pacientes cujas amostras apresentaram hipermetilação no promotor do gene 

hMLH1 apresentavam idade de diagnóstico superior a 45 anos. Ainda visando analisar o 

funcionamento do gene hMLH1 em tumores de mama, analisamos a frequência de instabilidade em 

microssatélites no STR D3S1611, que se encontra dentro da sequência do gene hMLH1. A 

frequência de perda de heterozigose foi de 13% e houve correlação entre a presença de LOH e 

graduação histológica de Elston elevada (II e III). 

 

Palavras-chave: Câncer de mama. Metilação no DNA. TP53. hMLH1. CHD5.  

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

NICOLAU NETO, Pedro. Study of the DNA methylation profile in the promoter region of hMLH1, 

TP53 and CHD5 genes in sporadic breast carcinomas of women population of Rio de Janeiro. 

2010. 88 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara 

Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010. 

 

In order to verify the DNA methylation profile of tumor suppressor and DNA repair genes 

in sporadic breast carcinomas, we analyzed 60 samples of breast tumors from biopsies of women 

born in the State of Rio de Janeiro, Brazil. We analyzed the frequency of DNA hypermethylation in 

the promoter region of the tumor suppressor genes TP53 and CHD5 and the DNA repair gene 

hMLH1. We observed no hypermethylation in the TP53 promoter region. On the other side, 15% 

and 21,6% of the samples showed hypermethylation in the CHD5 and hMLH1 promoter regions, 

respectively. Furthermore, 12 of 13 patients who showed hypermethylation in the hMLH1 gene 

promoter were diagnosed after 45 years old. We also analyzed the microsatellite instability in the 

locus D3S1611, located in the hMLH1 gene, and observed a 13% loss of heterozygosity (LOH) 

frequency. In addition, LOH was associated with higher Elston histological grades II and III. 

 

Keywords:  Breast cancer. DNA methylation. TP53. hMLH1. CHD5 
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INTRODUÇÃO 

 

Incidência e fatores de risco do câncer de mama 

 

O câncer de mama é o mais freqüente e mortal tipo de câncer entre as mulheres no 

mundo. Por se tratar de uma doença multifatorial, a prevenção se torna difícil, desencadeando 

mais de 1,2 milhões de casos relatados a cada ano, o que representa uma incidência de 10 a 

12% de mulheres desenvolvendo a doença. De todas as formações tumorais femininas, o 

câncer de mama representa 23%, sendo a segunda formação tumoral mais incidente entre as 

mulheres (Parkin et al, 2005). A figura 1 apresenta as taxas de incidência e mortalidade do 

câncer de mama no mundo. Verifica-se que os países mais desenvolvidos apresentam as 

maiores incidências de câncer de mama. Entretanto, países com taxas de incidência menores, 

como Polinésia e pertencentes ao oeste da Ásia apresentam taxas de mortalidade tão elevadas 

quanto às dos países mais desenvolvidos. 

No Brasil, foi estimado uma incidência de mais de 49 mil novos casos de câncer de 

mama entre as mulheres para o ano de 2010, com um risco estimado de 49 casos a cada 100 

mil mulheres (figura 2). Na Região Sudeste, o câncer de mama é o mais incidente entre as 

mulheres, com um risco de 65 casos novos por 100 mil habitantes. Sem considerar os tumores 

de pele não melanoma, este tipo de câncer também é o mais frequente nas mulheres das 

regiões Sul (64/100.000), Centro-Oeste (38/100.000) e Nordeste (30/100.000). Na Região 

Norte é o segundo tumor mais incidente (17/100.000) (Ministério da Saúde / INCA, 2009). 
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Figura 1: Incidência e mortalidade causada pelo câncer de mama no mundo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Parkin e colaboradores, 2005. 

 

O câncer de mama masculino é considerado uma doença rara, com freqüência de 1% 

dentre todos os casos (Comet et al, 2009). Assim, o principal grupo de risco para o 

desenvolvimento do câncer de mama são as mulheres, sendo que fatores ambientais, sociais, 

culturais, raciais e genéticos influenciam no desenvolvimento da doença (Hankinson et al, 

2004). No quadro 1 podemos observar como estes fatores podem aumentar ou diminuir o 

risco do desenvolvimento do câncer de mama. 
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Figura 2: Tipos de câncer mais incidentes estimados para 2010, exceto pele não melanoma, na 

população brasileira 

 

Fonte: Ministério da Saúde / INCA, (2009). 

 

 

Quadro 1: Influencia de fatores de risco para o desenvolvimento do câncer de mama 
 

FATORES DE RISCO RISCO 

HISTÓRICO FAMILIAR OU PREDISPOSIÇÃO 
GENÉTICA 

AUMENTA 

TUMOR DE MAMA BENIGNO AUMENTA 

PARIDADE DIMINUI 

MENOPAUSA TARDIA (>54 ANOS) AUMENTA 

NIVEIS ELEVADOS DE ESTROGÊNIO 
ENDÓGENO 

AUMENTA 

REPOSIÇÃO HORMONAL AUMENTA 

EXPOSIÇÃO A RADIAÇÃO 
IONIZANTE AUMENTA 

MENARCA PRECOCE AUMENTA 

CONSUMO DE ÁLCOOL AUMENTA 

CONTRACEPTIVOS HORMONAIS AUMENTA 

ATIVIDADES FÍSICAS DIMINUI 

Fonte: Adaptado de  Hankinson e colaboradores (2004)
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Mulheres com idade mais avançadas apresentam maior risco do desenvolvimento da 

doença. Este fato se deve à perda progressiva da capacidade do organismo de reparar falhas 

no desenvolvimento e crescimento dos tecidos, sendo este reparo essencial para impedir a 

carcinogênese (Ries et al, 2000). Na figura 3 podemos observar um gráfico representando a 

variação da incidência do câncer de mama conforme a idade. Nele observamos um aumento 

proporcional da incidência de câncer de mama com o aumento da idade. A menarca prematura 

e menopausa tardia também apresentam-se como fatores de risco para o câncer de mama. 

Nestes dois eventos a mulher está sujeita a maior exposição a falhas nas transformações do 

endométrio e da mama durante os ciclos menstruais (Singletary, 2003). 

 

Figura 3: Incidência do câncer de mama aumentando conforme a progressão da idade 

Fonte: Adaptado de Ries, 2000. 

 

 

Estudos indicam que a nuliparidade também se apresenta como um fator de risco para 

o desenvolvimento de câncer de mama, pois com a ausência da gestação, os órgãos 

reprodutores femininos não se tornam totalmente maduros, principalmente as mamas, 

mantendo-se mais sujeitos a falhas durante os ciclos menstruais (Brinton et al, 1988). Além 

disto, mulheres com filhos apresentam melhores prognósticos quando desenvolvem a doença 

e melhor resposta ao tratamento (Black et al, 1983). 
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O tabagismo e o alcoolismo podem também influenciar o desenvolvimento de 

carcinoma mamário. Vários estudos evidenciam uma correlação entre o desenvolvimento do 

câncer de mama e o consumo moderado de álcool. Indivíduos que ingerem álcool em 

quantidade significativa podem apresentar alterações nos níveis de hormônios no sangue, 

principalmente o estrogênio (Zang et al, 2007). 

A utilização de reposição hormonal, que também influencia diretamente nos níveis 

séricos de hormônios gonotróficos, influencia na suscetibilidade do desenvolvimento do 

câncer de mama. Porém, a influência da reposição hormonal cessa após 4 ou 5 anos da 

interrupção deste tratamento (Steimberg et al, 1991). 

Hábitos alimentares, como o consumo de produtos industrializados, com utilização de 

conservantes, e outros produtos químicos também constituem fatores que podem influenciar o 

desenvolvimento do câncer de mama. O fato de ter desenvolvido câncer de mama no passado 

também apresenta-se como forte fator de risco para um novo tumor (Agrawal et al, 2008). 

Algumas alterações genéticas podem atuar aumentando a suscetibilidade de um 

indivíduo desenvolver câncer de mama, podendo elevar os níveis de desenvolvimento da 

doença em até 200 vezes (Singletary et al, 2003). Um bom exemplo de alterações genéticas 

são as mutações no gene BRCA1, localizado no cromossomo 17, que são amplamente 

encontradas em membros de famílias que apresentam histórico de câncer de mama (Baynes et 

al, 2007). O fato de famílias com casos de câncer de mama masculino não apresentarem 

mutações no gene BRCA1 influenciou o desenvolvimento de novos estudos e levou a 

investigação de outros genes de suscetibilidade ao câncer e à identificação do gene BRCA2 

(Baynes et al, 2007). 

Se a família possui mais de dois casos de câncer de mama diagnosticados em idade 

precoce e pelo menos dois casos de câncer de ovário, a probabilidade de detecção da mutação 

no gene BRCA é alta. Fatores preditivos de identificação de mutação incluem número de 

indivíduos afetados, idade de diagnóstico, ascendência judia e características patológicas 

(Greenblatt et al, 2001). 

Certas mutações estão presentes em grupos étnicos, chamadas mutações fundadoras. 

Estas mutações são disseminadas por deriva gênica ao longo do tempo e se instalam em 

determinada população. Algumas mutações no gene BRCA1, encontradas em indivíduos 

judeus Ashkenazi, são um bom exemplo de mutações fundadoras. Durocher e colaboradores, 

em 1996, identificaram duas mutações recorrentes no BRCA1 (185delAG, 5382insC) em uma 

série de famílias em Quebec, Canadá. Os autores descobriram que essas mutações estavam 

presentes em ancestrais judeus. Posteriormente, identificou-se outra mutação fundadora no 
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BRCA2 (6174delT). Investigadores demonstraram que mulheres judias que não apresentam 

uma destas três mutações fundadoras dificilmente apresentam mutação no gene (Narod et al, 

2004). Muitos pesquisadores acreditam que o teste genético em mulheres judias deva ser 

restrito a análise destas três mutações. Outras mutações fundadoras foram também 

identificadas em populações da Islândia e Polônia (Braczkowski et al, 1998). 

Em aproximadamente 50% dos casos de câncer de mama há a superexpressão de 

receptores de estrogênio e de receptores de progesterona na membrana plasmática das células 

cancerígenas. O estrogênio e a progesterona são hormônios que atuam como fatores de 

sinalização de crescimento e divisão celular, promovendo a multiplicação celular (Labrie et 

al, 2003). Muitos tratamentos de combate ao câncer de mama utilizam antagonistas destes 

hormônios para assim bloquear seus receptores e impedir a sinalização de crescimento celular 

que eles proporcionariam. O tamoxifeno é um dos tratamentos mais eficazes neste aspecto e 

apresenta resultados satisfatórios em mais de 50% dos casos de tumores ER (“estrogen 

receptor”) positivos (Feldman et al, 2002). 

Algumas mutações no gene do receptor de estrogênio, denominadas mutações 

ativadoras, podem desencadear a supersinalização por esses receptores sem a necessidade de 

ligação com seu agonista. Com isto, cascatas de divisões celulares se sucederão e as células 

estarão mais expostas a falhas na replicação do DNA (Sommer e Fuqua, 2001). 

Terapias que utilizam antagonistas destes receptores ou estereoctomia apresentam 

bons resultados quando os genes dos receptores não se encontram mutados. Entretanto, 

sempre se mantém no organismo concentrações residuais de estrogênio, o que leva ao 

aumento da expressão de seus receptores. Assim, com o tempo, estas terapias podem perder 

seu poder de ação e as células cancerígenas podem voltar a receber a sinalização do 

estrogênio. 

Pacientes com tumores de mama positivos para receptores de estrogênio e de 

progesterona apresentam uma melhor sobrevida em relação à pacientes com tumores 

negativos para estes receptores, com média de sobrevida maior do que cinco anos em 83% 

dos pacientes receptores positivos e de 69% em pacientes receptores negativos (Grann et al, 

2005). O perfil de expressão destas proteínas receptoras pode variar com o progresso da 

doença. Por exemplo, a expressão de receptor de estrogênio em tumores metastáticos 

mostrou-se diferente da que estava presente nos tumores primários em 20% dos casos 

analisados de tumores de mama (Kuukasjarvi et al, 1996). Em adição, a expressão de receptor 

de progesterona é perdida em 40% dos casos de tumores de mama quando estes se 

transformaram em metastáticos (Franco et al, 2004). 
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Outro relevante biomarcador em pacientes de câncer de mama é o receptor de fator de 

crescimento epitelial 2, chamado HER2 ("Human Epidermal growth factor Receptor-type 2”). 

A superexpressão desta proteína nas células pode desencadear uma proliferação celular 

acelerada e angiogênese, além da inibição de apoptose. Devido a isto, tumores HER2+ são 

mais agressivos e levam a um pior prognóstico, quando comparado a tumores HER2- (Smith 

et al, 2007). 

Diagnóstico no câncer de mama 

 

Um dos maiores desafios para o estudo e tratamento do carcinoma de mama é a 

resolução da heterogeneidade tumoral característica destes carcinomas (Sorlie, 2004). A 

classificação morfológica (anátomo-patológica) atualmente utilizada é insuficiente para 

caracterizar os carcinomas de mama, uma vez que os tumores com o mesmo grau, estádio e 

tipo histológico podem apresentar diferentes prognósticos e respostas à terapia (Reis-Filho et 

al, 2006). Acredita-se que as limitações na classificação morfológica são devidas à 

incapacidade de se considerar as características biológicas destes tumores (Sorlie et al, 2003). 

Assim, tecnologias aplicadas nos estudos de DNA, RNA e do perfil das proteínas, 

podem ser utilizadas para retratar um fenótipo detalhado do tumor. A caracterização 

sistemática e detalhada dos tumores em uma escala genômica pode ser correlacionada com 

informações clínicas, contribuindo, desta forma, para aumentar o entendimento das causas e 

progressões do carcinoma e para capacitar a descoberta de novos marcadores moleculares, 

possibilitando intervenções terapêuticas (Bertucci et al, 2006). 

Segundo o AJCC (American Joint Committee on Cancer, 2002), baseado na 

localização e extensão, os carcinomas de mama são classificados em carcinoma in situ e 

invasor. Inicialmente, os carcinomas foram divididos em ductal e lobular, pois se pensava que 

tinham origens distintas. No entanto, atualmente, sabe-se que ambos se originam na unidade 

terminal duto-lobular. Embora haja predominância de acometimento dos dutos pelo 

carcinoma dito ductal e dos lóbulos pelo lobular, os critérios citoarquiteturais que permitem 

distinguir esses dois grandes grupos de carcinomas parecem estar relacionados mais à 

diferenciação do que à origem dos tumores, razão pela qual alguns autores preferem designá- 

los carcinomas de tipo ductal e de tipo lobular. 



21  

Carcinoma não-invasivo 

 

O carcinoma não-invasivo, ou in situ, é caracterizado pelo crescimento da formação 

tumoral dentro dos dutos da glândula mamária, sem que haja penetração da membrana basal 

do tecido e, portanto, sem a presença de células tumorais em dutos que proporcionariam a 

invasão do estroma. O carcinoma in situ é subdividido em duas categorias: carcinoma ductal 

in situ (CDIS) e carcinoma lobular in situ (LCIS). 

O carcinoma ductal in situ é muitas vezes subdividido pela presença ou ausência de 

comedonecrose. O carcinoma ductal endócrino in situ é um padrão de crescimento variante do 

carcinoma ductal in situ, onde o arranjo das células sugere uma estrutura endócrina. Este é um 

termo descritivo que carece de significado clínico ou prognóstico. 

O carcinoma lobular in situ é caracterizado pela distensão dos dutos lobulares por uma 

população de células uniformes e disconectas que não apresentam pleomorfismo nuclear, 

nucléolos e atividade mitótica. Estudos evidenciam que a sua presença pode ser considerada 

como um indicador de aumento do risco relativo para o paciente desenvolver carcinoma 

mamário invasivo. 

Carcinoma invasivo 

 

É caracterizado pela penetração neoplásica da membrana basal de um duto 

apresentando carcinoma in situ e pela extensão dos agregados celulares neoplásicos no 

estroma mamário. 

Carcinoma ductal infiltrante (CDI) 

 

Compreende cerca de 75% de todos os tumores de mama invasivos. A designação de 

carcinoma ductal refere-se à crença de que este tipo de carcinoma origina-se nos dutos da 

glandula mamária. Este padrão de crescimento neoplásico pode ser associado a tumores não 

invasivos como o carcinoma lobular in situ ou carcinoma ductal in situ. 

 

Carcinoma lobular infiltrante 

 

O carcinoma lobular invasor representa 10% dos carcinomas invasores de mama e tem 

bom prognóstico, com sobrevida de 10 anos em 80-90% das pacientes. As variantes 

histológicas são os subtipos alveolar, sólido, pleomórfico e formas mistas. 



22  

Carcinoma Mucinoso (colóide) 

 

O carcinoma mucinoso, também conhecido como carcinoma colóide, mucóide ou 

gelatinoso, representa 2% dos carcinomas de mama invasivo. Manifesta-se em mulheres após 

a menopausa e tem bom prognóstico, com sobrevida de 10 anos em 80% a 90% dos casos. 

Carcinoma medular 

 

O carcinoma medular é uma forma de carcinoma ductal invasivo caracterizado por um 

padrão de crescimento limitado, acentuado pleomorfismo nuclear e atividade mitótica. 

Carcinoma papilar 

 

Pode se referir a um carcinoma invasivo ou não, estando esta característica relacionada 

ao resultado do crescimento papilar. Uma neoplasia papilar não-invasiva está presente dentro 

de um duto dilatado, e é muitas vezes ligado a mais de um local na parede do duto. 

Carcinoma tubular 

 

É uma forma bem diferenciada do carcinoma de mama invasivo. O carcinoma 

geralmente apresenta-se associado a focos de carcinoma ductal in situ e é caracterizado 

microscopicamente pela presença de pequenos dutos angulados uniformes que invadem o 

estroma mamário. 

 

Carcinoma adenóide cístico 

 

Carcinoma adenóide cístico é caracterizado pela baixa presença de células invasivas, 

apresentando um crescimento celular na forma de cilindros, contendo mucina e rodeado tanto 

por células epiteliais quanto por mioepiteliais. 

 

Carcinoma com metaplasia 

 

Embora os focos de mudança metaplásicos não sejam incomuns no carcinoma ductal 

invasivo, alguns tumores consistem quase inteiramente de um único padrão de crescimento. 

As metaplasias são tipicamente circunscritas e preferencialmente se apresentam em mulheres 

pós-menopáusicas. 
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Classificação histopatológica no câncer de mama 

 

O sistema de classificação TNM (Tumor-Nódulo-Metástase) foi desenvolvido por 

Pierre Denoix entre os anos de 1942-1952 e representou uma tentativa de classificar o câncer 

baseado nos mais importantes atributos morfológicos de tumores malignos que influenciariam 

o prognóstico da doença: tamanho do tumor primário (T), comprometimento neoplásico de 

linfonodos regionais (N) e presença de metástases à distância (M). A UICC (União 

Internacional Contra o Câncer) apresentou uma classificação do câncer de mama baseado no 

sistema TNM em 1958, e o AJCC (American Joint Comittee on Cancer) publicou um sistema 

de estadiamento de câncer de mama, também baseado no TNM, no seu primeiro manual de 

estadiamento em 1977. No mesmo ano, uma revisão eliminou as diferenças entre os sistemas 

TNM do AJCC e da UICC, conforme resumido no quadro 2 (Singletary et al, 2006). 

No quadro 3, estão descritos os estadiamentos TNM para o câncer de mama, o qual é 

baseado no conjunto de todos os valores do sistema de classificação TNM. Quanto maior for 

o estadiamento TNM, menor o percentual de chance de sobrevivência global de 10 anos de 

um indivíduo, como mostra a figura 4. 
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Quadro 2: Classificação TNM resumida para o câncer de mama de acordo com o manual 

de estadiamento da AJCC 6º-Edição  

 

Classificação Definição 

 

 

Tumor primário (T) 

TX T0 

Tis T1 

T1a T1b T1c T2 T3 

 

 

 

Tumor primário não acessado Sem evidência de tumor 

primário Carcinoma in situ 

Tumor ≤ 2câncer de mama em sua maior dimensão 

Tumor > 0,1câncer de mama, porém ≤ 0,5câncer de 

mama em sua maior dimensão 

Tumor > 0,5câncer de mama, porém ≤ 1câncer de 

mama em sua maior dimensão Tumor > 1câncer de 

mama porém ≤ 2câncer de mama em sua maior 

dimensão Tumor >2câncer de mama porém ≤ 5câncer 

de mama em sua maior dimensão Tumor >5câncer de 

mama em sua maior dimensão 

Linfonodo regional (N)  

NX Linfonodo não pode ser acessado 

N0 Sem metástase no linfonodo 

N1 Metástase no linfonodo axilar ipsilateral móvel 

N2 Metástase no linfonodo axilar ipsilateral fixo 

N2a Metástase no linfonodo axilar ipsilateral fixo a outro ou 

outras estruturas 

 

N2b 
Metástase somente em linfonodos mamários internos 

ipsilaterais definidos por 

exame clínico 

N3 Metástase nos linfonodos infraclaviculares ipsilaterais 
Metástase (M)  

MX A distância da metástase não pode ser avaliada 

M0 Sem metástase 

M1 Metástase 
Fonte: Adaptado de Singletary et al(2006).
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Quadro 3: Estadiamento TNM Estadiamento TNM para o câncer de mama adaptado do 

manual de estadiamento da AJCC 6º-Edição, 2002. 
 

 

 

Estadiamento TNM Descrição 

0 Tis N0 M0 

I T1 N0 M0 

 

IIA 

T0 N1 M0 T1 N1 M0 

T2 N0 M0 

IIB 

T2 N1 M0 

T3 N0 M0 

 

 

IIIA 

T0 N2 M0 T1 N2 M0 T2 N2 M0 T3 

N1 M0 

T3 N2 M0 

 

IIIB 

T4 N0 M0 T4 N1 M0 

T4 N2 M0 

IIIC Qualquer T N3 M0 

IV Qualquer T Qualquer N M1 

Figura 4: Sobrevida global relativa de 10 anos associada com o estadiamento TNM pela 

AJCC/UICC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Bland et al, 1998. Foram analisados 1.300.000 casos obtidos através do Banco de 

Dados Nacional do Câncer nos EUA, entre os anos de 1985 e 1996. O estadiamento II inclui os 
subtipos IIA e IIB e o estadiamento III inclui os subtipos IIIA, IIIB e IIIC. 
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Até recentemente, as graduações histológicas mais comumente utilizadas nos Estados 

Unidos eram o sistema original SBR (Scarff-Bloom-Richardson) e o método Black, que 

enfatiza a graduação nuclear e não considera túbulos como critério (Black et al, 1955). Na 

Europa, o sistema SBR modificado por Elston-Ellis (sistema Nottingham) é o preferido e está 

sendo cada vez mais utilizado nos EUA (Simpson et al, 2005). 

O grau de formação tubular, o pleomorfismo nuclear e o índice mitótico são 

parâmetros utilizados para a graduação histológica do sistema de Scarff-Bloom- Richardson 

modificado por Elston-Ellis, com importante valor prognóstico. 

O estudo do perfil molecular do carcinoma de mama vem mostrando um importante 

avanço a partir da identificação dos perfis de expressão gênica que foram baseados em 

estudos com cDNA microarrays em mais de 8.000 genes humanos pertencentes a 42 

pacientes (Perou et al, 2000). Subseqüentes análises mais refinadas foram realizadas em 

modelos propostos por outros pesquisadores e foi possível distinguir os subtipos tumorais e os 

atuais conceitos em que se baseia a classificação molecular, correlacionando os subtipos de 

carcinoma de mama com parâmetros clínicos relevantes, como o tempo de sobrevida e o 

tempo livre de doença (Bertucci et al, 2006). De acordo com esta técnica, os carcinomas de 

mama foram subdivididos em cinco grupos: luminal A, luminal B, superexpressão do HER2, 

basal e normal breast-like. 

O subtipo luminal A, cujo fenótipo é RE positivo e HER2 negativo, foi caracterizado 

pela elevada expressão de genes representados pelas células epiteliais luminais, como, por 

exemplo, as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19. Este fenótipo está associado à assinatura de melhor 

prognóstico e responde à terapêutica com antiestrogênicos. O subtipo luminal B, cujo fenótipo 

é RE positivo e HER2 positivo, foi caracterizado por baixa ou moderada expressão de genes 

expressos pelas células epiteliais luminais, como, por exemplo, as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19. 

Este fenótipo está associado a pior prognóstico, sendo particularmente relacionado à recidiva 

tumoral, por apresentar possíveis similaridades com os tumores RE negativos (Eisenberg et al, 

2004). 

O subtipo superexpressão do HER2, cujo fenótipo é RE negativo e HER2 positivo, foi 

caracterizado pela superexpressão de uma das moléculas da família dos receptores de fator de 

crescimento epidérmico, o HER2. A amplificação do oncogene HER2 e, concomitantemente, 

a superexpressão de sua proteína, é atualmente implicada como um importante biomarcador 

de prognóstico no carcinoma de mama (Sorlie et al, 2006). Estes tumores apresentam boas 

respostas a drogas que bloqueiam a atividade do HER2, como, por exemplo, o anticorpo 

monoclonal trastuzumab (Eisenberg et al, 2004). 
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O subtipo basal, cujo fenótipo é RE negativo e HER2 negativo, foi caracterizado pela 

expressão de vários genes expressos nas células progenitoras ou células basais/mioepiteliais2. 

De acordo com as mais recentes publicações, este fenótipo mostra positividade para CK5, 

CK6, CK14, CK17, receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), P-caderina e p63, 

que são proteínas expressas nas células basais/mioepiteliais (Dufloth, 2004). Este perfil está 

ligado a mutações genéticas no BRCA1 (Paredes et al, 2007) e é um dos mais intrigantes 

subtipos tumorais, pois tem associação com pior prognóstico e não possui alvo terapêutico 

definido, como os outros subtipos. Portanto, não responde ao tratamento com drogas 

antiestrogênicas nem com o anticorpo monoclonal anti-HER2 (Matos et al, 2005). 

 

Aspectos moleculares no câncer de mama 

 

Na vida de um organismo complexo como o humano, a renovação tecidual é muito 

importante para a manutenção da homeostase. Esta renovação é importante pelo fato das 

células perderem com o tempo a capacidade de desempenhar com total capacidade suas 

atividades. Em adição a isto, muitas vezes as células são alvo de agentes genotóxicos e 

mutagênicos, o que indica a elas a necessidade de programar sua morte, a apoptose. 

Várias vias protéicas atuam na tentativa de preservar a integridade de uma célula, uma 

vez que reparar um erro custa menos ao organismo que gerar uma nova célula. Para isto, 

proteínas de reparo do DNA atuam reparando possíveis falhas presentes no código de 

diferentes sequências do genoma, falhas estas que podem ser ocasionadas pelos tais agentes 

genotóxicos e mutagênicos ou por erro na replicação do DNA. Quando as vias de reparo do 

DNA não atuam corretamente há, então, a necessidade de se acionar as vias apoptóticas. 

Em nosso genoma existe uma série de genes supressores de tumor, que expressam 

proteínas que atuarão impedindo que células defeituosas possam progredir e se dividir. Estas 

proteínas são muito importantes para preservar a integridade de um tecido e apresentam 

grande influência no impedimento da formação tumoral (Vogel, 1979). Podem atuar também 

contra a ação de oncogenes, seja na promoção da parada do ciclo celular ou através do 

desencadeamento da apoptose. 

Por outro lado, o genoma humano também apresenta os proto-oncogenes, que 

expressam proteínas que atuam na promoção do crescimento e divisão celular. Quando 

mutadas ou superexpressas, estas proteínas podem atuar de forma acelerada, desencadeando 
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múltiplas divisões celulares sem que haja uma revisão do DNA nas células filhas. Assim, 

erros de pareamento e mutações tem maiores probabilidades de ocorrer e, com eles, células 

com fenótipo mutante podem ser formadas. Desta forma, os oncogenes podem influenciar a 

sinalização de crescimento e divisão celular e vias de sinalização antiapoptóticas. A ação 

destas proteínas é essencial para desencadear a formação tumoral (Deng et al, 2010). 

Mutações deletérias em genes de supressão tumoral podem impedir a ação correta do 

produto destes genes o que aumentará a probabilidade do desenvolvimento tumoral 

(Vogelstein e Kinzler, 1993). 

Uma terceira classe de proteínas que atuam no contexto do desenvolvimento de 

tumores são as proteínas codificadas pelos genes de reparo do DNA. Seus produtos 

apresentam grande importância na manutenção da integridade do código genético da célula. A 

importância destes genes foi descoberta quando observou-se a correlação entre a presença de 

mutações em sequências de genes que codificam proteínas do sistema de reparo do 

emparelhamento errôneo do DNA (MMR – “mismatch repair”) e o câncer colorretal não- 

poliposo hereditário (Liu et al, 1995). 

 

Instabilidade genômica em microssatélites 

 

Os microssatélites são sequências repetitivas curtas em tandem (STR - “short tandem 

repeats”), variando o tamanho da sequência de 2 a 6 pares de bases. No início dos anos 90, 

foram descritos aproximadamente 200.000 loci STR triméricos ou tetraméricos, espalhados 

pelo genoma humano, sendo a ocorrência deles no cromossomo X humano a cada 300 a 500 

kb. Essa distribuição parece ocorrer também por todo o genoma, podendo estar presentes em 

regiões codificantes ou não. Se ocorrerem em regiões transcritas, provavelmente estarão 

presentes em íntrons ou em regiões flanqueadoras da transcrição gênica (Edwards et al, 1991). 

As instabilidades em microssatélites afetam de maneira drástica genes como TGFbRII, 

IGF-2R e BAX que apresentam STRs em suas regiões codificantes (Loeb e Monnat, 2008). 

Estes genes citados estão diretamente relacionados ao controle do crescimento celular e da 

apoptose. 

Um dos principais sistemas de reparo do DNA nas células humanas é o MMR 

(“mismatch repair”). Sua atuação consiste no reparo de bases mal-pareadas e de largas 

inserções/deleções. Mutações e silenciamento epigenético nas proteínas membros do MMR 

estão associados ao aumento da instabilidade genética (Hakem, 2008). Uma característica 
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inerente às células tumorais que apresentam mutações em genes do sistema de reparo MMR é 

a presença de instabilidade genômica (Aguilera et al, 2008). Devido ao malpareamento das 

bases, as sucessivas replicações do DNA e a não reparação dos erros, o genoma acumula 

falhas que podem ser tanto de ganho de material genético, com alterações de genótipos e de 

estrutura de genes, como de perda de DNA, por deleções e falhas da DNA polimerase na 

leitura do DNA molde (Conde et al, 2009). 

Durante a síntese de DNA, os iniciadores e a fita molde de DNA apresentando 

microssatélite podem ocasionalmente se desassociar e se reanelar de maneira errônea devido a 

presença de repetições nucleotídicas presentes nos STRs. Este fato pode gerar uma molécula 

heteroduplex de DNA e o número de repetições em tandem presentes na fita recém sintetizada 

pode diferir da pertencente à fita molde, formando os IDLs – “loops” de inserção/deleção. 

Quando a DNA polimerase não consegue reconhecer e reparar o erro no momento da 

replicação, as IDLs são endereçadas para o sistema MMR. O sistema MMR atua degradando 

a seção da fita de DNA que contém o erro e recruta a DNA polimerase para novamente gerar 

o fragmento correto (Hakem et al, 2008, Andrew et al, 2009). Na figura 5 temos uma 

representação esquemática de como o sistema MMR executa o reparo na cadeia de DNA. 

Assim, portanto, as instabilidades em microssatélites podem ser analisadas como 

sinalizadores de estágios do tumor e podem ser utilizadas, em alguns casos, como marcadores 

de prognóstico para o tratamento da doença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30  

Figura 5: Atividade do sistema de reparo MMR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A ação do MMR é iniciada quando os heterodímeros MutSa ou MutSb reconhecem e se ligam 

a um pareamento incorreto de bases. A: MutSa reconhece e se liga a bases pareadas 

erroneamente. B: MutSb reconhece e se liga a loop de inserção / deleção. Heterodímeros de 

MutL homólogos, como hMLH1-hMLH3 e PMS1 e PMS2, bem como EXO1, RPA, RFC e 

DNA polimerase são também recrutados ao complexo para completar a excisão da falha na 

cadeia de DNA e a síntese da nova fita e a ligação. Adaptado de Martin e colaboradores, 

2010. 

 

 

Esta via de reparo de DNA é evolucionariamente bem conservada e muito do que se 

sabe sobre o sistema MMR humano foi observado em estudos com Escherichia coli e 

Saccaharomyces cerevisiae (Kunkel e Erie, 2005). Entretanto, a importância do mau 

funcionamento do sistema MMR humano somente pode ser observada em sistemas de 

mamíferos, nos quais se verificou que as proteínas do sistema MMR também atuam nas vias 

de metabolismo do DNA e organização estrutural da fita de DNA para sinalização de danos 

aos processos de recombinação genética (Hsieh et al, 2000). 
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Gene de reparo hMLH1 

 

O gene hMLH1 foi identificado como um locus frequentemente mutado em câncer 

coloretal não-poliposo (Bronner et al, 1994), com uma frequência de mutação de 

aproximadamente 90% dos pacientes com câncer coloretal hereditário não-poliposo (Sengupta 

et al, 2007). O gene hMLH1 está localizado no cromossomo 3, 3p21.3, apresenta 

aproximadamente 60 kb e codifica uma proteína de 756 aminoácidos. O produto deste gene é 

uma proteína homóloga a MutL de E. coli. A proteína MutL é uma ATPase e somente atua 

quando há a formação de um homodímero. Sua atividade consiste no reconhecimento de 

pareamento errado de bases, o qual acarreta a remoção do fragmento da sequência de DNA 

contendo o erro. 

A proteína hMLH1 em humanos exerce sua função no reparo do DNA quando 

presente em um heterodímero com a proteína PMS2 (Li et   al, 2008). Este complexo protéico 

é denominado MutLα e atua como uma endonuclease. Subsequente à atividade da excisão das 

bases pareadas erroneamente, a exonuclease EXO1 participa removendo as bases (Mastrocola 

et al, 2009). Na figura 5 pode-se observar a representação da atuação da hMLH1. 

Estudos sobre o gene de reparo hMLH1 tem mostrado que ele se encontra alterado em 

diversas formas tumorais. Hipermetilação da região promotora e mutação de sua cadeira 

gênica são as principais vias de inibição da transcrição deste gene (Naqvi et al, 2008). A 

associação entre mutação e hipermetilação da região promotora do gene é um dos principais 

responsáveis pelo fenômeno de instabilidade em microssatélite (Duriseti et al, 2006). 

 

Gene supressor de tumor TP53 

 

Quando tratamos de câncer não podemos deixar de citar o gene TP53. Este gene foi 

descrito em 1953 como um oncogene, sendo posteriormente classificado como um gene 

supressor de tumor. O locus da proteína supressora de tumor 53 (TP53) está localizado no 

cromossomo 17, na posição 17p13.1 (Isobe et al, 1986). O gene apresenta 19 Kb e contém 11 

éxons. Desses 11 éxons, o primeiro não é transcrito. 

A proteína p53, de 53 kDa e 393 aminoácidos, é uma fosfoproteína nuclear. A 

ativação da p53 acontece por estresse celular, como danos ao DNA e estresse oncogênico 

(Stiewe, 2007). A figura 6 apresenta um esquema de ativação e atuação da proteína supressora 

de tumor p53 e o seu papel na indução da apoptose. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Isobe%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17332760&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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Figura 6: Esquema simplificado ilustrando a atividade da proteína supressora de tumor p53 na 

indução à apoptose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O processo de indução à apoptose é altamente complexo e necessita da atuação de muitas 

proteínas. Simplificadamente, pode-se destacar que a partir de uma quebra na sequênciade 

DNA a proteína de reconhecimento ATM aciona a proteína de checagem do ciclo celular 

Chk1/2, esta por sua vez recruta p53 que poderá desempenhar sua função induzindo a 

apoptose diretamente, ou atuando como fator de transcrição ou mesmo interagindo com 

proteínas da cadeia de caspases. Adaptado de Hollstein e Hainant, em 2010. 

 

Muitos estudos sobre o gene da TP53 nas últimas três décadas revelaram uma rede 

complexa de fatores que regulam o desempenho da proteína. Dentre alguns destes fatores, 

podemos citar a presença de mais de uma região promotora em seu gene e regiões de splicing 

alternativo. Devido a isto, mais de dez isoformas da proteína p53 foram identificadas 

(Murray-Zmijewski et al, 2006). Verificando a atividade das alterações pós-traducionais no 

controle da atividade da p53, a atividade proteína varia conforme sua concentração no meio 

intracelular, variações estruturais, localização intracelular, ligação ao DNA e interação com 

outras proteínas. A concentração da proteína na célula e sua ativação são reguladas por um 

padrão de modificações pós-traducionais, como por exemplo, fosforilação, acetilação, 

ubiquitinação, metilação e glicosilação (figura 7). A proteína Mdm2, um regulador negativo 

da p53, é o principal controlador dos níveis de p53 na célula e de sua localização subcelular. 

Enzimas que realizam as modificações pós-traducionais na p53 também desempenham grande 

importância na regulação da atividade da proteína, pois sem essas modificações a proteína não 

consegue realizar sua atividade de reconhecimento de sequênciasde DNA e de interação da 

p53 com cofatores transcripcionais de promotores de genes alvo (Hollstein e Hainant, 2010). 
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Figura 7: Vias de regulação da proteína p53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Hollstein e Hainant, 2010. As principais vias de controle da atividade da proteína 

p53 estão representados na figura, como por exemplo a atuação da proteína ARF impedindo a ação de 

Mdm2 e a indução de degradação da p53 por ubiquitinação. 

 

A p53 pode ser ativada por uma quebra simples na dupla fita de DNA ao longo do 

genoma. A presença da quebra simples na sequênciade DNA é suficiente para aumentar os 

níveis de p53 na célula. Neste caso de ativação, a p53 ativa a proteína ATM quinase, a qual 

fosforila a p53, impedindo que a proteína sofra ubiquitinação. Uma segunda via se inicia 

quando outros danos no DNA, como os causados por quimioterapia e radiação UV ocorrem. 

Essa via leva à ativação da caseína quinase II (CKII), também desencadeando a fosforilação 

da p53. Uma terceira via de ativação da p53 é acionada por anormalidades nos níveis de 

fatores de crescimento, o que desregula o ciclo celular. A terceira via não necessita de 

quinases para intermediar a indução do aumento dos níveis de p53. Outras vias de ativação e 

controle dos níveis de p53, como estresse fisiológico e hipoxia, ainda necessitam de maiores 

estudos (Cosse et al, 2009). 

Dependendo do ponto do ciclo celular em que ocorre a ativação da proteína p53, ações 

diferentes podem ser desencadeadas. Se a ativação se der na fase G1, o ciclo celular será 

interrompido, e assim também a multiplicação celular, até que o dano no DNA ou algum 

outro tipo de estresse celular seja reparado. Se a ativação se der após a fase de síntese, a célula 

será programada para a morte (Cheng et al, 2010). 

A p53 pode atuar como fator de transcrição, ligando-se pelo seu domínio central a 

sequências específicas do DNA, podendo ativar três vias distintas: inibição do ciclo celular, 

ativação de proteínas de reparo e apoptose. Também participa do reconhecimento de danos no 
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DNA pelo sistema de reparo por excisão de nucleotídeos (NER), agindo como fator de 

acessibilidade ao DNA para o NER (Adimoolan et al, 2003) e modulando as atividades de 

proteínas deste sistema de reparo como XPB e XPD (Dregoesc e Rainbow, 2009). Além 

disso, atua na regulação da expressão das proteínas DDB2, responsáveis pela ligação da 

maquinaria de NER ao DNA e XPC, que agem no reconhecimento de erros na fita de DNA no 

NER (Rubbi et al, 2003). 

Exercendo sua atividade na via apoptótica, a p53 desempenha função na regulação de 

genes chave para o desencadeamento da morte celular programada. Promove a ativação de 

famílias de genes pró-apoptóticos como Bcl-2, Bax, PUMA, Bid e Noxa, que ativarão a 

despolarização da membrana mitocondrial e inibe a atividade de proteínas anti-apoptóticas 

através de ligação direta à elas. Estas proteínas impediriam a liberação do citocromo C e o 

início da cascata de caspases (Wäster et al, 2009). 

Mutações no gene da proteína p53, além de impedir a formação correta do tetrâmero, 

podem ocasionar um aumento da meia vida da proteína, sua migração para o citoplasma e 

impedimento de ligação ao DNA. Normalmente, as mutações que acometem o gene TP53 são 

do tipo “missense”. Esse tipo de mutação leva a uma alteração de aminoácidos devido à troca 

de uma base nitrogenada na sequência de um códon. Células com mutações significativas no 

gene TP53 perdem a função supressora de tumor da proteína p53, mas ainda há outras vias de 

proteção contra a formação tumoral, existindo outras proteínas com ação contra o estresse 

oncogênico. Weinberg (2006) mostra que a taxa de mutação no gene TP53 varia de 10 - 50% 

em diversos tipos de tumor (Figura 8). Estudos correlacionando mutações no gene TP53 e 

carcinomas mamários mostram que aproximadamente 25% dos tumores de mama apresentam 

mutação no gene TP53 (IARC, 2009). O promotor do gene TP53 não apresenta uma região 

rica em CpG, não formando, assim, ilhas CpGs. Entretanto, uma pequena região no início do 

promotor, de 85 pb, contém 16 dinucleotídeos CpG e esta região apresenta-se hipermetilada 

em diversos tipos tumorais (Hurt et al, 2006). 
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Figura 8: Gráfico apresentando a porcentagem de mutação do gene TP53 nos principais tipos 

de  câncer 

 

Fonte: Figura adaptada de Weinberg, 2006. 

 

Gene supressor de tumor CHD5 

 

A proteína CHD5 (“Chromodomain helicase DNA-binding”) é uma enzima 

remodeladora de cromatina-ATP dependente. Sua atividade consiste em remodelar a 

cromatina para permitir a transcrição ou não de um gene. Pertence a subfamília de helicases 

Swi-Snf-like e apresenta dois cromodomínios amino-terminais para interação com caudas de 

histonas metiladas da cromatina. Estas proteínas apresentam uma alta conservação 

evolucionária, entretanto pouco se sabe de sua ação no controle da expressão de proteínas. 

Apesar do pouco conhecimento, é sabido que a ação desta família de enzimas é muito 

importante para o correto enovelamento da cromatina (Fujita et al, 2008). 

O gene CHD5 está presente no cromossomo 1, posição 1p36. Esta região 

cromossômica vem sendo alvo de muitos estudos desde a década de 1970 em análises sobre 

câncer, mas não se sabia qual gene nesta região do genoma estaria intrinsecamente envolvido. 

C é r v i x U t e r i n o 

T i r e ó i d e 

T e s t í c u l o s 

R i m 

P r ó s t a t a 

C â n c e r h e m a t o l ó g i c o 

O s t e o s a r c o m a 

T e c i d o s m o l e s 

Ú t e r o 

M a m a 

F í g a d o 

C é r e b r o 

E s t ô m a g o 

B e x i g a 

P e l e 

P u l m ã o 

P â n c r e a s 

C a b e ç a e p e s c o ç o 

C o l o r e t a l 

E s ô f a g o 

Ovário 

0 10 20 30 40 50 

% mutação 



36  

Deleções no braço curto do cromossomo 1 tem se apresentado frequentes em tumores 

epiteliais, neurais, hematopoiéticos, assim como tumores de mama (Bagchi et al, 2007). 

Recentes estudos indicam que o CHD5 apresenta atividade supressora de tumor, 

interagindo em vias clássicas de proteção tumoral, como p16/Rb e p19ARF/p53. Propõem-se 

que a atividade do CHD5 aumenta a expressão de p19 e p16 (Wang et al, 2009). Estas vias 

estão relacionadas à parada do ciclo celular, parada da proliferação celular e apoptose. Bagchi 

e colaboradores (2007) mostraram que a ação de p53 foi aumentada com a inserção do locus 

contento o gene CHD5 no genoma de células in vitro e a função da p53 foi prejudicada 

quando uma das duas cópias do gene CHD5 foi deletada. Neste caso houve um aumento da 

transformação oncogênica das células. 

Na figura 9 temos uma representação de como o aumento ou diminuição de cópias do 

gene CHD5 podem influenciar a atividade de supressão tumoral da proteína p53. Deleções 

deste gene são muito recorrentes em neuroblastomas e, devido a isto, os principais trabalhos 

com o CHD5 apresentam enfoque em tumores neurais. Trabalhos recentes mostram a 

inativação deste gene por alterações epigenéticas, como a metilação do DNA, em diversos 

tipos tumorais, incluindo cólon, ovário e mama (Mulero-Navarro e Esteller, 2008). 

Figura 9: Influência do CHD5 sobre a atividade da proteína p53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Experimentos publicados por Bagchi e colaboradores em 2007 mostraram que variações na expressão de CHD5 

podem implicar em variação na atividade da p53: A: Células normais, diplóides para CHD5 leva a uma ação 

normal da proteína p53 com interação pela proteína p19. B: Duplicação do gene CHD5 pode proporcionar uma 

amplificação na atividade da proteína p53 devido a um aumento na expressão de p19. C: Células com uma cópia 

ou “knockout” para CHD5 apresentam atividade de p53 prejudicada. 
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Alterações epigenéticas do DNA 

 

A organização estrutural da cromatina é um importante modulador da regulação da 

expressão gênica. Modificações químicas no DNA e nas proteínas associadas à estrutura da 

cromatina, particularmente histonas, apresentam grande influencia nesta estrutura e, portanto, 

na expressão gênica. 

A hipoacetilação de histonas se apresenta como um bom marcador na deficiencia de 

atuação de genes supressores de tumor e genes de reparo do DNA. Sem a presença de radicais 

acetil na cauda N-terminal das histonas, a cromatina se mantém inacessível para que ocorra a 

transcrição gênica e assim a proteína que atuaria na manutenção da integridade da célula e / 

ou do DNA não é expressa. 

Estudos recentes mostram uma caracterização epigenética no câncer. Estes trabalhos 

evidenciam que os processos epigenéticos podem estar correlacionados com os estágios 

iniciais da transição de células normais para tumorais na carcinogênese. Nas etapas iniciais 

dos principais tipos tumorais estudados, como por exemplo câncer coloretal, pulmonar e de 

mama, um grupo das células pré-malignas começam a apresentar alterações genéticas e 

epigenéticas que permitem a elas progredir à forma tumoral. As variações epigenéticas que 

ocorrem nestas células podem determinar as subseqüentes variações genéticas, o que poderá 

desencadear a progressão dos clones celulares (Baylin et al, 2005). Assim, o acompanhamento 

do desenvolvimento de uma célula tumoral deve ser feito observando e estudando o 

epigenoma desta célula e a presença de mutações em seu genoma. 

 

Metilação do DNA 

 

Nas células animais, o DNA pode sofrer um processo denominado metilação de 

citosinas, processo que somente ocorre em citosinas ligadas a guaninas na mesma fita de 

DNA, formando complexos CpG (Cedar et al, 2009). O padrão de metilação do DNA 

genômico é desfeito durante o desenvolvimento do zigoto, quando o animal está no estágio de 

mórula e é restabelecido no momento de implantação do embrião. 

A metilação do DNA ocorre por ação de proteínas denominadas DNA 

metiltransferases (DNMTs), que adicionam um radical metil na posição 5’ de uma citosina do 

complexo CpG. O complexo dinucleotídico CpG está disperso por todo o genoma, sendo 

regiões ricas em CpG denominadas ilhas CpG. Aproximadamente metade dos genes do 

genoma humano estão associados a ilhas CpG dentro de suas regiões promotoras. Estas 
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regiões normalmente se apresentam hipometiladas. A metilação das ilhas CpG ocorre 

principalmente em regiões não codificantes do genoma ou em células de tecidos somáticos. 

 

Metilação do DNA e câncer 

Alterações no padrão de metilação do DNA resultam em produtos gênicos 

modificados, incluindo proteínas reguladoras do ciclo celular, receptores de esteróides e de 

moléculas de adesão celular, o que pode proporcionar às células tumorais maior capacidade 

de desenvolvimento e crescimento e de invadir novos tecidos (Wischnewski et al, 2006). 

A hipometilação global do DNA comumente acarreta em instabilidade genômica, 

podendo aumentar a probabilidade de desenvolvimento de câncer, o que já foi bem 

estabelecido em modelos in vivo e in vitro (Eden et al, 2003; Holm et al, 2005). Células 

malignas podem apresentar perda de 20 a 60% de citosinas metiladas no genoma em relação 

às células normais (Esteller et al, 2001). A perda destas citosinas metiladas acarreta no 

aparecimento de hipometilação de genes (exons e íntros) e de sequências repetitivas presentes 

no genoma. O padrão genoma hipometilado pode acelerar todas as etapas da carcinogênese, 

desde as proliferações iniciais até formações cancerígenas invasivas (Fraga et al, 2004). 

Três mecanismos podem atuar na carcinogênese a partir da hipometilação global do 

DNA: instabilidade cromossômica, reativação de transposons e perda do “imprinting” do 

DNA. Baixos níveis de metilação no DNA podem favorecer a recombinação mitótica, 

levando à perda de heterozigose, bem como promovendo rearranjos no cariótipo. Em adição a 

isto, perda de metilação em sequências centroméricas são fundamentais para o aparecimento 

de aneuploidia (Cai et al, 2007). 

A hipometilação global do DNA de células tumorais também pode reativar DNA 

intragenômico silenciado, desde LINES (“long interspersed nuclear elements”) a repetições 

Alu. Esses transposons podem migrar de uma região inativa do genoma para outra com 

atividade transcricional, proporcionando uma perturbação no genoma da célula (Yoder et al, 

1997). 

Em contraste a isto, existe o fenômeno denominado metilação gene-específica, que 

consiste na presença de hipermetilação na região promotora de um gene. A presença de 

radicais metil acarreta no recrutamento de proteínas de ligação ao radical metil (MBD - 

“methyl-binding proteins”), incluindo proteínas histona-deacetilases, que impedirão a 

transcrição do gene, como mostra a figura 10. 
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Figura 10: Silenciamento gênico por ação da metilação do DNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recrutamento de proteína de ligação ao radical metil (MBD - “methyl-binding proteins”), incluindo 

proteínas histona-deacetilases, que impedirão a transcrição do gene. 

Fonte: Adaptado de Laird, 2005. 

 

As ilhas CpG localizadas na região promotora de genes supressores de tumor 

normalmente encontram-se hipometiladas pois estes genes precisam estar potencialmente 

preparados para serem expressos quando houver necessidade. Entretanto, em algumas células 

tumorais as ilhas CpG podem se apresentar hipermetiladas, o que acarretará no silenciamento 

gênico (Esteller et al, 2001), como esquematizado na figura 11. Nem todos os genes 

apresentam ilhas CpG em suas regiões promotoras e por isso não podem ser silienciados por 

metilação. Também não são todos os genes supressores de tumor silenciados 

epigeneticamente em todas as formações tumorais. Existe uma especificidade aparente, que 

leva em consideração o tecido de origem do tumor e o gene silenciado (Costello et al, 2000). 
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Figura 11: Inativação da transcrição gênica devido à hipermetilação da região promotora 

na  célula tumoral 

Fonte: Adaptado de Esteller, 2000. 

Esteller, em seu trabalho publicado em 2005, propõe que um determinado gene é 

preferencialmente metilado em um tipo tumoral, em detrimento a outros genes, porque sua 

inativação pode conferir ao tumor uma vantagem seletiva. Outra opinião é vista no trabalho de 

Di Croce e colaboradores, em 2002. Neste trabalho os autores propuseram que o que 

realmente ocorre é uma hipermetilação aberrante do genoma. Este fenômeno ocorreria pelo 

fusionamento das proteínas PML-RAR, que recrutariam as DNMTs para os sítios de 

metilação. 

Como a metilação do DNA é um fenômeno reversível, a utilização de agentes capazes 

de impedir a ação das DNMTs tem sido objeto de muitos estudos, para novas terapias no 

tratamento do câncer. Um dos objetivos da terapia epigenética contra o câncer é restaurar o 

padrão de metilação do DNA e prevenir que novas células adquiram metilação de ilhas CpG 

em regiões promotoras de genes chave (Widschwendter et al, 2004). 

Tratamento com agentes demetilantes podem reativar genes que apresentam regiões 

promotoras metiladas em tumores específicos, como já visto em experimentos in vivo para os 

genes p16, hMLH1 e Rb, os quais estão extremamente relacionados ao controle da 

proliferação celular, diferenciação, reparo do DNA e apoptose. Estes agentes inibidores de 

DNMTs tem se mostrando bem efetivos no combate a hipermetilação de promotores de genes 

importantes, mas acabam causando hipometilação inespecífica do genoma. Esta 

hipometilação pode acarretar a expressão de proteínas inespecíficas e promover a 
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instabilidade do genoma pelo fato de se tornar propícias a expressão de regiões satélites do 

genoma que comumente se mantém metiladas (Yoo e Jones, 2006). 

Na figura 12 temos um esquema simplificado de como as alterações do padrão normal 

de metilação do genoma podem desencadear a carcinogênese. 

Figura 12: Vias de desenvolvimento tumoral a partir de alterações no padrão de metilação 

do  genoma. 

TSG: transcrição da sequênciagênica. Adaptado de Robertson, 2005. 

 

Metilação do DNA e câncer de mama 

 

A metilação do DNA aparece nos eventos iniciais da carcinogênese na mama, 

resultando em alterações na expressão de diversos oncogenes e genes supressores de tumor, 

desencadeando a proliferação de células anormais (Chekhun et al, 2006). Tanto a 

hipometilação global do DNA, como a hipermetilação regional podem ocorrer primeiro. A 

hipermetilação regional de ilhas CpG presentes em regiões promotoras e a hipometilação 

global do DNA estão envolvidas em diferentes estágios do desenvolvimento do câncer de 

mama (Van Zhee et al, 1998). A hipometilação pode atuar como um mecanismo tardio, em 

estágios mais avançados da doença, enquanto a hipermetilação de regiões promotoras ocorre 

principalmente em estágios iniciais da carcinogênese mamária (Szyf, 2000). 

Numerosos estudos tem revelado uma gama de genes que apresentam o nível de sua 

expressão em células tumorais de mama relacionados a alterações no padrão de metilação do 

DNA (Agrawal et al, 2007). Segundo Lo e colaboradores, em 2008, dentre estes genes, 

podemos destacar alguns exemplos que apresentam função na regulação do ciclo celular (p16 

e p14ARF), apoptose (APC e DAPK1), reparo do DNA (MGMT e BRCA1), regulação 
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hormonal (ERα e PR), adesão e invasão celular (CDH1 e APC), angiogênese (maspin e 

THBS1) e crescimento celular (RASSF1A, NESI e WIFI). 

Alterações no gene BRCA aparecem em aproximadamente 50% dos casos de tumores 

de mama hereditários (Elstrodt et al, 2006). Foi observado que o gene BRCA1 pode apresentar 

hipermetilação em seu promotor em tumores de mama e de ovário, mas não em casos de 

câncer no intestino, fígado e leucemia, indicando que a metilação no promotor deste gene é 

tumor específica (Yang et al, 2006). A frequencia de hipermetilação do promotor deste gene 

em tumores de mama esporádicos é de 38,5% (Birgisdottir et al, 2006). 

O aumento nos níveis de metilação da região promotora dos genes de receptores de 

esteróides e de glicoproteínas, como por exemplo os receptores de progesterona e E-caderina, 

estão associados a formas tumorais mais agressivas (Ross et al, 1996). A hipermetilação de 

ilhas CpG presentes na região promotora do gene e-caderina está presente em 80% dos casos 

de carcinoma lobular invasivo e lobular in situ, indicando a importância do padrão de 

metilação da região promotora deste gene no desenvolvimento do câncer de mama 

(Droufakou et al, 2001). Hoque e colaboradores observaram, em trabalho publicado em 2008, 

que a hipermetilação do gene e-caderina é um evento importante nos estágios iniciais de 

progressão do câncer de mama, propondo a análise do perfil de metilação deste gene como 

ferramenta de prognóstico. 

Além dos critérios adotados normalmente no diagnóstico do câncer de mama, novas 

técnicas como a análise de padrões aberrantes de metilação também podem auxiliar o 

diagnóstico da doença. A análise da presença de DNA hipermetilado em secreções mamárias, 

juntamente com outras análises moleculares e a determinação da presença de metástase em 

linfonodos, pode ser utilizada como indicativo de desenvolvimento do câncer de mama (Yang 

et al, 2001). Carcinomas ductais in situ podem ser detectados em estágios iniciais pela análise 

de metilação em genes supressores de tumor e outros genes em amostras de secreção mamária 

(Dua et al, 2006). Assim, estudos que procuram identificar o padrão de metilação em genes 

específicos podem aprimorar o diagnóstico em pacientes com processos tumorais em estágios 

iniciais (Agrawal et al, 2007). 
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1 OBJETIVOS 

 

1.1 Objetivo Geral 

 

Este trabalho faz parte de um estudo mais extenso para a caracterização molecular de 

tumores de mama esporádicos em mulheres residentes do Estado do Rio de Janeiro. Assim, 

pretendemos analisar o perfil de metilação da região promotora de genes supressores de tumor 

e de reparo do DNA em câncer de mama esporádico. 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

a) Analisar e correlacionar o perfil de metilação da região promotora do gene de reparo 

hMLH1 e a frequencia de instabilidade do microssatélite D3S1611, localizado neste 

mesmo gene. 

b) Analisar o perfil de metilação da região promotora do gene supressor de tumor TP53. 

c) Analisar o perfil de metilação da região promotora do gene supressor de tumor 

CHD5. 

d) Associar os resultados obtidos com as características clínico histopatológicas das 

amostras 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Amostras biológicas de pacientes com câncer de mama 

 

 

Para este trabalho, foram analisados 60 pares de amostras de tecido mamário (normal e 

tumoral da mesma paciente) provenientes de biópsia de mulheres apresentando câncer de 

mama, sem histórico familiar. As biópsias foram obtidas, entre os anos de 2006 e 2009, no 

setor de Patologia do Instituto Fernandes Figueira (IFF) FIOCRUZ- Rio de Janeiro. Os 

tecidos coletados nas biópsias eram armazenados em nitrogênio líquido até o momento da 

extração de DNA genômico. A obtenção das amostras biológicas obedeceu a todos os 

requisitos estipulados pelo Conselho Nacional de Ética e Pesquisa (CONEP). 

Para o diagnóstico clínico-histopatológico e testes de imunohistoquímica para 

receptores de estrogênio, progesterona e para proteína p53 das amostras, foram analisadas 

lâminas contendo os cortes histológicos provenientes dos blocos de tecido congelado com a 

biopsia de tecido tumoral fixada. As lâminas, em geral, são coradas com hematoxilina e 

eosina para o diagnóstico de rotina. Identificadas as lâminas, a médica patologista Dra. 

Elizabeth Avvad (IFF) fez uma análise criteriosa para confirmar o diagnóstico e emitir o 

laudo histopatológico completo, incluindo a graduação de Elston (Elston e Ellis, 2002) e 

estadiamento TNM. Os demais dados das pacientes foram obtidos de formulários médicos 

 

2.2 Extração de DNA genômico 

 

Os DNAs provenientes de biópsia foram extraídos a partir de 0,1 g de tecido fresco 

congelado seguindo o método “salting-out” (Miller et al, 1988). As amostras teciduais 

congeladas foram colocadas em microtubos e foram adicionados 1,2 mL da solução de 

digestão (100 mM de NaCl; 10 mM de Tris-HCl pH 8,0; 25 mM de EDTA pH 8,0 e 0,5% de 

SDS). Após a adição da solução de digestão, as amostras teciduais foram maceradas, com 

posterior adição de 20 µL de proteinase K (20 mg / mL). Os tubos foram incubados durante 

12 horas a 57ºC. Em seguida, os tubos foram centrifugados em microcentrífuga (Eppendorf) a 

16.000 rpm por 10 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi transferido para um 

novo microtubo, e adicionou-se 300 µL de solução saturada de NaCl (aproximadamente 5 M). 

Os tubos foram centrifugados em microcentrífuga (Eppendorf) a 16.000 rpm por 5 minutos. 

Os sobrenadantes foram transferidos para tubos de ensaio, os quais continham 3 volumes de 



45  

etanol absoluto. Com o auxílio de bastonetes de vidro estéreis, o DNA foi retirado e 

rapidamente imerso em solução de etanol 70%. As amostras de DNA, aderidas aos bastonetes, 

permaneceram à temperatura ambiente por 2 horas e foram solubilizadas através de incubação 

em 500 µL de TE (10 mM de Tris-HCl pH 8,0; 1 mM de EDTA pH 8,0) por duas horas a 

37ºC. 

 

2.3 Eletroforese do DNA genômico 

 

Após a extração, a presença e a integridade do DNA foram confirmadas por meio de 

eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etídeo 0,5 µg / µL de solução de 

agarose. A corrida eletroforética foi realizada com o tampão TAE 1X (0,04 M de Tris-base; 1 

M de ácido acético glacial; 50 mM de EDTA pH 8,0) a 80 V durante 30 minutos. Foi aplicada 

no gel uma mistura de 1 µL de DNA e 5 µL de tampão de carregamento 6X (10 mM de Tris- 

HCl pH 8,0; 0,1% de azul de bromofenol; 0,1% de azul de cianol; 5% de ficoll 400). Após a 

corrida, o gel foi fotografado em sistema de fotodocumentação (Software UVP DOC-ItLS da 

Life Science), utilizando luz ultravioleta, e a concentração de DNA foi determinada em 

espectrofotômetro. 

 

2.4 Modificação do DNA com bissulfito de sódio 

 

A análise do estado de metilação de sequências nas regiões promotoras dos genes em 

estudo foi realizada com utilização do método de modificação do DNA através da reação com 

bissulfito de sódio. O método consiste basicamente em desaminar o DNA genômico em 

condições nas quais as citosinas são convertidas em uracilas e as 5-metilcitosinas 

permanecem inalteradas. 

Em nosso estudo, utilizamos o kit EPITECT (Quiagen) para modificação do DNA 

com bissulfito de sódio. Em cada reação, 1000 ng de DNA genômico foram colocados em 

microtubos de 200 µL. Todas as soluções utilizadas são provenientes do kit EPITECT. O 

volume foi ajustado em 20 µL com adição de água livre de RNase. Feito o ajuste do volume, 

85 µL do Mix Bissulfito dissolvido e 35 µL de tampão de proteção ao DNA foram 

adicionados ao tubo, formando um volume final de 140 µL. Após uma breve mistura das 

soluções, os tubos foram colocados em termociclador (Veriti – Applied Biosystems) e o 

seguinte programa foi realizado: 
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• 1ª etapa: desnaturação a 99ºC por 5 minutos e incubação a 60ºC por 25 

minutos; 

• 2ª etapa: desnaturação a 99ºC por 5 minutos e incubação a 60ºC por 85 
minutos; 

• 3ª etapa: desnaturação a 99ºC por 5 minutos e incubação a 60ºC por 

175  minutos. 

 
 

Terminada a incubação do DNA com a solução de bissulfito no termociclador, todo o 

conteúdo da reação foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e foi adicionado 560 µL de 

tampão BL. A mistura foi transferida para a coluna de purificação do kit posicionada sobre 

um tubo coletor, com posterior centrifugação por 1 minuto a 14.000 rpm. Após a 

centrifugação, o material depositado no tubo coletor foi descartado e o DNA, agora fixado na 

membrana da coluna, foi “lavado” com a adição de 500 µL de tampão BW. Nova 

centrifugação por 1 minuto a 14.000 rpm foi realizada e o material depositado no tubo coletor 

foi descartado. Para dar continuidade ao processo de modificação, há a necessidade da 

realização da dessulfonação alcaliana, que é realizada pelo tampão BD. Assim, adicionou-se à 

coluna 500 µL do tampão BD e desenvolveu-se uma incubação do DNA com este tampão por 

15 minutos a temperatura ambiente. Após a incubação nova centrifugação por 1 minuto a 

14.000 rpm foi realizada e o material depositado no tubo coletor foi descartado. 

Com o término da dessulfonação, o DNA se encontra modificado com bissulfito de 

sódio, mas há a necessidade de se retirar o excesso de sal depositado nele. Para isto, 

adicionou-se, à coluna, 500 µL de tampão BW e nova centrifugação por 1 minuto a 14.000 

rpm foi realizada e, o material depositado no tubo coletor foi descartado. Este processo de 

lavagem do DNA foi repetido e a coluna foi transferida para um novo tubo coletor. Nova 

centrifugação, agora por 4 minutos a 14.000 rpm, foi realizada para retirada de resquícios de 

reagente que poderiam estar presentes na membrana. O material depositado no tubo coletor ao 

fim da centrifugação foi descartado. 

Para eluir o DNA, adicionou-se 20 µL de tampão EB no centro da membrana e nova 

centrifugação foi realizada, a 12.000 rpm, por 1 minuto. O DNA modificado permaneceu 

armazenado a -20ºC. 

A figura 13 está apresentando um esquema da reação de modificação do DNA com 

bissulfito de sódio. 
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Figura 13: Etapas da reação de modificação do DNA com bissulfito de sódio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As citosinas não metiladas são convertidas em uracila por três etapas principais, que 

consistem em uma sulfonação seguida de um processo de desaminação e posterior 

dessulfonação alcalina. As citosinas metiladas não são capazes de sofrer o processo inicial de 

sulfonação. Portanto, não estão sujeitas ao posterior processo de desaminação, não sendo 

convertidas em uracila. 

 

2.5 PCR para análise do estado de metilação do DNA 

 

Após a reação de modificação com bissulfito de sódio, as sequências de DNA 

metilado e não metilado se tornam distintas (figura 14). A técnica do MSP baseia-se nas 

diferenças entre as sequências após este tratamento, pois as citosinas não metiladas 

transformam-se em uracila e as citosinas metiladas não sofrem alteração. Duas reações de 

PCR são realizadas para cada amostra de DNA: em uma reação são utilizados iniciadores 

específicos para ligação ao DNA metilado (contendo citosinas) e na outra reação utilizam-se 

iniciadores específicos para se ligar ao DNA não metilado (contendo uracilas / timinas). O 

quadro 4 apresenta a sequênciados iniciadores das reações de PCR-MSP (“methylation 

specific PCR”). 
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Figura 14: Diferença na sequênciado DNA após tratamento com bissulfito de sódio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Observar que as citosinas localizadas fora dos dinucleotídeos CG são transformadas em 

uracilas, independente do estado do DNA (não metilado ou metilado). Por outro lado, as 

citosinas localizadas nos dinucleotídeos CG são transformadas em uracilas se elas não se 

encontram na forma metilada, mas permanecem inalteradas quando metiladas. 

 

 

Quadro 4: Sequências dos inicadores da reação de MSP, tamanho dos produtos (amplicon) e 

temperaturas de pareamento 

 

Iniciador Sequênciado iniciador (5’-3’) Amplicon 
Temperatura de 

anelamento (ºC) 

TP53 – metilado 
TTCGGTAGGCGGATTATTTG F 

AAATATCCCCGAAACCCAAC R 
193 pb 60 

TP53 – não-metilado 
TTGGTAGGTGGATTATTTGTTT F 

CCAATCCAAAAAAACATATCAC R 
247 pb 59 

hMLH1 – metilado 
GCGCGTTCGTCGTTCGTTAT F 

ATCTATCGCCGCCTCATCGT R 
113 pb 60 

hMLH1 – não metilado 
GGTTAAGAGGTGGTAGTGTT F 

ATCTATCACCACCTCATCAT R 
206 pb 59 

CHD5 – metilado 
GTAGGTTAAGGCGGTCGAGA F 

GCAACAACTCCTCCTCGATA R 
180 pb 62 

CHD5 – não metilado 
GTAGGTTAAGGTGGTTGAGA F 

CAACAACTCCTCCTCAATAC R 
235 pb 57 

 

 

 

As reações da PCR foram realizadas com aproximadamente 50 ng de DNA genômico, 

0,5 µM de cada iniciador, 2 mM de dNTPs (Fermentas), 1 U da enzima DNA polimeraseTaq 
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Platinum (Invitrogen), tampão da enzima 1X (Invitrogen) e 2,5 mM MgCl2 (Invitrogen) em 

volume final de 25 µL, sendo este volume completado com água deionizada. O programa da 

PCR consistiu em uma primeira desnaturação a 95ºC por 5 minutos, seguida por 35 ciclos a 

95ºC por 40 segundos, a etapa de anelamento variando conforme o iniciador por 40 segundos 

e 72ºC por 40 segundos. Em seguida, foi realizada a extensão final a 72ºC por 5 minutos. As 

reações da PCR foram realizadas em termocicladores Veriti (Applied Biosystems). 

O controle positivo para as reações com os oligonucleotídeos desenhados para a fita de 

DNA metilada foi obtido através da reação de metilação do DNA in vitro com a enzima 

metiltransferase SssI (New England Biolabs®). Para esta reação, foi utilizado DNA extraído 

de sangue periférico de indivíduo saudável. A reação foi executada com volume final de 20 

µL, contendo 4 µg de DNA genômico, 1X do tampão NE-II (New England Biolabs®), 320 

µM de S-adenosil metionina (New England Biolabs®) e 8 U da enzima metiltransferase SssI. 

Após o preparo da reação, a solução foi incubada a 37oC por 60 minutos e inativada a 65oC 

por 20 minutos. A avaliação da hipermetilação no DNA genômico, pela enzima 

metiltransferase SssI, foi verificada através da incapacidade de digestão do DNA pela enzima 

de restrição BstUI (New England Biolabs®). Esta enzima reconhece o sítio CGCG e não o 

cliva na presença de citosina metilada. Após o tratamento com a enzima SssI, foram 

adicionados 3 µL de tampão 10X NE-II e 20 U da enzima BstUI. A reação foi incubada a 

60oC por 2 horas. O mesmo DNA extraído de sangue periférico, não metilado in vitro, foi 

utilizado como controle negativo da presença de metilação na reação da PCR. 

 

2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% 

 

Os produtos da PCR-MSP foram analisados por meio de uma corrida eletroforética em 

gel de poliacrilamida 8% não-desnaturante. O gel foi vertido entre duas placas, uma de 12 mm 

e outra de 14 mm, com espaçamento de 1,5 mm. O gel foi mantido a temperatura ambiente, 

para polimerização, por no mínimo 15 minutos. Para a eletroforese, 8 µL das amostras 

provenientes da PCR foi misturado a 2 µL do tampão de carregamento 6X e aplicado nos 

poços formados pelo pente. A eletroforese foi realizada por 60 minutos a 120 V, 100 mA e 50 

W com tampão TBE 1X (0,9 M de Tris-base; 0,9 M de ácido bórico; 20 mM de EDTA pH 

8,0). 

O par de placas contendo o gel de poliacrilamida 8% (2 mL de bis-acrilamida 40%; 1 

mL de TBE 10; 100 μL de persulfato de amônio 10%; 10 μL de TEMED) foi aberto com a 

ajuda de uma espátula. 
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Utilizou-se, como referência de tamanho dos produtos da PCR, o marcador de peso 

molecular composto por múltiplos de 100 pares de base (Gene RulerTM – Fermentas). 

 

2.7 Detecção do material amplificado por coloração com nitrato de prata 

 

O gel após a eletroforese foi colocado em uma bandeja contendo solução fixadora 

(solução de ácido acético 10%). Segundo protocolo publicado por Bassam e colaboradores em 

1991, o gel foi mantido nesta solução, com agitação, por 20 minutos. Em seguida, houve duas 

lavagens por dois minutos do gel com água destilada. Após a retirada total da solução de 

fixação, o gel foi incubado em solução de coloração (0,1 g de nitrato de prata; 150 μL de 

formaldeído 37% em volume final de 100 mL de água) por 30 minutos. Subseqüentemente, o 

gel foi lavado em água destilada, por 10 segundos, e os produtos de amplificação revelados 

pela adição de solução de revelação (3 g de carbonato de sódio; 150 μL de formaldeído 37%; 

100 μL de tiosulfato de sódio a 10 mg / mL; em volume final de 100 mL). O gel permaneceu 

nesta solução até que os produtos de amplificação estivessem definidos (aproximadamente 3 

minutos). Para interromper a reação, adicionou-se a solução fixadora. 

 

Todas as amostras que apresentaram perfil de hipermetilção nas regiões promotoras 

estudadas passaram por nova modificação de DNA com bissulfito e sódio, seguido de MSP 

para a região promotora com hipermetilação, afim de confirmar o resultado. 

 

2.8 PCR para amplificação do locus STR 

 

Para a análise da frequencia de instabilidades em microssatélite no locus STR 

D3S1611 foram utilizados os seguintes oligonucleotídeos iniciadores (Özer, 2002): 

 

Iniciador F: 5’ - CCCCAAGGTGCACTT - 3’ 

Iniciador R: 5’ - AGCTGAGACTACAGGCATTTG - 3’ 

 

 

As reações da PCR foram realizadas com 1 µM de cada oligonucleotídeo iniciador, 2,5 

µL do tampão STR 10x (Biotools), 0,2 µM de cada dNTP, 2,0 µM de Mg e 0,5 U da enzima 

Taq DNA polimerase (Biotools, 5 U / µL), aproximadamente 100 ng de DNA e água destilada 

deionizada, para o volume final de 25 µL. A reação da PCR foi realizada seguindo os 
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seguintes ciclos: 1 ciclo de 2 minutos a 96ºC, 10 ciclos compostos de 1 minuto a 94ºC, 1 

minuto a 60ºC e 1,5 minuto a 70ºC e 20 ciclos compostos por 1 minuto a 90ºC, 1 minuto a 

60ºC e 1,5 minuto a 70ºC, seguidos de uma extensão final a 60ºC por 15 minutos. 

 

2.9 Eletroforese em gel de agarose 2,0% 

 

Para a verificação da eficiência da reação da PCR, os produtos foram submetidos a 

eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampão TAE 1X, corado com brometo de etídeo ( 0,5 

µg / µL) . A corrida eletroforética foi realizada a 110 V por 20 minutos. Foram aplicados no 

gel 4,0 µL do material amplificado juntamente com 2 µL de tampão de carregamento 6x. O 

gel foi fotografado em sistema de fotodocumentação (Software UVP DOC-ItLS da Life 

Science), utilizando luz ultravioleta. 

 

2.10  Eletroforese em gel de poliacrilamida 6% desnaturante 

 

Foram realizadas corridas eletroforéticas em gel de poliacrilamida 6% montado entre 

placas de vidro, de tamanho 36 x 19 mm. As placas foram previamente incubadas em solução 

de NaOH 10% por 2 horas e lavadas com detergente. Em seguida, as placas foram lavadas, 

duas vezes, com água destilada e solução de etanol 70%. O gel se fixa em uma das placas, a 

qual foi tratada com 50 mL de solução aderente (50 mL de etanol absoluto, 30 µL de 

metacriloxi-propil-trimetoxi-silano e 150 µL de ácido acético glacial). Após 5 minutos, o 

excesso de solução foi removido com papel toalha saturado em etanol 70%. Para que o gel 

não se fixe na outra placa, foi adicionada à ela uma película de óleo de soja, que permaneceu 

sobre ela por 15 minutos. Após os tratamentos, as placas foram sobrepostas com espaçadores 

de 0,2 mm em suas extremidades e vedadas com auxílio de grampos. Foi adicionado a 40 mL 

de solução de poli-ureia 6% (210,1 g de uréia (7M); 25 mL de TBE 10X; 75 mL de bis- 

acrilamida 40%; em volume final de 500 mL de água) 30 µL de TEMED e 300 µL de 

persulfato de amônio 10%. A solução foi, então, vertida entre as placas com o auxílio de uma 

seringa de 50 mL. O gel foi mantido a temperatura ambiente por 45 minutos para a sua 

polimerização. 

Anteriormente à eletroforese, ocorreu uma pré-corrida de aproximadamente 30 

minutos para aquecimento do gel. As corridas eletroforéticas foram realizadas em tampão de 

corrida TBE 0,5X a 2200 V, 50 mA e 60 W, por 1 hora e 30 minutos. Para a preparação das 

amostras, foram misturados 1 µL dos produtos da PCR e 10 µL de tampão de carregamento 



52  

de acrilamida 2X desnaturante (10 mM de NaOH; 95% de formamida; 0,05% de azul de 

bromofenol; 0,05% de xileno cianol). A mistura foi desnaturada a 94ºC por 3 minutos e 

mantida em gelo até o momento da aplicação. 

 

2.10.1 Coloração de gel de poliacrilamida com nitrato de prata 

 

Após a corrida eletroforética, as placas foram separadas e o gel, fixado em uma delas, 

foi incubado em solução de fixação (ácido acético 10%, em volume de 500 mL) por 20 

minutos. Em seguida, o gel foi lavado 3 vezes com água destilada por 2 minutos. Após a 

lavagem, o gel foi incubado em solução de coloração (0,5 g de nitrato de prata; 750 µL de 

formaldeído (37%) em volume final de 500 mL de água) por 30 minutos, com posterior 

lavagem com água destilada por 10 segundos (Bassam et al, 2007). 

Para a revelação do gel, este foi mantido em solução de revelação (15 g de carbonato 

de sódio; 750 µL de formaldeído (37%); 100 µL de tiosulfato de sódio (10 mg / mL) em 

volume final de 500 mL) pelo tempo necessário para o aparecimento das bandas de DNA. 

Para interromper a reação de coloração do gel, adicionou-se solução de ácido acético 10%. 

 

2.11 Determinação de instabilidade genômica 

 

Foi considerada instabilidade em microssatélite (MSI) a alteração no número de alelos 

na amostra tumoral em relação à amostra normal (figura 15 b). Para determinar a freqüência 

de MSI dividiu-se o número de amostras apresentando MSI pelo total de amostras. A perda de 

heterozigose (LOH) em microssatélites foi caracterizada pela perda total ou parcial de um dos 

dois alelos na amostra tumoral em relação à amostra normal e a determinação da freqüência 

de LOH foi estabelecida pela divisão do número de amostras apresentando LOH pelo número 

de amostras informativas, isto é, heterozigotas (Figura 15 a). 

 

 

 

 

 

Figura 15: Exemplos de instabilidades genômicas em microssatélite verificadas em nosso 

trabalho 
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Fotos de géis de poliacrilamida 6% corados por nitrato de prata. A seta indica o alelo instável. 

a- LOH; b- MSI. 

 

2.12 Análise estatística 

 

O teste Qui-quadrado e o teste exato de Fisher, com uso do software GraphPad Prism 

5, foram realizados para verificar a existência de associação entre os resultados obtidos na 

análise do perfil de metilação na região promotora dos genes estudados e as características 

clinico-histopatológicas das amostras de carcinoma mamário. Valores de p < 0,05 foram 

considerados significativos. 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Características clínico-histopatológicas das amostras de câncer de mama esporádicos 

As características clínico-histopatológicas das amostras utilizadas neste trabalho estão 

listadas no quadro 5. 

 

Quadro 5: Características clínico-histopatológicas dos 60 pacientes estudados determinadas 

pela Dra. Elizabeth Avvad. 

 

Paciente Idade (anos) Diagnóstico Histopatológico TNM GE RP RE P53 

2 54 Ductal Infiltrante pT1c pN0 (sn) pMx I + + - 

4 51 Ductal Infiltrante pT1c pN0 (sn) pMx II + + - 

5 56 Intraductal tipo sólido pTis pN0 (sn) pMx * X X X 

6 58 Ductal Infiltrante pT2c pN2a pMx III - - + 

8 51 Ductal Infiltrante pT1c pN0 (sn) pMx I + + - 

9 63 Lobular Infiltrante pT2c pN0 (sn) pMx * - + - 

10 46 Ductal Infiltrante pT2 pN0 pMx III - - + 

11 29 Intraductal pTis pN0 pMx * + + - 

14 56 Ductal Infiltrante pT2 pN2a pMX II + + - 

15 44 Ductal Infiltrante pT1c pN0 (sn) pMx I - + + 

16 50 Ductal Infiltrante pT1c pN0 (sn) pMX I - + - 

17 48 Ductal Infiltrante pT2 pN1a pMx II - - - 

18 57 Medular pT1c pN2a pMX * + + - 

19 52 Mucinoso pT1c pN0 (sn) pMX I - + - 

21 41 Ductal Infiltrante pT1b pN0 pMX III - - + 

23 57 Ductal Infiltrante pT2 pN1a pMx I + + - 

25 48 Ductal Infiltrante pT1c pN0 pMX II - + - 

26 61 Ductal Infiltrante pT3 pN0 pMx III - - - 

27 74 Papilífero Infiltrante pT1c pNx pMx II - + - 

28 47 Ductal Infiltrante pT1c pN0 (sn) pMx III - + - 

29 70 Papilífero Infiltrante pT2 pN0(sn) pMX I + + - 

31 38 Micropapilífero Infiltrante pT2 pN1a pMx III - - - 

32 50 Ductal Infiltrante pT1c pN0 pMx I - + - 

33 57 Ductal Infiltrante pT1c pN2a pMx III - + - 

34 46 Ductal Infiltrante pT2 pN1a pMx III X X X 

35 49 Ductal Infiltrante pT1c pN0(sn) pMx II + - - 

36 54 Ductal Infiltrante pT2 pN0(sn) pMx II - - + 

37 48 Mucinoso pT1c pN0(sn) pMx I - + - 

38 61 Ductal Infiltrante pT1b pN0(sn) pMx I + + - 

40 67 Ductal Infiltrante pT1c pN2 pMx III - + + 
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41 28 Ductal Infiltrante pT3 pN1a pMx II + + - 

42 42 Ductal Infiltrante pT2 pN0(sn) pMx I + + - 

43 53 
Intraductal tipo 

comedocarcinoma 
pTis pN0(sn) pMx * - - - 

44 59 Ductal Infiltrante pT2 pN1a pMx II + + - 

45 45 Lobular Infiltrante pT2 pN2a pMx * + + - 

46 72 Ductal Infiltrante pT2 pN3a pMx II - + - 

47 72 Ductal Infiltrante pT2 pN0 pMx II + + + 

48 40 Ductal Infiltrante pT1c pN0pMx II - - + 

50 42 Lobular Infiltrante pT1a pN1a pMx * + + + 

52 40 Ductal Infiltrante pT2 pN1a pMx II + + - 

53 60 Ductal Infiltrante pT1c pN1a pMx I - + - 

54 41 Apócrino Infiltrante pT2 pN1a pMx II - + - 

56 74 Ductal Infiltrante pT2 pN1a pMx II - + - 

58 71 Lobular Infiltrante pT2 pN1a pMx * + + - 

59 46 Apócrino Infiltrante pT2 pN1a pMx II - - + 

60 58 Ductal Infiltrante pT2 pN1 pMx I + + - 

61 44 Ductal Infiltrante pT2 pN1b1 pMx II + + + 

62 76 Ductal Infiltrante pT1 pN0 pMx II + + - 

63 71 Ductal Infiltrante pT1pN1pMx I + + - 

65 53 Papilífero infiltrante X II + - - 

67 70 Ductal Infiltrante pT2pN0pMx II X X X 

68 59 Micropapilífero Infiltrante pT2 pN3 pMx III - - + 

69 72 Lobular Infriltante pT1 pN0 pMx * + + + 

70 50 Ductal Infiltante pT2 pNo II + + - 

71 63 Lobular Infiltrante pT1pN1pMx * + + + 

72 68 Ductal Infiltrante pT2 pN0 pMx III - - + 

73 63 Papilífero Infiltrante pT1 pN2 pMx III - - - 

74 75 Ductal Infiltrante pT1 pN0 pMx III - - + 

75 41 Ductal Infiltrante pT2pN1pMx II + + - 

76 60 Micropapilífero Infiltrante pT2 pN2 pMx II + + - 

 

P: número do paciente; Idade: idade do paciente no momento da coleta; TNM: Tumor-nódulo-

metástase; GE: Graduação histológica de Elston; *: Tumores onde normalmente não se aplica 

a graduação histológica de Elston; RP: Receptor de progesterona, RE: Receptor de estrogênio, 

P53: Proteína P53; +: proteína expressa em altos níveis; -: proteína expressa em baixos níveis. 

X: Não foi possível realizar a imunohistoquímica nas amostras 5 e 67.
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3.2 Análise do perfil de metilação da região promotora do gene de reparo hMLH1 

 

 

A fim de determinarmos o perfil de metilação na região promotora do gene de reparo 

hMLH1, foram analisadas 60 pares amostras de tecido normal e tumoral provenientes de 

biopsia de pacientes de carcinoma mamário esporádico. A figura 16 mostra um exemplo de 

análise do perfil de metilação da região promotora do gene hMLH1. Neste exemplo, não há a 

presença de hipermetilação nas amostras analisadas. 

Figura 16: Análise do perfil de metilação na região promotora do gene hMLH1. 

 

 

 

 

 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.U: reação com primers 

desenhados para fita de DNA não-metilada; M: reação com primers desenhados para fita de 

DNA hipermetilada; KM: controle da reação com primers desenhados para fita de DNA 

metilada; KU: controle da reação com primers desenhados para fita de DNA não-metilada; K-

: controle negativo das reações; PM: padrão de peso molecular; 4T: amostra tumoral 4 

apresentando perfil de hipometilação na região promotora do gene hMLH1; 6T: amostra 

tumoral 6 apresentando perfil de hipometilação na região promotora do gene hMLH1. As 

setas indicam os produtos de PCR para as reações contendo DNA hipermetilado (113 pb) e 

hipometilado (206 pb) 

 

Na análise do perfil de metilação da região promotora do gene hMLH1, observamos 

que 13 das 60 amostras, isto é, 21,6% das amostras, apresentaram perfil de hipermetilação na 

região promotora do gene hMLH1 (17T, 26T, 27T, 31T, 33T, 34T, 43T, 47T, 60T, 62T, 67T, 

70T e 71T). A figura 17 apresenta um exemplo de hipermetilação encontrado nas amostras 

analisadas. Podemos observar que a amostra 17T apresentou perfil de hipermetilação e 

também apresentou amplificação na reação com primers para fita não-metilada. Este fato se 

deve a provável contaminação de células normais na amostra de tecido tumoral e / ou a 

presença de sequencias de DNA não metiladas nas células tumorais. 
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Figura 17: Perfil de hipermetilação na região promotora do gene hMLH1 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. U: reação com primers 

desenhados para fita de DNA não-metilada; M: reação com primers desenhados para fita de 

DNA hipermetilada K-: controle negativo das reações; PM: padrão de peso molecular; 2T: 

amostra tumoral 2 apresentando perfil de hipometilação na região promotora do gene hMLH1; 

17T: amostra tumoral 17 apresentando perfil de hipermetilação na região promotora do gene 

hMLH1. As setas indicam os produtos de PCR para as reações contendo DNA hipermetilado 

(113 pb) e hipometilado (206 pb). 

 

3.3 Análise do perfil de metilação da região promotora do gene supressor de tumor 

TP53 em amostras de carcinoma mamário 

 

Na análise do perfil de metilação da região promotora do gene TP53, também foram 

analisadas 60 pares de amostras, normais e tumorais tumorais, provenientes de biopsia de 

pacientes de carcinoma mamário esporádico. Todas as amostras apresentaram perfil de 

hipometilação na região promotora do gene TP53. A figura 18 apresenta, como exemplo, os 

perfis obtidos para as amostras 9, 10 e 11, todos iguais ao do controle da reação para a fita não 

metilada (KU). 
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Figua 18: Análise do perfil de metilação da região promotora do gene TP53 

 
 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. U: reação com primers 

desenhados para fita de DNA não-metilada; M: reação com primers desenhados para fita de 

DNA hipermetilada; KM: controle da reação com primers desenhados para fita de DNA 

metilada; KU: controle reação com primers desenhados para fita de DNA não-metilada; K-: 

controle negativo das reação; PM: padrão de peso molecular; 9T: amostra tumoral 9 

apresentando perfil de hipometilação na região promotora do gene TP53; 10T: amostra 

tumoral 10 apresentando perfil de hipometilação na região promotora do gene TP53. 11T: 

amostra tumoral 11 apresentando perfil de hipometilação na região promotora do gene TP53. 

As setas indicam os produtos de PCR para as reações contendo DNA hipermetilado (193 pb) e 

hipometilado (247 pb) 

 

 

3.4 Análise do perfil de metilação da região promotora do gene supressor de tumor 

CHD5 
 

Na análise do perfil de metilação da região promotora do gene CHD5, dentre as 60 

amostras de carcinoma mamário analisadas, 9 apresentaram perfil de hipermetilação (5T, 6T, 

14T, 18T, 37T, 38T, 47T, 54T e 71T ), o que corresponde a 15% das amostras analisadas. A 

figura 19 apresenta um exemplo de análise realizada, evidenciando os controles da reação e a 

presença de hipermetilação na amostra 
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Figua 19: Análise do perfil de metilação da região promotora do gene CHD5. 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. M: reação com primers 

desenhados para fita de DNA hipermetilada; KM: controle da reação com primers desenhados 

para fita de DNA metilada; K-: controle negativo das reação; PM: padrão de peso molecular; 

18T: amostra tumoral 18 apresentando perfil de hipermetilação na região promotora do gene 

CHD5; 21T: amostra tumoral 21 apresentando perfil de hipometilação na região promotora do 

gene CHD5. 

 

 

 

3.5 Frequencia de instabilidade do STR D3S1611 

 

Para determinar a frequencia de instabilidade do locus STR D3S1611 em carcinomas 

mamários esporádicos, os mesmos 60 pares de amostras, normal e tumoral, foram analisados. 

O locus STR D3S1611 foi amplificado pela PCR e os produtos foram analisados em gel 

desnaturante corado por nitrato de prata. A figura 20 mostra um exemplo de corrida 

eletroforética dos produtos amplificados. 

 

Figura 20: Eletroforese dos produtos amplificados no locus D3S1611. 
                 32N    32T    33N   33T    34N    34T   35N   35T   36N    36T    37N    37T   38N    38T 

             

Exemplo de gel de poliacrilamida 8% corado por nitrato de prata. Produtos de amplificação 

para o locus STR D3S1611, tipado nos pares de amostras 32 a 38. Estas amostras não 

apresentaram instabilidade; N: Amostra normal e T: Amostra tumoral. 

KM 
M U 

KU 
M U 

18T 
M U 

K- PM 

300 

 

200 
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10N 10T 14N 14T k+ 

Dentre as 60 amostras, somente 38 são informativas, isto é, heterozigotas, e destas, 5 

apresentaram LOH, representando 13,1% (10, 14, 21, 40 e 76). A figura 21 apresenta duas 

amostras que apresentaram LOH no STR D3S1611. Não foi observado nenhum caso de MSI 

neste locus STR dentre as amostras analisadas. 

Figura 21: Eletroforese dos pares de amostras apresentando LOH 

 

Exemplo de gel de poliacrilamida 6% corado por nitrato de prata. Produtos de amplificação 

para o locus STR D3S1611, nos pares de amostras 10 e 14. N: Amostra normal, T: Amostra 

tumoral, K+: controle positivo da reação de PCR. A seta indica qual alelo foi perdido nas 

amostras tumorais, em relação a genotipagem na amostra normal. 

 

 

O quadro 6 nos apresenta um panorama geral dos resultados obtidos na análise do 

perfil de metilação dos genes estudados e a frequencia de instabilidades no STR D3S1611 nas 

amostras analisadas. 
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Quadro 6: Resultados obtidos na análise dos perfis de metilação e de instabilidade em 

microssatélite.  

 

Amostra 
Idade 

(anos) 
Subtipo histológico GE CHD5 TP53 hMLH1 LOH 

2 54 Ductal Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

4 51 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

5 56 Intraductal tipo sólido * Hipermetilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

6 58 Ductal Infiltrante III Hipermetilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

8 51 Ductal Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

9 63 Lobular Infiltrante * Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

10 46 Ductal Infiltrante III Hipometilado Hipometilado Hipometilado SIM 

11 29 Intraductal * Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

14 56 Ductal Infiltrante II Hipermetilado Hipometilado Hipometilado SIM 

15 44 Ductal Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

16 50 Ductal Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

17 48 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

18 57 Medular * Hipermetilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

19 52 Mucinoso I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

21 41 Ductal Infiltrante III Hipometilado Hipometilado Hipometilado SIM 

23 57 Ductal Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

25 48 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

26 61 Ductal Infiltrante III Hipometilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

27 74 Papilífero Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

28 47 Ductal Infiltrante III Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

29 70 Papilífero Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

31 38 
Micropapilífero 

Infiltrante 
III Hipometilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

32 50 Ductal Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

33 57 Ductal Infiltrante III Hipometilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

34 46 Ductal Infiltrante III Hipometilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

35 49 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

36 54 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

37 48 Mucinoso I Hipermetilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

38 61 Ductal Infiltrante I Hipermetilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

40 67 Ductal Infiltrante III Hipometilado Hipometilado Hipometilado SIM 

41 28 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

42 42 Ductal Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

43 53 
Intraductal tipo 

comedocarcinoma 
* Hipometilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

44 59 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

45 45 Lobular Infiltrante * Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

46 72 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

47 72 Ductal Infiltrante II Hipermetilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

48 40 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

50 42 Lobular Infiltrante * Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 
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52 40 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

53 60 Ductal Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

54 41 Apócrino Infiltrante II Hipermetilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

56 74 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

58 71 Lobular Infiltrante * Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

59 46 Apócrino Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

60 58 Ductal Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

61 44 Ductal Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

62 76 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

63 71 Ductal Infiltrante I Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

65 53 Papilífero infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

67 70 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

68 59 
Micropapilífero 

Infiltrante 
III Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

69 72 Lobular Infriltante * Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

70 50 Ductal Infiltante II Hipometilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

71 63 Lobular Infiltrante * Hipermetilado Hipometilado Hipermetilado NÃO 

72 68 Ductal Infiltrante III Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

73 63 Papilífero Infiltrante III Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

74 75 Ductal Infiltrante III Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

75 41 Ductal Infiltrante II Hipometilado Hipometilado Hipometilado NÃO 

76 60 
Micropapilífero 

Infiltrante 
II Hipometilado Hipometilado Hipometilado SIM 

 
hMLH1: perfil de metilação na região promotora do gene de reparo hMLH1; TP53: perfil de 

metilação na região promotora do gene supressor de tumor TP53; CHD5: perfil de metilação 

na região promotora do gene supressor de tumor CHD5; LOH: perda de heterozigose no STR 

D3S1611; GE: graduação histológica de Elston; Idade: idade do paciente quando do 

diagnóstico da doença. 

O quadro 7 apresenta a correlação entre as características clínico-histopatológicas das 

amostras e os resultados obtidos na análise do perfil de metilação na região promotora dos 

genes hMLH1 e CHD5. 
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Sim Não Sim Não Sim Não

Idade

< 44 12 20,0% 1 11 p = 0,432 1 11 p = 0,671 1 11 p = 1,00

> 45 48 80,0% 12 36 8 40 4 44

NI 0 0,0%

GE

I 15 25,0% 1 14 p = 0,384 3 12 p = 0,518 0 15 p = 0,043

II 22 36,7% 6 16 2 20 2 20

III 13 21,7% 4 9 1 12 3 10

NI 10 16,6%

T

is 3 5,0% 1 2 p = 0,223 1 2 p = 0,900 0 3 p = 0,841

1 26 43,3% 4 22 5 21 2 24

2 28 46,7% 7 21 3 25 3 25

3 2 3,3% 1 1 0 2 0 2

NI 1 1,7%

N

0 30 50,0% 6 24 p=0,972 3 27 p = 0,224 2 28 p = 0,152

1 18 30,0% 5 13 3 15 0 18

2 8 13,3% 1 7 3 5 3 5

3 2 3,3% 0 2 0 2 0 2

NI 1 1,7%

RE

- 16 28,3% 5 11 p = 0,281 1 15 p = 0,423 2 14 p = 0,609

+ 42 68,3% 7 35 7 35 3 39

NI 2 3,3%

RP

- 31 50,0% 7 24 p = 0,749 4 27 p = 1,00 3 28 p = 1,00

+ 27 46,7% 5 22 4 23 2 25

NI 2 3,3%

p53

- 41 68,3% 9 32 p = 1,00 6 35 p = 1,00 2 39 p = 0,144

+ 17 28,3% 3 14 2 15 3 14

NI 2 3,3%

Hipermetilação CHD5 LOH
Característica n

Hipermetilação hMLH1
%

Quadro 7: Correlação entre as características clínico-histopatológicas das amostras de 

carcinoma mamário e os resultados obtidos na análise do perfil de metilação nas 

regiões promotoras dos genes hMLH1 e CHD5 e da freqüência de instabilidades 

no STR D3S1611.  

 

 



64  

N: número de amostras; f: frequencia; Idade: idade do diagnóstico em anos; GE: 

graduação histológica de Elston; T: tamanho do tumor; N: presença de linfonodos; RE: 

imunohistoquímica para receptor de estrogênio; RP: imunohistoquímica para receptor de 

progesterona; p53: imunohistoquímica para proteína p53; LOH: perda de heterozigose no 

locus D3S1611; NI: número de amostras não informativas. 

Dentre as análises realizadas, podemos destacar a correlação entre a perda de 

heterozigose e a graduação histológica de Elston, indicando que a LOH ocorre 

preferencialmente em tumores mais avançados (p = 0,04). Na análise do perfil de metilação 

na região promotora do gene de reparo hMLH1 observamos que 12 das 13 amostras que 

apresentaram perfil de hipermetilação apresentaram idade de diagnóstico igual ou superior a 

45 anos, mas este fato não se mostrou estatisticamente significativo (p = 0,432). 



65  

4 DISCUSSÃO 

 

Tendo em vista que o câncer de mama é um problema de saúde pública no Brasil e no 

mundo, realizamos um estudo com a finalidade de ajudar a esclarecer um dos vários 

mecanismos moleculares que ainda permanecem obscuros no desenvolvimento da doença. 

Segunda estimativas do INCA, o número de casos novos de câncer de mama esperados 

para o Brasil em 2010 será de 49.240, com um risco estimado de 49 casos a cada 100 mil 

mulheres. Na Região Sudeste, o câncer de mama é o mais incidente entre as mulheres, com 

um risco estimado de 65 casos novos por 100 mil. Um dos fatores que aumentam a 

mortalidade desta doença no Brasil é o fato de seu diagnóstico ser tardio na maioria dos casos, 

devido a falta de informação do paciente acerca da doença e auto-exames ou por falta de 

acesso a redes de saúde com qualidade. A cada ano, estima-se que 22% das formações 

tumorais entre as mulheres no mundo seja de tumores mamários. 

Com os avanços nas técnicas de biologia molecular, novas análises puderam ser 

desenvolvidas na tentativa de desvendar quais fatores estão impedindo a atuação correta dos 

genes supressores tumorais e de reparo do DNA. No passado, a idéia central era de que as 

mutações seriam os únicos responsáveis pela inativação destes genes de controle, mas com as 

análises epigenéticas essa idéia mudou. 

As alterações epigenéticas mostraram-se extremamente importantes no controle da 

transcrição gênica, exercendo sua função sobre genes chaves nas vias de sinalização celular e 

transcrição gênica (Esteller, 2003). Dentre os mecanismos epigenéticos, podemos destacar a 

importância da metilação do DNA, que consiste da adição do radical metil à citosinas em 

regiões do genoma denominadas ilhas CpG. A perda global desta metilação do DNA pode 

desencadear o fenômeno denominado instabilidade genômica e a presença de hipermetilação 

na região promotora dos genes impede a transcrição do gene em questão. Assim, se ocorrer 

hipermetilação na região promotora de um gene supressor de tumor, este gene não será 

transcrito e a célula poderá se transformar em uma célula cancerosa (Esteller, 2000). 

Perfil de metilação da região promotora do gene supressor de tumor TP53 

 

Por se tratar de um gene extremamente importante no controle celular e por apresentar 

mutação em aproximadamente 50% dos tumores, os estudos acerca da inibição da atividade 

correta da proteína p53 visam buscar outras alterações a nível molecular, como o perfil de 

metilação de sua região promotora para tentar descobrir a razão pela qual a proteína não está 



66  

exercendo sua atividade corretamente. A região promotora do gene TP53 não apresenta um 

significante conjunto de ilhas CpG, fato necessário para se correlacionar a hipermetilação do 

promotor com a inibição da transcrição do gene por metilação. Porém, Hurt e colaboradores 

(2006) apresentaram um trabalho mostrando que esta região pode estar hipermetilada em 

diversos tipos de câncer e classificando a hipermetilação do promotor do gene supressor de 

tumor TP53 como importante inibidor da expressão do gene em algumas neoplasias, como 

leucemia linfoblástica (Agirre et al, 2003), glioma, metástases de tumores cerebrais e tumores 

sólidos (Amatya et al, 2005). 

Nossos resultados mostram ausência de hipermetilação na região promotora do gene 

supressor de tumor TP53 em amostras de carcinoma mamário esporádicos de mulheres 

brasileiras. Radpour e colaboradores (2010) encontraram baixos níveis de metilação na região 

promotora do gene TP53. Mas, apesar desta baixa frequencia, a presença de hipermetilação 

foi correlacionada com o encurtamento de telômeros nas células cancerígenas. Este fato 

sugere que mesmo sendo baixa a frequência de citosinas metiladas na região promotora do 

gene TP53, ela é suficiente para acarretar disfunções relacionadas a perda ou a redução da 

expressão de p53. Diferentemente de Radpour (2010), que estudou mais detalhadamente a 

região com utilização de espectrômetro de massa MALDI-TOF-MS e conseguiu analisar 

vários pequenos fragmentos de DNA, nós analisamos um fragmento único através da técnica 

MSP-PCR, sendo esta uma técnica menos informativa para o estudo desta região. Mas, apesar 

disto, nossos dados corroboram a maioria dos estudos sobre o perfil de metilação na região 

promotora do gene TP53, que utilizaram a mesma técnica, como o publicado por Almeida em 

2009 e Nayak em 1999. 

Almeida e colaboradores (2009) mostraram que dentre as 90 amostras estudadas de 

tumores cerebrais extra-axiais do Hospital de Câncer de Barretos, foi observada uma 

frequencia de hipermetilação na região promotora do gene supressor de tumor TP53 em 

37,5% de meningiomas, 30% de schwanomas e 52,6% de tumores metastáticos. Neste 

trabalho os autores sugerem que a hipermetilação desta região seja importante para a 

progressão tumoral e metástase de tumores cerebrais. 

Nayak e colaboradores (1999) em um dos primeiros trabalhos correlacionando 

metilação do promotor do gene TP53 e câncer de mama, identificaram o perfil de 

hipometilação. Entretanto, Kang e colaboradores (2001) realizaram um trabalho na tentativa 

de verificar a importância do perfil de metilação na região promotora do gene TP53 na 

progressão de um carcinoma ductal in situ para a forma invasiva. Foram analisadas 26 

amostras de carcinoma mamário e observou-se que 11,5% dos casos apresentavam 
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hipermetilação da região promotora. Além disso, todas as amostras que apresentavam 

hipermetilação não apresentaram mutações em sua sequência codificadora. Os autores 

concluíram que não foi possível correlacionar o perfil de metilação do promotor do gene 

TP53 com a progressão tumoral, mas que a hipermetilação da região promotora do gene TP53 

é uma via alternativa para a carcinogênese quando não há presença de mutação no gene. 

A análise de mutações no gene TP53 nas amostras utilizadas neste trabalho está sendo 

realizada no LBMT / DGen / UERJ por Cláudia Levy. Em seu trabalho, Cláudia Levy tem 

observado a ocorrência de mutações em 20% das amostras analisadas. Este fato nos faz pensar 

nas prováveis vias de inativação gênica que estão impedindo a atuação correta da proteína 

p53. Uma vez que somente 20% das amostras apresentam mutação e nenhuma apresentou 

hipermetilação na região promotora, outras vias de regulação estão atuando, possivelmente, 

impedindo sua atividade, como por exemplo atuação de microRNAs (Takwi e Li, 2009), 

supressão de proteínas como p21 e p19 (Radpour et al, 2010) e superexpressão de MDM2 

(Moll e Petrenko, 2003). 

 

Perfil de metilação da região promotora do gene de reparo hMLH1 e a frequencia de 

instabilidade do microssatélite D3S1611 

 

Alterações no gene de reparo hMLH1 tem sido estudadas desde o início da década de 

1990, quando foi descoberto que este gene estaria mutado em linhagens celulares de câncer 

colo-retal (Branch et al, 1995). Em 1997, Kane e colaboradores mostraram que o gene 

hMLH1 pode perder a atividade de transcrição quando sua região promotora estiver 

hipermetilada. No trabalho foram utilizadas 66 amostras de adenocarcinomas esporádicos de 

tumores colo-retais e foi observado que 3 das 66 amostras não expressavam hMLH1. As 3 

amostras não apresentavam mutação na sequência gênica, porém, apresentavam 

hipermetilação na região promotora. 

Nosso trabalho é o primeiro a ser realizado no Brasil correlacionando o perfil de 

metilação do gene de reparo hMLH1 e carcinomas mamários. Existia uma lacuna entre o 

estudo desta alteração epigenética no gene hMLH1 e o câncer de mama na população 

brasileira, uma vez que muitos trabalhos indicam que este gene é importante na supressão 

tumoral. A frequência de 21,6% de hipermetilação na região promotora do gene de reparo 

hMLH1 em amostras de carcinoma mamário de mulheres brasileiras que encontramos está de 

acordo do que é observado na literatura. A frequencia de hipermetilação desta região em 

amostras de câncer de mama pode variar de 8 a 43,5% segundo Naqvi (2008).  
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Um dado importante a ressaltar em nosso trabalho é que dentre as 13 amostras que 

apresentaram hipermetilação no promotor do hMLH1, somente 1 apresentou idade de 

diagnóstico inferior a 45 anos, mas o dado não foi estatísticamente significativo. 

Provavelmente isto se deve ao pequeno tamanho do conjunto de amostras e provavelmente 

alguma correlação significativa aconteceria se o número de amostras aumentasse. 

Na análise de instabilidade do microssatélite no STR D3S1611, 5 amostras 

apresentaram LOH, representando uma frequência de 13,1%. Todas as amostras que 

apresentaram LOH também apresentaram graduação de Elston igual a II ou III, havendo 

correlação entre a presença de LOH e graduação histologia elevada (p = 0,04). Nenhuma 

amostra que apresentou LOH no STR D3S1611 apresentou também perfil de hipermetilação 

no promotor do gene hMLH1. Estes dados sugerem que a hipermetilação no promotor do gene 

hMLH1 não está influenciando a presença de instabilidade no microssatélite D3S1611 nas 

amostras de carcinoma mamário analisadas. 

Geng e colaboradores (2009) observaram o perfil de metilação no gene hMLH1 e de 

instabilidade em STR em amostras de câncer de pulmão de pequenas células na população 

chinesa. Em seu trabalho, Geng concluiu que a inativação do gene por hipermetilação da 

região promotora combinada com a presença de LOH no STR D3S1612 seriam as 

responsáveis pela inativação da proteína hMLH1 nas amostras estudadas, caracterizando este 

fato como uma etapa importante no desenvolvimento de câncer de pulmão de pequenas 

células na população chinesa. Uma característica do trabalho a ressaltar, é a utilização do STR 

D3S1612 que é bem próximo ao utilizado em nosso trabalho. 

Em adição ao trabalho de Geng (2009), Leal Rojas e colaboradores (2009) 

desenvolveram um trabalho analisando o perfil de metilação em amostras de tumores 

ginecológicos. No trabalho, foram analisadas amostras de tumores de ovário, endométrio, 

cérvix uterino e de mama. Os resultados apresentados mostram que 79% das amostras 

apresentaram hipermetilação no promotor do gene hMLH1 e de outros genes como p16 e 

CDH1. Assim, Leal Rojas e colaboradores puderam concluir que a hipermetilação da região 

promotora dos genes estudados em seu trabalho são um importante evento na carcinogênese 

de tumores ginecológicos e que o padrão de metilação está associado a natureza do tumor. Em 

outro estudo, Roa e colaboradores (2004) analisaram o perfil de metilação da região 

promotora do gene hMLH1 em amostras de carcinoma mamário de mulheres chilenas. Seus 

resultados mostraram que 11,4% das amostras apresentavam hipermetilação no promotor do 

gene hMLH1 e que a hipermetilação desta região está associada a um grupo étnico, os não- 

mapuche. Na conclusão do trabalho, os autores afirmam que alterações no padrão de 
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metilação do gene hMLH1 podem ser consideradas como fator prognóstico, sendo esta análise 

uma importante ferramenta na procura de critérios para executar decisões clínicas e 

terapêuticas. 

Karray-Chouayekh e colaboradores (2009) realizaram a análise do perfil de metilação 

da região promotora dos genes hMLH1 e BRCA1 em amostras de biópsia de mulheres 

tunisianas que apresentavam câncer de mama invasivo. Das 78 amostras analisadas, 44,8% 

apresentaram hipermetilação no promotor do gene BRCA1 e 21,7% no promotor do gene 

hMLH1. A hipermetilação no promotor do gene BRCA1 foi correlacionada com a idade do 

paciente e com sobrevivência maior do que 5 anos após o tratamento. Os autores sugerem que 

a análise do promotor do gene hMLH1 possa ser utilizada como marcador de estágio do 

tumor. 

Ozer e colaboradores (2002) investigaram a presença de instabilidade em 

microssatélite em 16 amostras de tumores de mama em mulheres com menos de 35 anos. No 

trabalho foram analisados 5 loci STRs, D2S123, D3S1611, D17S807, D17S796 e Wq11-12, 

por comparação de produtos de amplificação de PCR entre as amostras normais e tumorais. 

Nenhuma instabilidade foi encontrada. Os autores concluem o trabalho com a hipótese de que 

a presença de instabilidade em microssatélite é algo incomum em tumores em estágios 

iniciais. Em outro trabalho, Chagpar e colaboradores (2004) buscaram a correlação entre a 

presença de instabilidade em microssatélites com as características clínico-histopatológicas 

dos pacientes. No trabalho foram analisados 100 pares de amostras normal e tumoral de 

mulheres canadenses com carcinoma mamário com graduação de Elston I e II em sete loci 

STR, sendo eles hMLH1 (3p22, D3S1611), hMSH2 (2p16, D2S123), NM23-H1 (17q21), 

TP53-Dint (17p13), TP53-Penta (17p13), APC (5q21, D5S346), and HPC1 (1q24, D1S2883). 

Os resultados do trabalho mostraram a existência de correlação entre a presença de 

instabilidades em microssatélites e metástase. Com a análise destes dois trabalhos podemos 

considerar que a presença de instabilidade em microssatélites seja um fator importante para a 

transição de tumor de mama in situ para invasivo. Em 2008, Plisiecka-Hałasa e colaboradores 

observaram que 38,5% das amostras de câncer de ovário estudadas em seu trabalho 

apresentavam instabilidade no STR D3S1611, indicando que este microssatélite apresentava 

alguma relação com a formação de tumores de ovário. Por se tratarem de órgãos relacionado 

aos ciclos menstruais, a correlação entre a análise de instabilidades no STR D3S1611 em 

tumores de ovário e de mama é importante para analisar como este locus se comporta nos 

tumores ginecológicos. Tanto em nosso trabalho quanto no trabalho publicado por Plisiecka- 

Hałasa e colaboradores (2009) pode-se observar a presença de instabilidade neste STR, 
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indicando que a análise de instabilidades no locus D3S1611 pode ser utilizada como 

ferramenta de diagnóstico em tumores em orgãos reprodutores femininos. 

 

Perfil de metilação na região promotora do gene supressor de tumor CHD5 

 

O braço curto do cromossomo 1 se apresenta muito instável em diversas formações 

tumorais e, devido a isto, a análise de seus genes se mostraram importantes na busca de algum 

gene relacionado a supressão tumoral. Assim, muitos trabalhos foram realizados na região 

cromossômica 1p36, em diversos tipos de tumores humanos, incluindo tumores de origem 

epitelial, neural e hematopoiético (Bagchi et al, 2008). 

Nossa análise é um dos primeiros trabalhos correlacionando o perfil de metilação na 

região promotora do gene CHD5 com câncer de mama. Até o presente momento, não foram 

encontradas publicações correlacionando o perfil de metilação na região promotora do gene 

CHD5 e tumores de mama esporádicos, sendo este trabalho um dos primeiros realizados nesta 

busca na América Latina. Nossos resultados mostram que das 60 amostras analisadas, 9 

apresentaram hipermetilação, representando frequencia igual a 15%. Não foi observada 

correlação entre a presença de hipermetilação no promotor do gene CHD5 e as características 

clínico-histopatológicas das amostras. 

Em trabalho publicado em 2008, Okawa e colaboradores descrevem o gene CHD5 

como o mais promissor gene supressor tumoral localizado no braço curto do cromossomo 1. 

Para caracterizar este gene como verdaderio supressor de tumor, Fujita e colaboradores (2008) 

analisaram o perfil de metilação na região promotora do gene CHD5 assim como a expressão 

da proteína em linhagens celulares de neuroblastoma e em 99 amostras de biopsia tumorais do 

mesmo tipo tumoral. A expressão de CHD5 foi reduzida nas linhagens celulares e a região 

promotora apresentou alto perfil de hipermetilação, indicando que a inativação deste gene 

talvez seja um dos fatores responsáveis pelo desenvolvimento de neuroblastomas. Os autores, 

por fim, concluem que a expressão de CHD5 foi altamente associada com a sobrevivência dos 

pacientes e que esta expressão pode ser inibida por hipermetilação em seu promotor. 

Outros autores realizaram pesquisas visando verificar os níveis de expressão de CHD5 

em outras formações tumorais. Mokarram e colaboradores (2009) analisaram a influencia da 

metilação gene específica em amostras de câncer colo-retal de pacientes iranianos e afro- 

americanos e, dentre os genes estudados, estava o CHD5. A frequencia de hipermetilação no 

promotor do gene CHD5 foi diferente entre as populações. Foi observado que 47% das 

amostras de tumor de pacientes iranianos estavam metiladas, enquanto que a frequencia de 
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metilação nas amostras de tumor de afro-americanos foi de 78% (p = 0,002). Nenhuma 

relação significativa entre as características clínico-histopatológicas dos tumores e a 

frequência de metilação foi observada. Wang e colaboradores (2009) desenvolveram um 

trabalho analisando a influencia da expressão de CHD5 em linhagens celulares de tumores 

gástricos, assim como o perfil de metilação do promotor do gene em amostras tumorais. Os 

autores observaram que todas as sete linhagens celulares analisadas apresentaram 

hipermetilação no promotor do gene CHD5 e 11 das 15 amostras de tumor analisadas também 

apresentaram a mesma característica, não sendo detectável hipermetilação deste gene em 

tecido normal. Assim, os autores concluíram que o CHD5 atua como um supressor de tumor e 

que ele é epigeneticamente silenciado em tumores gástricos. 

Em 2008, Gorringe e colaboradores desenvolveram um trabalho que analisou a 

expressão de CHD5 em câncer de ovário. Foi observada hipermetilação na região promotora 

do gene CHD5 em três das seis linhagens celulares estudadas, com 805 das ilhas CpG 

metiladas. Quando analisaram amostras de tumor primário de ovário, a frequência de 

metilação foi menor, sendo de 14,5% dos casos. Assim, os autores propõem que a 

hipermetilação da região promotora do gene CHD5 está relacionada com a transição de tumor 

primário para uma forma mais agressiva devido a frequência de hipermetilação estar maior 

em linhagens celulares do que em amostras de tumores primários. 

Somente um trabalho, até então, correlacionava a hipermetilação da região promotora 

do CHD5 e câncer de mama. Neste trabalho, foram analisadas linhagens celulares e amostras 

de tumores primários de mama. Desenvolvido por Mulero-Navarro e Esteller (2008), os 

resultados mostram que das 4 linhagens celulares de mama estudadas (MCF7, MDA468, 

MDA-MB231, BT549) somente uma, a MDA231, apresentou hipermetilação no promotor do 

gene CHD5. A expressão de CHD5 foi altamente prejudicada na linhagem celular MDA231. 

O trabalho também nos mostra que dentre as 20 amostras de carcinomas mamários analisadas, 

2 apresentaram hipermetilação no promotor do gene CHD5, resultando em uma frequencia de 

10% de amostras de carcinoma mamário hipermetiladas para este gene. Assim, Mulero- 

Navarro e Esteller mostraram que em tumores mamários também existe perda de expressão de 

CHD5 em decorrência de hipermetilação em sua região promotora. 

Assim, na continuidade deste trabalho, esperamos aumentar o número de amostras 

estudadas e relacionar os níveis de expressão dos genes estudados com o perfil de metilação 

encontrados em suas regiões promotoras. Também pretendemos estudar com mais detalhes a 

expressão e atuação do gene CHD5 no câncer de mama esporádico. 



72  

CONCLUSÕES 

 

- A região promotora do gene supressor de tumor TP53 não apresentou perfil de 

hipermetilação nas amostras analisadas, indicando que outras vias possivelmente estariam 

interferindo na ação da proteína; 

- O gene de reparo hMLH1 apresentou perfil de hipermetilação em sua região 

promotora em 21,6% das amostras analisadas, o que indica que a transcrição desta proteína 

pode ser modulada por alteração no perfil de metilação de sua região promotora em parte dos 

carcinomas de mama esporádicos; 

- A presença de LOH no microssatélite D3S1611 foi correlacionada (p = 0,04) com 

amostras apresentando graduação histológica elevada (Grau de Elston II e III), indicando que 

a análise de instabilidade neste STR seja um importante fator para verificação da evolução do 

tumor de mama; 

- Foi observado que 15% das amostras apresentaram perfil de hipermetilação na região 

promotora do gene CHD5 dentre as 60 analisadas. Novos estudos sobre a importância deste 

gene na supressão tumoral em câncer de mama devem ser realizados. 
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