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RESUMO 
 

 
A proteína Lamelipodina (Lpd), codificada pelo gene RAPH1, funciona como 
adaptadora de sinais para modular a montagem do citoesqueleto de actina, 
através de sua ligação às proteínas Ena/VASP, e atua na protrusão 
lamelipodial e motilidade celular. A região a qual pertence o gene RAPH1 
(2q33) já foi descrita como deletada em diversos tipos de cânceres e a 
expressão do gene já se mostrou alterada em cânceres quando comparada a 
tecidos normais. Optou-se neste trabalho por investigar alterações estruturais 
(amplificações e deleções) do gene RAPH1 em amostras de carcinoma 
mamário, a fim de determinar sua possível relação com os processos de 
tumorigênese e metástase. Foram utilizadas amostras de tumor para 52 
pacientes nas quais o sangue periférico foi utilizado como controle. As 
alterações do gene RAPH1 foram determinadas a partir da quantificação 
relativa e do método da curva padrão, por meio da técnica PCR em Tempo 
Real. O gene RAPH1 se mostrou alterado em todas as amostras analisadas, 
sendo em sua maioria alterações do tipo deleção (63,5%) e nas demais 
amostras o gene se mostrou amplificado (36,5%). Foram realizadas análises de 
regressão e correlação entre as amplificações e deleções do gene RAPH1 e 
dados clínico-histopatológicos das pacientes a fim de determinar alguma 
relação causal entre as variáveis, no entanto os valores obtidos não se 
mostraram significativos para nenhuma das características. A partir dos 
resultados foi possível concluir que as alterações estruturais do gene RAPH1 
não influenciam diretamente o processo de tumorigênese em carcinomas 
mamários e que as amplificações e deleções encontradas também não são 
responsáveis por aumentar ou diminuir a motilidade celular e por consequência 
a incidência de metástase nos linfonodos, em pacientes com câncer de mama. 
Foram encontradas correlações positivas para as alterações estruturais do 
gene RAPH1 e o gene das colinesterases (ACHE e BCHE), no entanto esta 
relação não pôde ser considerada uma influência direta para o 
desenvolvimento e/ou progressão de tumores de mama, uma vez que as 
alterações estruturais dos genes em separado já não possuem contribuição 
efetiva. 

 
 
 

Palavras-chave: Lamelipodina. RAPH1.Amplificação e deleção gênica. Câncer 
de mama. PCR em Tempo Real. 
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ABSTRACT 
 

 
The Lamellipodin protein (Lpd), encoded by the RAPH1 gene, functions as 
signal adapter to modulate the assembly of actin cytoskeleton through its 
binding to the Ena/VASP proteins, and works in lamelipodial protrusion and 
cellular motility. The region which the RAPH1 gene belongs (2q33) has been 
described as deleted in various cancer types and the gene expression changes 
in cancers when compared to normal tissues. This work chose by investigate 
structural alterations (amplifications and deletions) in the RAPH1 gene on 
mammary carcinoma samples in order to determine its possible relationship 
with the processes of tumorigenesis and metastasis. Tumor samples were used 
for 52 patients in which the peripheral blood was used as a control. The 
changes of the RAPH1 gene were determined from the relative quantification 
and standard curve method, through Real Time PCR technique. The RAPH1 
gene proved to be changed in all samples analysed, being mostly changes 
deletions (63.5%) and in other samples the gene showed amplified (36.5%). 
Regression and correlation analyses were conducted between gene 
amplifications and deletions of the RAPH1 gene and clinico-histopathological 
data from patients in order to determine any causal relationship between the 
variables, however the values obtained were not significant to none of the 
features. Based on the results was possible to conclude that the structural 
changes of the RAPH1 gene do not influence directly the process of 
tumorigenesis in breast carcinomas. Besides that the amplifications and 
deletions found are not also responsible for increase or decrease cellular 
motility and consequently the incidence of lymphnode metastasis in patients 
with breast cancer either. Positive correlations were found for structural 
changes between the RAPH1 gene and the cholinesterases genes (ACHE and 
BCHE), however this relationship could not be considered a direct influence to 
development and/or progression of breast tumors, since the structural changes 
of separate genes already do not have effective contribution. 
 
 
 
 
 
Key-words: Lamellipodin. RAPH1.Genic amplification and deletion. Breast 
Cancer. Real Time PCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
O câncer se desenvolve devido a falhas nos mecanismos responsáveis por controlar 

a proliferação e crescimento normal das células, que se dividem de maneira rápida e 

descontrolada gerando massas de células anormais, chamadas tumores (NUSSBAUM et 

al., 2001). A transformação de células normais em células tumorais envolve um conjunto 

de alterações genéticas e/ ou epigenéticas em genes importantes no controle celular, 

denominados de proto-oncogenes e genes supressores de tumor. Além das alterações 

genéticas, influências ambientais também são determinantes no desenvolvimento do 

câncer (HUNT et al., 2001; KVITKO, 2003). 

O câncer de mama é uma doença na qual células epiteliais e estromais do tecido 

mamário sofrem alterações moleculares e histopatológicas que determinam sua 

malignidade (VARGO-GOGOLA e ROSEN, 2007). Com estimados 1.152.161 novos casos 

por ano, o câncer de mama feminino é o segundo câncer mais comum no mundo e o mais 

comum entre as mulheres, responsável por cerca de 400 mil mortes anuais (KAMANGAR 

et al., 2006). 

O objetivo de muitos estudos sobre o câncer de mama é a identificação de genes 

que estejam relacionados à progressão de células normais a malignas, e que tal 

informação possa servir de base para o desenvolvimento de novas estratégias de 

diagnóstico, prognóstico e terapêutica mais eficientes (TLSTY et al., 2004).  

O gene RAPH1 (Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology domains 

1) humano consiste de 17 exons e está localizado no braço longo do cromossomo 2, 

região 3, banda 3 (2q33). Diversas possibilidades de processamentos alternativos já foram 

descritos para o mRNA do gene, os quais resultam em transcritos que codificam uma 

proteína com maior ou menor número de aminoácidos (EPPERT et al., 2005).  

A proteína Lamelipodina humana (Lpd), codificada pelo gene RAPH1, pertence à 

família de proteínas MRL. Esta família é característica por possuir os domínios PH 

(pleckstrin homology), RA (Ras-association) além de um polipeptídio rico em prolina na 

região C–terminal. Estes domínios são sítios de ligação que estão associados à membrana 

celular, à sinalização, e às proteínas Ena/VASP, respectivamente. A proteína Lpd funciona 

como adaptadora de sinais para modular a montagem do citoesqueleto de actina através 

das proteínas Ena/VASP (LAFUENTE et al., 2004; KRAUSE et al., 2004), relacionadas 

com a protrusão lamelipodial e a motilidade celular. 
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A região onde está localizado o gene RAPH1 (2q33) está deletada em diversos tipos 

de cânceres, além de alguns trabalhos terem sugerido que ele possa ser expresso de 

maneira diferente em tecidos tumorais quando comparado a tecidos normais (DAHL et al., 

2005; EPPERT et al., 2005). Dessa maneira, o gene RAPH1 pode desempenhar um 

importante papel na origem e/ou progressão do câncer de mama assim como nos demais 

tipos de câncer, e seu estudo pode levar a descrição de um novo alvo molecular para a 

intervenção terapêutica e desenvolvimento de novos tratamentos (LYULCHEVA et al., 

2008) principalmente nas vias que acarretam em aumento da motilidade celular e 

metástase. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

2.1  GENE RAPH1 

 
O gene humano RAPH1 (Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology 

domains 1) foi identificado por Nagase e colaboradores em 2000 como localizado no braço 

longo do cromossomo 2 (NAGASE et al., 2000) e denominado de KIAA1681. 

EPPERT et al. (2005), ao investigarem a expressão de uma série de genes em 

amostras de osteossarcomas, identificaram o gene RMO1 (reduced expression in 

metastatic osteossarcoma) incluindo suas nove formas alternativas (Figura 1A). O gene 

RMO1 foi localizado na posição 2q33, e uma de suas formas alternativas foi denominada 

de RMO1-RAPH1 e posteriormente de RAPH1 (DAHL et al., 2005). 

O gene RAPH1 consiste de 17 exons (Figura 1B). Existem duas regiões de 

processamento alternativo (exons 5 e 6) localizadas no interior do gene. O transcrito do 

exon 15 possui uma região que pode se ligar tanto com o transcrito do exon 16, quanto 

com o do 17. Todas as possibilidades de processamentos descritas podem resultar em 

transcritos alternativos do gene resultando em uma proteína com maior ou menor número 

de aminoácidos (Figura 1A) (EPPERT et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

FIGURA 1 – A) FORMAS ALTERNATIVAS DO TRANSCRITO DO GENE RMO1, ENTRE ELAS A FORMA 

RAPH1.  B) ESTRUTURA DO GENE RAPH1. FONTE: ADAPTADO DE EPPERT et al., (2005). LEGENDA: A 

região hachurada não é traduzida. Os transcritos dos exons 5 e 6 podem sofrer processamento alternativo. O 

transcrito do exon 15 contém uma região críptica de processamento alternativo que quando utilizada pode se 

ligar ao transcrito do exon 16 ou 17.  
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 Também foi verificado por EPPERT et al. (2005) a existência de homologia entre a 

sequência do gene RMO1 (RAPH1) e as sequências dos genes que codificam as proteínas 

humanas Grb7, Grb10 e Gb14 (29% a 35% de identidade), e MIG10, encontrada em C. 

elegans (42% de identidade) (Figura 2) estando tanto as proteínas Grb (7,10 e 14) quanto 

MIG-10 envolvidas na proliferação e migração celular (MANSER et al., 1990; MANSER et 

al., 1997;  DALY, 1998; HAN et al., 1999; HAN et al., 2000; HAN et al., 2001; HAN et al., 

2002; JAHN et al., 2002). 

 

 

 

FIGURA 2– SEQÜÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DE RMO1. FONTE: EPPERT et al., (2005). LEGENDA: 

Sequência completa codificadora de RMO1 alinhada com Grb7, 10, 14 e MIG10. As setas denotam as 

regiões de processamento alternativo de RMO1. O domínio RA e o domínio PH de RMO1 estão nas caixas 

(aa321–405 e aa449 –555, respectivamente) e a região rica em prolina e o domínio SH2 das proteínas GRB 

estão sublinhados. A região destacada em preto representa aminoácidos com a mesma identidade e a região 

em cinza aminoácidos similares (THOMPSON et al., 2006). 
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2.2 PROTEÍNA LAMELIPODINA HUMANA 

 

2.2.1  Domínios estruturais 

 
A proteína Lamelipodina humana (Lpd), codificada pelo gene RAPH1, possui 1250 

aminoácidos e juntamente com as proteínas RIAM e MIG-10 (encontrada em C. elegans), 

relacionadas evolutivamente (Figura 3A), são parte da família de proteínas MRL (MIG-10, 

RIAM e Lamelipodina). Esta nova família proposta por KRAUSE et al. (2004) é 

característica por possuir os domínios PH (pleckstrin homology), RA (Ras-association) 

além de um polipeptídio rico em prolina na região C–terminal (Figura 3B). Estes domínios 

são sítios de ligação que estão associados à membrana celular, à sinalização, e às 

proteínas Ena/VASP, respectivamente. As proteínas MRL funcionam como adaptadores de 

sinais para modular a montagem do citoesqueleto de actina através das proteínas 

Ena/VASP (LAFUENTE et al., 2004; KRAUSE et al., 2004), intimamente relacionadas com 

a protrusão lamelipodial e a motilidade celular. 

 

 

 

FIGURA 3 – A) ÁRVORE FILOGENÉTICA DA RELAÇÃO EVOLUTIVA DA LAMELIPODINA COM AS 

PROTEÍNAS RIAM E MIG-10. FONTE: CHANG et al., (2006). LEGENDA: A) A distância horizontal 

representa o grau de divergência e a barra de escala no canto inferior 10% de eventos de substituição. B) 

Representação esquemática dos domínios das proteínas Lamelipodina, RIAM e MIG-10. N representa a 

região amino-terminal; RA – domínio Ras association; PH – domínio Pleckstrin Homology; Proline, domínio 

rico em prolina; FP4, motivos que contêm FPPPP para ligação aos domínios EVH1 nas Ena/VASP.  
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As proteínas Ena/VASP (em mamíferos Mena - mammalian enabled, VASP - 

vasodilator stimulated phosphoprotein e EVL - Ena VASP like) são definidas 

estruturalmente por um domínio rico em prolina (o qual é importante para interações com a 

proteína ligadora de actina, Profilina) flanqueado pelos domínios amino-terminal EVH1 e 

carboxi-terminal EVH2 (Ena/VASP homology 1 e 2). O domínio EVH1 reconhece 

sequências (D/E) FPPPP-X (D/E)(D/E) e o EVH2 é responsável por mediar a 

tetramerização das Ena/VASP através de um motivo coiled-coil e se ligar tanto a actina G 

quanto à actina F (KRAUSE et al., 2003).  

À partir de buscas em bancos de dados de possíveis proteínas ligadoras do domínio 

EVH1 das proteínas Ena/VASP, KRAUSE et al. (2004) identificaram o cDNA de KIAA1681 

(NAGASE et al., 2000) como possuidor da sequência rica em prolina e seu sítio de ligação 

(FPPPP-X) e nomearam a proteína de Lamelipodina (Lpd) por estar localizada nas pontas 

dos lamelipódios e filopódios juntamente com as proteínas Ena/VASP. 

Os seis domínios de ligação à EVH1 (separados em quatro grupos) de Ena/VASP 

da Lpd estão localizados na extremidade C terminal, rica em prolina, juntamente com oito 

potenciais sítios de ligação aos domínios SH3, e três potenciais sítios de ligação à proteína 

Profilina (Figura 4). O domínio PH da Lpd se liga especificamente ao sinalizador celular 

PI(3,4)P2, produto da cinase PI3K (KRAUSE et al., 2004). Apesar de PI(3,4)P2 ter seus 

níveis regulados por sinais extracelulares e sua distribuição ser preferencial à membrana 

plasmática e nuclear, o seu papel específico na motilidade celular ainda é incerto (LEGG e 

MACHESKY, 2004). 

Os domínios RA são conhecidos por terem diferentes especificidades para GTPases 

(VICIANA et al., 2004) e ainda não se sabe ao certo qual GTPase está fisiologicamente 

associada com a Lpd e como esta ligação afeta suas atividades celulares (LEGG e 

MACHESKY, 2004). 
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FIGURA 4 – SEQÜÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DA PROTEÍNA LAMELIPODINA. FONTE: KRAUSE 

et al., (2004). LEGENDA: O domínio RA (sublinhado), o domínio PH (negrito), os oito sítios de ligação 

a SH3 (negrito e itálico), os três sítios de ligação à Profilina (nas caixas) e os quatro grupos contendo 

seis sítios de ligação à EVH1 das Ena/VASP (negrito e sublinhado) são mostrados.  
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2.2.2 Funções e interações 

 

A locomoção celular resulta da coordenação dos movimentos gerados por diferentes 

partes de uma célula. A migração é iniciada pela formação de uma grande e larga 

protrusão de membrana celular na direção do movimento, com a principal característica 

sendo a polimerização da proteína actina que se interconecta para a formação de 

filamentos e redes em uma direção de protrusão, denominada lamelipódio. Em alguns 

casos, projeções delgadas da membrana em formato de dedos, chamadas de filopódios, 

também são estendidas da margem de direção (LODISH et al., 2005). 

A migração celular direcionada é essencial para o desenvolvimento e a fisiologia dos 

organismos, além de estar diretamente envolvida em certas patologias. Processos como 

quimiotaxia de linfócitos, direcionamento de axônios, angiogênese e metástase de células 

tumorais requerem mudanças na motilidade em resposta a sinais ambientais (SERVANT et 

al., 1999; YAMAZAKI et al., 2005) e mudanças na dinâmica da actina são induzidas por 

uma variedade de proteínas associadas à actina incluindo as proteínas da família 

Ena/VASP em associação com diversas proteínas, entre elas a Lpd. 

KRAUSE et al. (2004) verificaram que a Lpd quando superexpressa aumenta a 

velocidade da protrusão lamelipodial, um efeito observado também quando proteínas 

Ena/VASP são superexpressas. Quando a expressão da Lpd é suprimida a formação do 

lamelipódio é prejudicada assim como podem ser observadas uma redução na velocidade 

de protrusão lamelipodial e uma diminuição de actina F. Tais fenótipos são mais severos 

do que os observados com somente a perda das proteínas Ena/VASP, sugerindo que a 

Lpd é responsável pela regulação de outros efetores do citoesqueleto de actina, além de 

cooperar com as proteínas Ena/VASP na transdução de sinais.  

Foi sugerido no mesmo trabalho de KRAUSE et al. (2004) que a Lpd poderia atuar 

como um meio de ligação entre sinais assimétricos a jusante de receptores de quimiotaxia 

e proteínas Ena/VASP, assim como de outros reguladores da polimerização da actina, por 

ser ligante tanto de PI(3,4)P2, presente na membrana celular,  quanto das proteínas 

Ena/VASP. 

MIG-10 (ortólogo da Lpd encontrada em C. elegans) é uma proteína adaptadora 

citoplasmática que tem sido relacionada a migrações neuronais antero-posteriores 

(MANSER et al., 1990; MANSER et al., 1997; CHANG et al., 2006). Resultados obtidos por 

QUINN et al. (2006) indicam que MIG-10/RIAM/lamelipodina funcionam a jusante das 

moléculas UNC-6/netrin e SLT-1/slit, guiando de maneira atrativa e repulsiva 
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(respectivamente) a migração ventral dos axônios AVM e PVM em C. elegans. Além disso, 

a superexpressão de MIG-10, na ausência de UNC-6 e SLT-1, induz um fenótipo multipolar 

com crescimento axonal sem direção definida. No entanto, a adição de UNC-6 ou SLT-1 

tornam os neurônios monopolares, sugerindo que as moléculas UNC-6 e SLT-1 têm a 

habilidade de direcionar o crescimento dos axônios AVM e PVM mediado pela MIG-10. 

CED-10 é uma GTPase ortóloga da Rac1, envolvida no direcionamento dos axônios 

(KAUFMANN et al., 1998; LUNDQUIST et al., 2001; NG et al., 2002).  Resultados obtidos 

por QUINN et al. (2008) indicam que CED-10/Rac1 ativa é responsável por se ligar e 

causar a localização assimétrica de MIG-10/Lamelipodina e também de actina-F e 

microtúbulos em C. elegans, induzindo a montagem do citoesqueleto e por consequência 

crescimento polarizado dos axônios em resposta a UNC-6/netrin.  

Resultados encontrados por MICHAEL et al. (2010) sugerem que a Lpd é um 

substrato das cinases Abl e que a Lpd se liga ao seu domínio SH2. A fosforilação da Lpd 

regula positivamente sua interação com as proteínas Ena/VASP. Dessa forma, o 

recrutamento eficiente de Mena e EVL pela Lpd depende das cinases ABL para a 

formação dos lamelipódios. Tanto a tirosina-cinase Abl quanto as proteínas Ena/VASP 

atuam a jusante da molécula netrin-1 no direcionamento dos axônios via receptor DCC 

regulando a motilidade celular (KRAUSE et al., 2003; PULA et al., 2008; DREES et al., 

2008; BRADLEY et al., 2009) e a proteína Lpd foi proposta como sendo o intermediário, 

até então desconhecido, entre as cinases Abl e as proteínas Ena/VASP neste processo.  

Também foi proposto por MICHAEL et al. (2010) que a Lpd e as proteínas 

Ena/VASP regulam a ondulação dorsal de fibroblastos sob tratamento com o fator de 

crescimento PDGF e que a função da Lpd neste processo é também controlada pelas 

cinases Abl mediada pelas proteínas Ena/VASP, e que tanto a Lpd quanto c-Abl cooperam 

durante a morfogênese axonal de uma maneira dependente de Ena/VASP. 

LI et al. (2008) verificaram a existência de fragmentos derivados da Lpd em 

tetrâmeros da Butirilcolinesterase humana (BChE) e de cavalos. Estes peptídeos estão 

presentes tanto na BChE sérica como também na BChE da junção neuromuscular e do 

sistema nervoso central. Os fragmentos ricos em prolina da Lpd encontrados, além de 

dirigirem a formação dos tetrâmeros, fazem parte do complexo final e permanecem 

intrínsecos organizando suas quatro subunidades. 

Resultados obtidos por LYULCHEVA et al. (2008) sugerem que um ortólogo da 

Lamelipodina humana encontrado em Drosophilas (chamado “pico”), é importante para a 

proliferação celular e o crescimento dos tecidos e do organismo de forma geral. Redução 
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nos níveis da proteína pico ocasionam redução nas taxas de divisão celular, retardo no 

crescimento, aumento na proporção de actina G em relação a F e letalidade, enquanto que 

sua superexpressão resulta em uma diminuição da proporção de actina G em relação a F e 

crescimento acentuado dos tecidos de uma maneira dependente de EGF (fator de 

crescimento epidermal). Em células HeLa a Lpd foi requerida para a indução de 

proliferação dependente de EGF, evidenciando que o efeito da proteína pico na 

proliferação é conservado na Lpd humana.  

SRF (serum response factor) é um fator de transcrição responsivo a mitógenos 

envolvido no crescimento de tecidos e inibido por ligação da actina-G celular ao seu cofator 

Mal (POSEM e TREISMAN, 2006). As proteínas Ena/VASP podem induzir a atividade da 

SRF por uma região que medeia a formação de actina-F (SOTIROPOULUS et al., 1999; 

GROSSE et al., 2003). LYULCHEVA et al. (2008) demonstraram que tanto a proteína pico 

quanto a Lpd também possuem a habilidade de ativar uma resposta do fator de transcrição 

SRF pela sua interação às proteínas Ena/VASP, sugerindo que as proteínas MRL também 

estão envolvidas na via de sinalização mal/SRF no crescimento de tecidos e proliferação 

celular. 

 

2.3 CÂNCER 

 
O câncer se constitui de um conjunto de mais de 100 doenças normalmente 

decorrentes de falhas nos mecanismos que controlam o crescimento e a proliferação 

celular. As alterações que propiciam a oncogênese modificam várias propriedades 

fundamentais das células, permitindo que elas escapem aos controles normais de 

crescimento, e finalmente, exibam o fenótipo de uma célula neoplásica (LODISH et al., 

2005). 

Dividindo-se de forma rápida e descontrolada, as células neoplásicas formam 

tumores (termo genérico utilizado para indicar um aumento anormal de uma parte ou da 

totalidade de um tecido), que podem ser classificados como benignos ou malignos 

(NUSSBAUM et al., 2001). Aqueles que crescem localizados, sem invasão a tecidos 

subjacentes são classificados como tumores benignos, enquanto aqueles capazes de 

invadir tecidos próximos e se disseminarem pelo corpo (metástases) são chamados de 

tumores malignos, ou câncer (WEINBERG, 2008). 
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A transformação de células normais em células tumorais envolve um conjunto de 

alterações genéticas e/ ou epigenéticas em genes importantes no controle da homeostasia 

celular, somadas as interações aberrantes com o microambiente. Os principais genes 

envolvidos neste processo são os proto-oncogenes e os genes supressores de tumor. 

Estes genes regulam direta ou indiretamente os mecanismos celulares de controle de 

proliferação, morte celular e integridade genômica (HUNT et al., 2001; KVITKO, 2003). 

Os proto-oncogenes são genes extremamente conservados na evolução das 

espécies e seus produtos regulam o crescimento e diferenciação celular nos eucariotos. 

Estão localizados em diversos sítios do DNA e seus produtos são responsáveis por regular 

a cascata de eventos que mantém a progressão ordenada do ciclo celular, divisão e 

diferenciação celular (LOURO et al., 2002). Quando mutado, um proto-oncogene se 

transforma em um oncogene, ocorrendo a perda do seu controle normal na regulação do 

crescimento, o que contribui para o aumento de certos produtos protéicos, desregulação 

da divisão celular e o consequente fenótipo maligno da célula (SUGIMURA, 1998 apud 

OLIVEIRA, 2008).  

O termo amplificação gênica se refere a um aumento seletivo do número de cópias 

de determinado gene e normalmente resulta em um aumento do produto do gene 

amplificado. A amplificação é um dos mecanismos que permite a expressão em 

quantidades elevadas que excederia a capacidade de transcrição de uma única cópia do 

gene. A amplificação de oncogenes é conhecida por exercer um papel fundamental no 

desenvolvimento de tumores sólidos em humanos e ao mesmo tempo reflete a 

instabilidade genética de células tumorais (SCHWAB, 1999). 

Os genes supressores de tumor por sua vez, atuam como reguladores negativos da 

proliferação celular, retardando a progressão do ciclo e assim bloqueando a diferenciação 

ou induzindo a morte programada por apoptose, reduzindo a probabilidade de que um 

tumor clinicamente detectável venha a aparecer em algum tecido do corpo (WEINBERG, 

2008). Alterações que inativam estes genes liberam a célula da inibição regulada em 

determinadas fases do ciclo celular (pontos de checagem), levando à proliferação 

desordenada, característica da célula neoplásica (WEINBERG, 1991).  

Alterações nos genes supressores de tumor determinam a perda de função, e por 

estas alterações serem consideradas recessivas ao nível celular a função destes genes 

somente é perdida quando ambos os alelos são inativados (BIÈCHE et al., 1993 apud 

OLIVEIRA, 2008). Conforme o modelo de Knudson para o gene do retinoblastoma (RB1) 

(KNUDSON, 1971 apud OLIVEIRA, 2009), o primeiro alelo geralmente é inativado por uma 
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mutação gênica (somática ou germinativa), e o segundo por deleções cromossômicas 

envolvendo a região na qual o gene está localizado ou então por mecanismos 

epigenéticos. Genes que antes da progressão tumoral se encontravam em heterozigose 

podem sofrer uma redução, alcançando a perda alélica total. Este mecanismo é conhecido 

como perda de heterozigose (Loss of Heterozygosity - LOH) (WEINBERG, 1991). Deleções 

cromossômicas parecem ser as primeiras assim como as mais frequentes mutações 

somáticas que ocorrem durante a carcinogênese (DONG, 2001). 

Durante a formação do tumor, seis propriedades celulares fundamentais 

relacionadas aos proto-oncogenes e genes supressores de tumor normalmente estão 

alteradas (Figura 5): as células se tornam auto-suficientes em sinais de crescimento e 

insensíveis aos sinais de anti-crescimento; tornam-se capazes de driblar o processo de 

morte celular programada (evasão da apoptose); adquirem um potencial de replicação 

ilimitado; promovem angiogênese contínua ao redor da massa em crescimento e, no caso 

dos tumores malignos, adquirem a capacidade de invadir tecidos adjacentes e provocarem 

metástases (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Os tumores menos agressivos podem 

apresentar apenas algumas destas características (LODISH et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5 – ALTERAÇÕES CELULARES ENVOLVIDAS NO DESENVOLVIMENTO DO CÂNCER. 

FONTE: LODISH et al., (2005) ADAPTADA DE HANAHAN E WEINBERG, (2000). 
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Os tumores malignos primários são responsáveis fundamentalmente por apenas 

10% das mortes por câncer. Os 90% restantes de pacientes apresentam crescimentos 

neoplásicos em locais distantes do tumor primário. Essas metástases são formadas por 

células que migraram da massa tumoral primária e por meio do sangue e vasos linfáticos 

estabeleceram novas colônias em novos locais. Tais células (móveis/migratórias) são as 

manifestações mais agressivas do processo de câncer (WEINBERG, 2008).  

Os tipos mais prevalentes de câncer são derivados de populações de células que se 

dividem ativamente, entre elas as células epiteliais nos intestinos, nos pulmões ou na 

glândula prostática, e são denominados carcinomas. Esses tumores são responsáveis por 

mais de 80% dos óbitos relacionados ao câncer no mundo ocidental. As formas mais raras 

desenvolvem-se de populações celulares que tipicamente não se dividem, por exemplo, as 

células musculares ou nervosas. Estas células originam os sarcomas (que se desenvolvem 

tipicamente de células do tecido conjuntivo), e os gliomas (células do sistema nervoso 

central e periférico), além de já terem sido descritos diversos outros tipos de cânceres que 

se originam a partir de outros tipos celulares e que não se enquadram nestes grandes 

grupos (SNUSTAD e SIMMONS, 2008; WEINBERG, 2008). 

Além dos fatores genéticos, existe uma série de outros fatores considerados de 

risco associados ao desenvolvimento de cânceres, entre eles: idade avançada, dieta, 

exposição à radiação ou outros agentes físicos, agentes químicos, infecções por agentes 

patogênicos, entre outros (COOPER, 1994). 

Segundo relatório da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC)/ OMS 

(World Cancer Report, 2008), o impacto global do câncer mais que dobrou em 30 anos. 

Estimou-se que, no ano de 2008, ocorreriam cerca de 12 milhões de casos novos de 

câncer e 7 milhões de óbitos.  No Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas constituem-

se na segunda causa de morte na população, representando quase 17% dos óbitos de 

causa conhecida, notificados em 2007 no Sistema de Informações sobre Mortalidade 

(INCA, 2009). 
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2.4 CÂNCER DE MAMA 

 
 

O câncer de mama é uma doença que acomete o tecido mamário, na qual células 

epiteliais e estromais colaboram para gerar a malignidade (TLSTY et al., 2004). A doença 

tem início quando células, na maioria dos casos, dos lóbulos ou ductos, por alguma razão 

ainda não totalmente esclarecida, começam a se dividir de forma anormal e incontrolável, e 

formam uma massa de tecido independente, o tumor (DeFELICE, 2002). 

Existem muitos tipos de carcinomas mamários classificados de acordo com sua 

histologia. A maioria, aproximadamente 90%, surge nos ductos (Figura 6) e são chamados 

de Carcinomas Ductais. O mais comum dentre estes é chamado de Carcinoma Ductal 

Invasor (CDI). Seu diagnóstico é feito por exclusão quando a lesão não preenche os 

critérios diagnósticos para os tipos especiais de carcinomas mamários, sendo classificado 

como carcinoma ductal infiltrante sem outra especificação (SOE). Outros tipos de 

carcinomas mamários menos frequentes são os medulares, tubulares e mucinosos. O 

carcinoma lobular, característico por acometer os lóbulos do tecido mamário, é 

responsável por quase 5% dos casos câncer de mama (COOPER, 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 6 – ANATOMIA DA MAMA FEMININA. FONTE: ADAPTADO DE MATUHARA E NAGANUMA 
(2006). 
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 O câncer de mama considerado esporádico, ou seja, sem associação com o fator 

hereditário, representa mais de 90% dos casos de câncer de mama em todo mundo. 

Dados clínicos, epidemiológicos e experimentais têm demonstrado que o risco de 

desenvolvimento de câncer de mama esporádico está fortemente relacionado à produção 

de esteróides sexuais. Condições endócrinas moduladas pela função ovariana, como a 

menarca precoce, menopausa tardia e gestação, assim como a utilização de estrógenos 

exógenos, são componentes relevantes do risco de desenvolvimento do câncer de mama 

(MACMAHON et al., 1970; LAMBE et al., 1996; GREENLEE et al., 2000). Em sinergismo 

com os fatores hormonais, estudos observacionais indicam que o comportamento humano 

relacionado ao estilo de vida, o que inclui modificações na dieta e na atividade física, 

podem contribuir para o aumento da incidência do câncer de mama em todo o mundo 

(BRAY et al., 2004). 

Apesar de ser considerado um câncer de relativamente bom prognóstico, se 

diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por câncer de mama 

continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doença ainda é 

diagnosticada em estádios avançados. Na população mundial, a sobrevida média após 

cinco anos é de 61%, sendo que para países desenvolvidos essa sobrevida aumenta para 

73%, já nos países em desenvolvimento fica em 57% (INCA/MS, 2009). 

No Brasil, o câncer de mama é o segundo maior responsável pela mortalidade 

feminina (ZAGO et al., 2005). De acordo com a Estimativa de Incidência de Câncer no 

Brasil para 2012 e 2013 (INCA/MS, 2011), o número de casos novos de câncer de mama 

esperados para o Brasil em 2012 é de 52.680, com um risco estimado de 52 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 novos casos por 100 mil. Sem considerar os 

tumores de pele não melanoma, o câncer de mama 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). Nos 

Estados Unidos, calculou-se o surgimento de 207.090 novos casos de câncer de mama 

invasivo entre as mulheres, e 1.970 novos casos entre os homens, durante o ano de 2010 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010). 

A quantificação dos receptores hormonais – receptor de estrogênio (RE) e receptor 

de progesterona (RP) – é uma estratégia fundamental para estabelecer o tratamento 

adequado a mulheres com câncer de mama. Sabe-se que cerca de 70% dos tumores de 

mama expressam esses receptores variando de acordo com a idade, sendo mais frequente 
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em mulheres após a menopausa. Deste modo, a presença de RE e RP é um importante 

fator preditivo para a probabilidade de resposta à terapia endócrina com tamoxifeno 

(PRITCHARD, 2000; WINNER et al., 2001). O tamoxifeno se liga ao receptor de estrogênio 

e forma um complexo capaz de atenuar a transcrição de determinados genes, resultando 

no bloqueio da fase G1 do ciclo celular. Este bloqueio é responsável por um retardo na 

proliferação das células tumorais (CLEMONS et al., 2002). 

O Gene HER2 está amplificado ou superexpresso em 25% a 30% dos carcinomas 

mamários representando um pior prognóstico para as pacientes, como por exemplo, 

tumores indiferenciados (grau III), presença de metástase nos linfonodos axilares e 

diminuição da expressão dos receptores hormonais, além de um potencial aumentado de 

metástases. Todas estas características estão associadas a um maior risco de recorrência 

da doença e também de morte (SLAMON et al., 1987; SLAMON, 1990). Quando o receptor 

HER-2/neu se encontra superexpresso nas células tumorais, o tratamento com anticorpos 

monoclonais humanizados trastuzumab (Herceptin, Roche Biomedical Laboratories) 

aumenta a expectativa de vida das pacientes, uma vez que a ligação do anticorpo com o 

receptor inibe a proliferação dos tumores em crescimento (BASELGA et al., 1996; 

SLAMON et al., 1998; PEGRAM et al., 1998). 

Os genes supressores de tumor BRCA1 e BRCA2 são considerados genes de 

manutenção (OLDENBURG et al., 2007), pois suas funções estão ligadas a processos 

metabólicos chaves para o organismo, como reparo de danos no DNA, regulação da 

expressão gênica e controle do ciclo celular (VENKITARAMAN, 2002; CIPOLLINI et al., 

2004). Estima-se que 5 a 10% dos casos de câncer de mama sejam hereditários e 

atribuídos a mutações nos genes BRCA1 e BRCA2. Mutações no BRCA1 são associadas 

com o câncer familial de mama e ovário, enquanto mutações no BRCA2 são associadas 

fortemente com o câncer de mama masculino (HONRADO et al., 2005). Estimativas iniciais 

indicavam que os genes BRCA1 e 2 seriam responsáveis por 75% dos casos de câncer de 

mama em famílias com múltiplos casos, entretanto dados posteriores sugeriram que estas 

estimativas poderiam estar superestimadas. Mutações nestes genes foram encontradas 

em 45% das famílias com tumores de mama e ovário, enquanto que a frequência de 

mutações em famílias com casos apenas de câncer de mama foram menores, variando de 

15% a 35% (FORD et al., 1995). A penetrância dessas mutações é incompleta e depende 

de diferentes fatores como, tipos da mutação, população e/ou fatores exógenos. Em geral, 

mutações nas linhagens germinativas em BRCA1 e BRCA2 conferem risco de câncer de 

80% em pessoas com idade de 70 anos ou mais (EASTON et al., 1994). 
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Mutações germinativas nos genes TP53, PTEN, ATM, CHECK2 (genes supressores 

de tumor que codificam proteínas reguladoras do ciclo celular e/ou com funções no reparo 

do DNA) e HMMR (interage com o BRCA1 aumentando a instabilidade genética e 

interferindo no ciclo celular) também estão associadas ao carcinoma de mama hereditário 

(BOGLIOLO, 2006; PUJANA et al., 2007).  

 

2.5 CÂNCER, GENE RAPH1 E LAMELIPODINA 

 
 

A região onde está localizado o gene RAPH1 (2q33) está comumente deletada em 

diversos tipos de cânceres, entre eles: carcinoma cervical, carcinoma de células 

escamosas de boca, carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço, carcinoma de 

células escamosa do esôfago, neuroblastoma e câncer de pulmão (OTSUKA et al., 1996; 

PACK et al., 1999; TAKITA et al., 2001; BEDER et al., 2003; YAMAMOTO et al., 2003). 

Além disto, trabalhos sugerem que o gene RAPH1 possa estar sendo expresso de maneira 

diferente em cânceres quando comparado a tecidos normais (DAHL et al., 2005; EPPERT 

et al., 2005). 

EPPERT et al. (2005) analisaram a expressão de aproximadamente 950 genes com 

o intuito de selecionar aqueles que apresentassem um padrão diferente de expressão 

entre osteossarcomas primários e metastáticos, a fim de analisar genes envolvidos na 

progressão do câncer. O gene RAPH1, chamado pelo autor de RMO1 (reduced expression 

in metastatic osteossarcoma), foi isolado baseado na baixa expressão em amostras 

metastáticas quando comparadas com sua correspondente amostra de osteossarcoma 

primário (mesmo paciente), 6 de 7 amostras pareadas  apresentaram menor expressão do 

gene (p = 0,034 teste-t). No mesmo trabalho também foi verificada uma frequência de 

Perda de Heterozigose (LOH) de 6 em 9 amostras (67%) em tumores primários, indicando 

um possível papel do gene também no desenvolvimento de osteossarcomas primários. 

A diminuição da expressão foi observada mais comumente durante a progressão de 

tumores primários para metastáticos (analisadas do mesmo paciente) enquanto que a LOH 

foi mais evidente somente em tumores primários. Estes fatos sugerem que os dois eventos 

estão separadamente envolvidos no câncer e que a LOH não é responsável pela 

diminuição da expressão em osteossarcomas, sendo a causa desta diminuição não 

determinada pelo autor. Tanto a LOH quanto a diminuição da expressão gênica indicam 
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que o gene RAPH1 pode estar potencialmente envolvido tanto no desenvolvimento quanto 

na progressão de osteossarcomas. 

DAHL et al. (2005) identificaram vinte e nove genes que se apresentavam 

diferentemente expressos em cânceres de ovário e mama quando comparados com tecido 

normal. Entre estes genes estava o gene RAPH1, que se apresentou menos expresso em 

25% das amostras de cânceres de ovário e em 43% da amostra de câncer de mama, 

quando comparado com amostras de tecido normal. 

A proteína Profilina (Pfn1) também regula a dinâmica de polimerização do 

citoesqueleto de actina promovendo uma eficiente troca de ADP para ATP na actina G e 

adicionando ATP às actinas G criadas às pontas dos filamentos para que ocorra a 

polimerização (WITKE, 2004). Resultados obtidos por BAE et al. (2009) mostraram que 

quando a proteína Pfn1 está silenciada ocorre a formação de lamelipódios mais lentos 

porém estáveis; aumento na taxa de protrusão lamelipodial e aumento da motilidade de 

maneira geral em células MDA-MB-231 de linhagem celular de câncer de mama. A perda 

da Pfn1 leva a um aumento do recrutamento das proteínas VASP na membrana celular, 

envolvendo a proteína Lpd. Tanto a Pfn1 quanto a Lpd podem se ligar aos domínios 

PI(3,4)P2 da membrana celular, competindo por este sítio. Na ausência da Pfn1 a Lpd está 

livre para atuar nestes sítios juntamente com a proteína VASP (uma vez que o 

recrutamento desta é feita pela Lpd) causando um aumento na motilidade celular (BAE et 

al., 2010). 

Coletivamente, os dados encontrados na literatura sugerem que a Lpd (assim como 

as demais proteínas da família MRL) podem desempenhar um importante papel na 

patogênese de determinados cânceres e podem representar novos alvos moleculares para 

a intervenção terapêutica (LYULCHEVA et al., 2008) principalmente nas vias que 

acarretam em aumento da motilidade celular e metástase.  
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3  OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 
 Verificar se há alteração estrutural do gene RAPH1, responsável por codificar a 

proteína Lamelipodina, em tumores mamários. 

 

3.2  Objetivos Específicos 

 

 Investigar se existe amplificação ou deleção do gene RAPH1 em tecido mamário 

tumoral em relação ao tecido normal, utilizando a técnica PCR em tempo real. 

 Correlacionar os resultados encontrados com os parâmetros clínico-

histopatológicos das pacientes. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Caracterização da Amostra 

 
Foram utilizados fragmentos de tumores de mama juntamente com amostras de 

sangue periférico (utilizadas como controle) já coletadas e gentilmente cedidas pela equipe 

do Laboratório de Citogenética Humana e Oncogenética, de 52 pacientes portadoras de 

carcinomas mamários esporádicos do Hospital Nossa Senhora das Graças e do Hospital 

de Clínicas de Curitiba, Paraná, totalizando 104 amostras. As informações clínico - 

histopatológicas das pacientes estão descritas na Tabela 1. Em algumas características a 

informação era inexistente para certas pacientes e dessa forma foram agrupadas em “SI” 

(Sem Informação); os tipos histológicos que não se incluíam em Carcinomas Ductais, 

Lobulares e Tubulares foram classificados na categoria “Outros”. 

 

TABELA 1 – INFORMAÇÕES CLÍNICO-HISTOPATOLÓGICAS DAS PACIENTES.   

                             (continua)                               
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TABELA 1 – INFORMAÇÕES CLÍNICO-HISTOPATOLÓGICAS DAS PACIENTES.  

(conclusão) 
  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a
Carcinoma Ductal                                                         SI – Sem Informação 

b
 Carcinoma Lobular                                                      I- Bem diferenciado e crescimento lento 

c 
Carcinoma Tubular                                                      II- Moderadamente diferenciado 

d
 Outros tipos histológicos de Carcinoma de Mama     III- Indiferenciado e com alta proliferação                     

           
FONTE: O AUTOR (2012) 
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4.2   Coleta e Armazenamento das Amostras 

 
Foram coletados cerca de 10 ml de sangue periférico de cada paciente, por meio de 

punção intravenosa com agulhas e seringas descartáveis estéreis. O material foi 

imediatamente colocado em tubos estéreis contendo 1,75 ml de solução anti-coagulante-

ACD (0,016 M de ácido cítrico; 0,068 M de citrato de sódio; 0,081 M de glicose, 

previamente autoclavados), rotulados e enviados para o Laboratório de Citogenética 

Humana e Oncogenética do Departamento de Genética da UFPR, onde foram mantidos a 

4º C até o momento do processamento. 

Já as amostras do tecido tumoral foram removidas cirurgicamente, avaliadas por um 

patologista para a confirmação da malignidade e devidamente acondicionadas em frascos 

estéreis e estocadas em condições ideais de temperatura e conservação (-80ºC) para 

posterior extração do DNA no Laboratório de Citogenética Humana e Oncogenética da 

UFPR. 

A classificação histopatológica foi realizada de acordo com os critérios 

internacionais estabelecidos pela classificação internacional de tumores (WHO) e o 

estadiamento clínico foi determinado de acordo com o estadiamento TNM do câncer. 

4.3  Extração do DNA Sanguíneo 

 
O DNA do sangue periférico foi extraído pelo método salting out, segundo Bignon & 

Fernandez-Viña (1997), com modificações. Esta técnica permite a obtenção de DNA de 

alto peso molecular e consiste, basicamente, no rompimento mecânico e/ou enzimático 

dos tecidos, extração das proteínas e precipitação do DNA com etanol. 

Cerca de 10 ml de sangue periférico foram centrifugados com tampão de lise para 

células vermelhas RCLB 1X (obtido da solução estoque 10 X concentrada: 12,1 g de Tris, 

110,2 g de MgCl2, 5,8 g de NaCl) a 13000 rpm por 2 minutos. Este processo foi repetido 

até a obtenção de um botão de glóbulos brancos que foi incubado a 60° C por 40 minutos, 

juntamente com 80 μl de tampão proteinase K 5 X (Invitrogen), 40 μl de uma solução de 

proteinase K (10 mg/ml), 20 μl de SDS 20% e 240 μl de água ultrapura.   

Em seguida, foram adicionados 100 μl de solução saturada de NaCl (6M) para a 

precipitação protéica, aproveitando-se somente o sobrenadante, onde está o DNA. Após 

nova centrifugação, foi realizada a precipitação do DNA com a adição de 700 μl de etanol. 

Ao final do processo a amostra de DNA foi ressuspendida em 50 μl de água ultra-pura e 

armazenada a –20º C até o momento da amplificação por PCR. 
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4.4  Extração de DNA do Tecido Tumoral 

 
Após ser descongelado, o tecido tumoral foi fragmentado com o auxílio de tesouras, 

pinças e bisturis estéreis. Para a obtenção de DNA de alto peso molecular, seguiu-se o 

protocolo de extração manual pelo método de Fenol-Clorofórmio. 

Os fragmentos do tecido tumoral foram colocados em um tubo de microcentrífuga, 

ao qual foram adicionados 80 μL de tampão da proteinase K 5 X, 40 μL de proteinase K 

(10 mg/mL), 20 μL de Sulfato Dodecil de Sódio (SDS) 20% e 240 μL de água ultra-pura, e 

esse conjunto foi homogeneizado em agitador tipo Vortex. Em seguida, o tubo foi incubado 

no bloco de aquecimento a 60ºC por 30 minutos, deixando-se atingir a temperatura 

ambiente antes de prosseguir com a metodologia. Na sequência, foram adicionados 500 

μL de fenol saturado pH 8,0 e 400 μL de clorofórmio, homogeneizando manualmente 

várias vezes. O tubo, então, foi centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante 

foi transferido para um novo tubo de microcentrífuga de 1,5 mL e foram adicionados a ele 

50 μL de acetato de sódio 3 M e 1 mL de etanol absoluto para a precipitação do DNA. Em 

caso de precipitação de pouco DNA, a amostra foi incubada a -20ºC por uma hora. Esse 

novo tubo foi centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. 

Logo após, foram adicionados 500 μL de etanol 70% e o tubo foi invertido gentilmente 

várias vezes, para lavar o DNA, antes de uma nova centrifugação a 13000 rpm por 5 

minutos. O sobrenadante foi desprezado e o tubo foi colocado em bloco de aquecimento a 

55ºC por 10 minutos para que o DNA secasse. 

A amostra de DNA foi então ressuspendida em 30 a 50 μL de água ultra-pura e 

retornou ao bloco de aquecimento a 95ºC por 10 minutos, para que a solução de DNA 

ficasse homogênea. Após atingir a temperatura ambiente, a amostra de DNA foi 

armazenada a -20ºC. 

4.5  Quantificação do gene RAPH1 por PCR em Tempo Real (qPCR) 

 
A técnica PCR em Tempo Real é baseada no método clássico de PCR (Polymerase 

Chain Reaction – Reação em Cadeia da Polimerase) desenvolvido por Kary Mullis na 

década de 80 que permitiu aos pesquisadores amplificar regiões específicas de DNA em 

mais de 1 um bilhão de cópias. (MULLIS; FALOONA, 1987; MULLIS, 1990; SAIKI et al., 

1985 apud VALASEK; REPA, 2005). 

A PCR em Tempo Real, desde sua invenção na década de 90 (HIGUCHI et al., 

1992, 1993), tem sido amplamente utilizada com diversas finalidades, entre elas: 
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diagnóstico de doença e carga viral (HIV, Vírus da hepatite B, C e outros); eficácia da 

terapêutica de determinadas drogas; detecção de patógenos; quantificação gênica; 

genotipagem entre outras (INFORMATIVO BIESP, 2006). 

A grande vantagem da PCR em Tempo Real quando comparada com a PCR 

convencional é a possibilidade da detecção dos resultados na primeira fase da reação de 

amplificação (fase exponencial), considerada mais precisa. Na PCR convencional existe a 

necessidade da utilização de géis de poliacrilamida ou agarose, que normalmente 

consomem muito tempo e nem sempre garantem um resultado preciso, além de os 

resultados só poderem ser observados na última fase da reação (Fase Platô) (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FIGURA 7 - FASES DA PCR EM ESCALA LOGARÍTMICA. FONTE: ADAPTADO DO TUTORIAL DA 

APPLIED BYOSSISTEMS (REAL-TIME PCR VS. TRADITIONAL PCR). 

 

A técnica PCR em Tempo Real foi utilizada neste estudo para a análise da alteração 

do número de cópias do gene RAPH1 utilizando-se DNA de amostras tumorais e seus 

respectivos controles de sangue periférico. A reação de amplificação foi realizada com o 

Master MIX QuantiFast® Probe PCR, que contém a enzima HotStarTaq® Plus DNA 

Polimerase com atividade exo-nuclease 5’, dNTPs e tampão específico para a reação de 

amplificação, também foram utilizados na reação iniciadores específicos e sondas 

fluorescentes. A atividade exo-nuclease 5’ e as sondas TaqMan®, permitem a detecção da 
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reação de PCR em Tempo Real por emissão de fluorescência. As sondas são pequenos 

oligonucleotídios específicos para cada região a ser analisada e se hibridizam entre os dois 

iniciadores. Estas sondas contêm os fluoróforos Reporteres (extremidade 5’) e Quencher 

(extremidade 3’).  

Durante a reação de amplificação a DNA Polimerase é responsável por clivar as 

sondas contendo os fluoróforos que estavam previamente ligadas às fitas de DNA (Figura 

8). Ao ser liberado (Figura 9), o fluoróforo de maior energia, Reporter, consegue emitir sua 

fluorescência antes suprimida pelo fluoróforo de menor energia, o Quencher. 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FIGURA 8– SONDA LIGADA A FITA DE DNA. FONTE: APPLIED BIOSYSTEMS (REAL-TIME PCR VS. 

TRADITIONAL PCR) 
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FIGURA 9 – LIBERAÇÃO DOS FLUORÓFOROS PELA POLIMERASE. FONTE: APPLIED 

BIOSYSTEMS (REAL-TIME PCR VS. TRADITIONAL PCR) 

 

 

Quando o sinal de fluorescência (Rn) aumenta para um nível detectável, ele pode 

ser capturado por um instrumento de detecção e apresentado por um software apropriado 

na forma de uma Curva de Amplificação (Figura 10). A quantidade de sinal Reporter é 

proporcional à quantidade de produto sendo produzido pelas amostras.  

 

 

FIGURA 10 - CURVA DE AMPLIFICAÇÃO. FONTE: APPLIED BIOSYSTEMS (REAL-TIME PCR VS. 

TRADITIONAL PCR) 
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4.6 Análise pela Construção da Curva Padrão 

 
A amplificação dos segmentos realizada pela PCR em tempo real foi analisada por 

meio da Quantificação Relativa, a qual determina a quantidade do gene alvo em relação a 

um ou mais controles internos (genes de referência). Os genes de referência escolhidos 

foram: Pumilio Homólogo 1 (PUM1) 18S e β-Actina (ACTB), por terem se mostrado pouco 

variáveis em estudos de qPCR em amostras de carcinomas mamários (MORSE et al., 

2005; LYNG et al., 2008). 

Os cálculos baseiam-se, indiretamente, na comparação dos CTs (Cycle threshold), 

que correspondem aos ciclos de PCR nos quais o sinal de amplificação exponencial 

alcança intensidade fluorescente superior ao limiar de detecção (threshold). Quanto maior 

for a quantidade inicial de DNA genômico, mais cedo o produto acumulado é detectado na 

PCR e menor será o valor do CT. 

O método escolhido para as análises foi o da Curva Padrão que se baseia na 

comparação de dados obtidos em uma diluição seriada padrão com os das amostras 

desconhecidas (APPLIED BIOSYSTEMS, 2004; LARIONOV et al., 2005; DORAK, 2006). 

Para a utilização deste método, faz-se uma diluição seriada de uma amostra com 

concentração inicial conhecida relacionando-se os CTs das amostras dessa diluição 

seriada com os CTs das amostras que serão investigadas. O software do equipamento 

utilizado para as reações de amplificação é capaz de inferir a quantidade de DNA que as 

amostras em análise contêm: se uma amostra tiver um CT equivalente ao de algum ponto 

da curva de diluição significa que ela contém a mesma quantidade do gene alvo que este 

determinado ponto representa. 

 

4.7 Análise dos dados 

 

Para cada amostra a quantidade, em nanogramas, do gene alvo (RAPH1) e dos 

genes de referência (18S, PUM1 e ACTB) tanto em tecido tumoral quanto em tecido 

sanguíneo foi determinada pelo Software Realplex 1.5 Eppendorf. Em seguida, foi 

calculada a relação (Q) utilizando-se as médias das quantidades obtidas das reações de 

amplificação do gene alvo e genes de referência nos dois tecidos. O valor de Q foi obtido 

separadamente para cada gene de referência com auxílio da fórmula (1) (KÖNIGSHOFF et 

al., 2003). 
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Q =  (1) 

 

Os coeficientes de variação (CV) a partir das triplicatas dos tumores do gene alvo e 

dos tumores dos genes de referência foram utilizados para obter o desvio padrão (S) de Q 

para cada amostra, (2) (APPLIED BIOSYSTEMS, 2008). 

 

   CV1 =      CV2 =  

 

CV = (CV1
2 + CV2

2)1/2 

 

S = CV .Q   (2) 

 

A relação Q  S resulta em valores maiores, menores ou igual a 1. Se o valor obtido 

for > 1 será inferido que o gene alvo encontra-se em maior quantidade que o de referência 

para aquela paciente, ou seja, amplificado; se o valor for < 1 significa que o gene alvo está 

em menor quantidade e desta forma encontra-se deletado; se o valor for = 1 significa que o 

gene não sofreu alteração. 

4.8 Oligonucleotídeos iniciadores 

 

 Os oligonucleotídeos iniciadores tanto do gene alvo RAPH1, quanto dos genes de 

referência (PUM1, 18S e ACTB), foram construídos preferencialmente a partir dos exons 

de maior tamanho, com auxílio da ferramenta IDT Scitools Real Time PCR (IDT - 

Integrated DNA techologies, acessado em 23/02/2011), e estão descritos na Tabela 2. 

 

TABELA 2 – OLIGONUCLEOTÍDEOS INICIADORES DOS GENES DE REFERÊNCIA E DO GENE ALVO.  

 
FONTE: O AUTOR (2012) 

Gene Exon Iniciador avante Sonda Iniciador reverso 

18S - 5’ GAGACTCTGGCATGCTAACTAG 3’ 5’ TGCTCAATCTCGGGTGGCTGAA 3’ 5’ GGACATCTAAGGGCATCACAG 3’ 

PUM1 15 5’ ACGAATGGCAGTGGAAGATAC 3’ 5’ TGAAGCCAAGTACCGCAGTGCAA 3’ 5’ CGAGAGGAAGAGAAAAGAGTGC 3’ 

ACTB 6 5’ AGTCCCTTGCCATCCTAAAAG 3’ 5’ CCAGTCCTCTCCCAAGTCCACAC 3’ 5’ CAATGCTATCACCTCCCCTG 3’ 

RAPH1 4 5’ TCTTTGAGTATGGATGAGGCTG 3’ 5’ TGACGCGGTTCTTCTGTGCTGATT 3’ 5’ GTGATGCTGGAATGGGAGG 3’ 
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4.9 Amplificação por qPCR e padronização  

 

A reação de amplificação foi realizada no equipamento Mastercycler® ep realplex em 

uma placa de 96 poços (Axygen AB-C), com volume final de 10µl, contendo 8 µl de Mix 

geral (com todos os reagentes necessários para a reação de amplificação: Master MIX 

com dNTPs, tampão e Taq Polimerase além de iniciadores e sondas, nas concentrações 

de 500 nM e 250nM respectivamente) e 2 µl de DNA genômico de tumor ou sangue 

periférico, todas as amostras aliquotadas a uma concentração de 20 ng/µl.  

Para cada par de iniciadores e sonda específica foram necessários vários testes de 

padronização, entre eles: teste inicial de amplificação, gradiente de temperatura de 

anelamento e titulação dos iniciadores. Para os genes 18S e PUM1 os primeiros testes 

realizados foram suficientes para garantir a padronização das reações com uma boa 

eficiência, no entanto para os genes RAPH1 e ACTB foram necessários vários outros 

testes, entre eles: acréscimo de Master MIX, gradiente de MgCl2 e de Taq Polimerase.  

Ao final, a reação de amplificação foi padronizada da seguinte maneira: 1) Genes 18S 

e PUM1: 5 µl de Master MIX, 2,5 µl de água ultra-pura autoclavada, 0,5 µl de iniciadores e 

sondas e 2 µl de DNA (por reação) 2) Gene RAPH1: 6 µl de Master MIX, 1 µl de água ultra-

pura autoclavada, 0,5 µl de iniciadores e sondas, 0,3 µl de Platinum® Taq DNA 

Polimerase, 0,2 µl MgCl2 e 2 µl de DNA (por reação) 3) Gene ACTB: 6 µl de Master Mix, 

0,6µl de água ultra-pura autoclavavada, 0,5 µl de iniciadores e sondas, 0,5 de Platinum® 

Taq DNA Polimerase, 0,4 de MgCl2 e 2µl de DNA (por reação). 

O ciclo de amplificação também sofreu alterações no decorrer das padronizações e 

foi definido como: 1) 95ºC por 3 minutos, 2) 95ºC por 50 segundos, 3) 59.8ºC por 30 

segundos, 4) 72ºC por 30 segundos, 5) passos 2 a 4 repetidos por 45 ciclos. 

O gene de referência ACTB foi utilizado somente quando os resultados para os genes 

de referência PUM1 e 18S foram discordantes, desta forma os valores de Q assim como 

os desvios (S) obtidos para cada amostra foram resultantes da média entre os valores 

obtidos para dois genes de referência concordantes em seus resultados. 
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4.10 Análises Estatísticas 

 
O programa SPSS Statistics 17.0 (Windows & Mac) foi escolhido para as análises de 

regressão e correlação realizadas para as informações clínico-histopatológicas com as 

informações organizadas da seguinte maneira: 1) casos de amplificação e deleção 

(atribuiu-se valor 0 para as deleções e 2 para as amplificações) e 2) valores da 

quantificação relativa (Q). 

Foram realizadas análises de regressão logística (método Enter) utilizando como 

variável independente as alterações do gene RAPH1 e os dados das informações clínico-

histopatológicas, um de cada vez, como variável dependente a fim de verificar se as 

alterações estruturais (amplificações ou deleções) poderiam ser fatores 

determinantes/causais para alguma destas características. Já as correlações foram 

realizadas utilizando-se os valores da quantificação relativa (Q) e os valores dos 

coeficientes de correlação de Spearman (ρ) foram considerados nas análises (valores de 

p> 0,05 como não significativos).  

Correlações adicionais foram realizadas utilizando os casos de amplificação (2) e 

deleção (0) do gene RAPH1 com as alterações dos genes ACHE e BCHE, proveniente de 

outros projetos de pesquisa. 

Os valores amostrais utilizados nas análises de regressão e nas correlações variam 

devido as informações disponíveis de cada característica serem diferentes para cada 

paciente. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Construção da Curva Padrão 

 

A curva padrão foi construída em todas as placas, utilizando-se uma amostra de 

tumor, com 5 pontos em triplicata, fator de diluição 4 nas seguintes concentrações: 256 

ng/µl, 64 ng/µl, 16 ng/µl, 4 ng/µl e 1 ng/µl.  

A eficiência da reação (E) assim como os demais parâmetros, slope (inclinação da 

curva), R2 (coeficiente de correlação) e y-intercept são fornecidos pelo próprio software, 

sendo o slope da curva padrão utilizado para o cálculo da eficiência utilizando-se a fórmula 

E = 10(-1/slope) –1. Um slope de -3.32 indica uma reação 100% eficiente, slopes mais 

negativos do que -3.32 (ex: -3.9) indicam reações com eficiência menor de 100% e slopes 

mais positivos que -3.32 (ex: -2.5) podem indicar má qualidade da amostra ou problemas 

de pipetagem. Uma curva padrão é graficamente representada como uma regressão linear 

semi-log, CT vs. quantidade de ácido nucléico (APPLIED BIOSYSTEMS, 2008) (Figuras 11 

e 12). 

 O R2 mede o quão próximo é o ajuste entre a regressão linear da curva padrão e os 

valores individuais de CT das amostras da curva padrão (um valor de 1 indica um ajuste 

perfeito entre a regressão linear e os dados individuais). Valores de R2 < 0,99 podem 

indicar problemas de pipetagem e nas triplicatas das amostras e dessa forma a precisão 

dos resultados pode ser questionável. O y-intercept indica o valor esperado de CT para 

uma amostra com quantidade 1 (por exemplo 1ng/µl) (APPLIED BIOSYSTEMS, 2006; 

APPLIED BIOSYSTEMS, 2008; EUROGENTEC). 
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FIGURA 11 – CURVA PADRÃO OBTIDA PARA O GENE RAPH1 COM E = 100%, SLOPE -3,323 E R2 DE 

0,998. FONTE: O AUTOR (2012). LEGENDA: A) Representação das curvas de amplificação dos cinco 

pontos de diluição B) Representação semi-log da curva padrão na qual são plotados o CT vs. Quantidade 

(em nanogramas) de DNA. 
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FIGURA 12 - CURVA PADRÃO OBTIDA PARA O GENE PUM1 COM E = 100%, SLOPE -3,310 E R2 DE 

0,997. FONTE: O AUTOR (2012). LEGENDA: A) Representação das curvas de amplificação dos cinco 

pontos de diluição B) Representação semi-log da curva padrão na qual são plotados o CT vs. Quantidade 

(em nanogramas) de DNA 
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5.2 Amplificação por PCR em Tempo Real 

 

Cada placa foi realizada para um gene em separado contendo: a curva padrão, 13 

amostras de tumor e sangue em triplicata e um controle negativo, também em triplicata. 

Para cada amostra em triplicata, sempre um dos pontos era desativado a fim de se obter 

os menores desvios possíveis entre os CTs (foram utilizados os valores obtidos para as 

amostras somente se o desvio ≤ 0,3) (APPLIED BIOSYSTEMS, 2008). A figura 13 mostra 

os gráficos de amplificação obtidos em cada placa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 13 - GRÁFICO DE AMPLIFICAÇÃO OBTIDO PARA UMA DAS PLACAS REALIZADAS PARA O 

GENE RAPH1. FONTE: O AUTOR (2012). 

 

 

A tabela 3 descreve as eficiências, slopes e valor de R2 obtidos para as 17 placas 

realizadas. Devido ao gene de referência ACTB ter sido utilizado somente em 19 amostras 

(para as quais os resultados do tipo de alteração foram discordantes em relação aos outros 

dois genes de referência), somente 2 placas foram necessárias, diferentemente dos 

demais genes nos quais foram necessárias 5 placas cada um para obter-se resultados 

para todas as amostras. 
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TABELA 3 – VALORES DE SLOPE, R2 E EFICIÊNCIA (E) OBTIDOS PARA TODOS OS GENES. 

 

Gene Slope R
2
 Eficiência (E) 

 -3.323 0.998 100% 

 -3.333 0.990 100% 

RAPH1 -3.333 0.993 100% 

 -3.319 0.991 100% 

 -3.333 0.993 100% 

    
    

 -3.301 0.997 101% 

 -3.287 0.993 101% 

PUM1 -3.320 0.996 100% 

 -3.311 0.993 100% 

 -3.317 0.997 100% 

    

 -3.313 0.997 100% 

 -3.332 0.993 100% 

18S -3.316 0.996 100% 

 -3.323 0.992 100% 

 -3.316 0.995 100% 

    

ACTB -3.316 0.996 100% 

 -3.324 0.994 100% 

 

FONTE: O AUTOR (2012). 

 

5.3 Alteração do número de cópias do gene RAPH1 

 

O valor relativo de Q foi calculado para cada amostra utilizando a fórmula (1) a partir 

dos valores obtidos em nanogramas nas reações de amplificação para cada gene (Figura 

14). Para determinar o tipo de alteração (amplificação ou deleção) foi feita uma média dos 

valores de Q, assim como uma média dos valores de desvio (S) utilizando dois genes de 

referência com resultados concordantes (PUM1 e 18S, concordância em N=31; 18S e 

ACTB, N=15 e PUM1 e ACTB, N=6), e verificado se Q(médio) ± S(médio) > 1 (amostras 

amplificadas) ou Q(médio) ± S(médio) < 1 (amostras deletadas), com I.C de 95%. Em nenhum 

dos casos o número de cópias do gene RAPH1 mostrou-se inalterado. Os valores médios 

de Q, a média dos desvios, assim como a alteração encontrada para cada amostra estão 

descritos na tabela 4. 
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FIGURA 14 – CURVA PADRÃO DO GENE 18S (E= 100%, R
2
 = 0,997 E SLOPE = 3.313) E CURVA DE 

AMPLIFICAÇÃO DE UMA AMOSTRA CONTROLE. FONTE: O AUTOR (2012). LEGENDA: A) Acima: 

Representação das curvas de amplificação de uma das amostras em duplicata com concentração prévia 

desconhecida (seta) interpolada na curva padrão (demais curvas de amplificação); Abaixo: As cruzes 

representam os pontos em que a amostra está localizada na curva padrão em sua representação semi-log. 

B) Acima: Curva de amplificação individual da amostra; Abaixo: A quantidade exata obtida em nanogramas a 

partir da curva padrão. 
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TABELA 4 – VALOR MÉDIO DE Q E MÉDIA DOS DESVIOS (CONSIDERANDO DOIS GENES DE 
REFERÊNCIA) E TIPO DE ALTERAÇÃO ENCONTRADA PARA AS 52 AMOSTRAS ANALISADAS PARA O 
GENE ALVO RAPH1 E GENES DE REFERÊNCIA PUM1, 18S E ACTB. A – GENE ALVO AMPLIFICADO 
(Q(médio)± S(médio) >1) D - GENE ALVO DELETADO (Q(médio)± S(médio) <1). 

 
(continua) 

Amostra Média do valor de Q Média do Desvio (S) Alteração 

1 0,56147 ± 0,0015 D
2
 

2 1,17344 ± 0,0015 A
2
 

3 0,24823 ± 0,0052 D
2
 

4 1,62702 ± 0,0020 A
3
 

5 2,36422 ± 0,0005 A
3
 

6 1,22119 ± 0,0043 A
1
 

7 0,63652 ± 0,0017 D
1
 

8 0,72151 ± 0,0133 D
2
 

9 1,12948 ± 0,0012 A
1
 

10 0,43886 ± 0,0071 D
1
 

11 1,51613 ± 0,0044 A
1
 

12 1,83078 ± 0,0030 A
2
 

13 0,59184 ± 0,0062 D
1
 

14 0,83126 ± 0,0024 D
2
 

15 1,39832 ± 0,0150 A
2
 

16 1,02816 ± 0,0004 A
3
 

17 0,75076 ± 0,0078 D
1
 

18 0,63167 ± 0,0052 D
1
 

19 0,4467 ± 0,0022 D
2
 

20 0,41857 ± 0,0055 D
1
 

21 1,63662 ± 0,0098 A
1
 

22 0,16573 ± 0,0025 D
2
 

23 0,62394 ± 0,0030 D
3
 

24 0,77356 ± 0,0017 D
2
 

25 0,85011 ± 0,0059 D
1
 

26 1,4734 ± 0,0062 A
1
 

27 2,14605 ± 0,0019 A
2
 

28 0,69851 ± 0,0060 D
1
 

29 1,93462 ± 0,0438 A
1
 

30 2,80845 ± 0,0008 A
3
 

31 0,91323 ± 0,0213 D
1
 

32 1,56423 ± 0,0025 A
1
 

33 1,48014 ± 0,0002 A
2
 

34 2,83062 ± 0,0809 A
2
 

35 0,62089 ± 0,0038 D
1
 

36 0,39137 ± 0,0012 D
1
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TABELA 4 – VALOR MÉDIO DE Q E MÉDIA DOS DESVIOS (CONSIDERANDO DOIS GENES DE 
REFERÊNCIA) E TIPO DE ALTERAÇÃO ENCONTRADA PARA AS 52 AMOSTRAS ANALISADAS PARA O 
GENE ALVO RAPH1 E GENES DE REFERÊNCIA PUM1, 18S E ACTB. A – GENE ALVO AMPLIFICADO 
(Q(médio)± S(médio) > 1) D - GENE ALVO DELETADO (Q(médio)± S(médio) < 1). 

 
(conclusão) 

Amostra Média do valor de Q Média do Desvio (S) Alteração 

37 0,81604 ± 0,0025 D
1
 

38 0,21365 ± 0,0023 D
1
 

39 0,50138 ± 0,0078 D
1
 

40 0,11186 ± 0,0018 D
1
 

41 0,84815 ± 0,0041 D
1
 

42 0,2974 ± 0,0023 D
1
 

43 0,86615 ± 0,0062 D
2
 

44 0,72755 ± 0,0018 D
3
 

45 0,66422 ± 0,0401 D
2
 

46 0,72304 ± 0,0125 D
1
 

47 0,49782 ± 0,0027 D
1
 

48 0,70661 ± 0,0223 D
1
 

49 3,56984 ± 0,0683 A
1
 

50 6,29024 ± 0,0224 A
1
 

51 0,16206 ± 0,0049 D
1
 

52 0,32196 ± 0,0131 D
1
 

Genes de referência utilizados: 
1
 – PUM1 e 18S                                                           

                                                   
2
 – 18S e ACTB 

                                                   
3
 – PUM1 e ACTB 

FONTE: O AUTOR (2012). 

 

Observou-se para as 52 amostras analisadas deleção do gene RAPH1 em 63,5% 

delas, enquanto que em 36,5% das amostras o gene mostrou-se amplificado (p=0,0522) 

(Gráfico 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 1 - ALTERAÇÕES ENCONTRADAS PARA O GENE RAPH1 NAS 52 AMOSTRAS ANALISADAS. 

FONTE: O AUTOR (2012). 
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A Tabela 5 apresenta a estatística descritiva considerando o valor médio de Q para 

dois genes de referência, nas amostras deletadas e amplificadas. 

 

TABELA 5 – ESTATÍSTICA DESCRITIVA DAS AMOSTRAS AMPLIFICADAS OU DELETADAS PARA O 

GENE RAPH1, CONSIDERANDO A MÉDIA DE Q PARA DOIS GENES DE REFERÊNCIA. 

 

Valor relativo de Q N 
Valor 

mínimo 

Valor 

máximo 
Média Desvio Padrão 

Amostras amplificadas  19 1,028 6,290 2,054 1,223 

Amostras deletadas  33 0,112 0,91323 0,569 0,230 

 

FONTE: O AUTOR (2012). 

 

5.4 Amplificações e deleções do gene RAPH1 e dados clínico-histopatológicos 

 

Os dados clínico-histopatológicos escolhidos para as análises de regressão e 

correlação foram os que apresentaram menos de 40% de ausência de informações para as 

pacientes (categoria SI ≤ 40%, conforme a tabela 1, exceto idade da paciente), uma vez 

que quanto menor o tamanho amostral, menor será a confiabilidade dos resultados 

obtidos. As características consideradas nas análises foram: metástases nos linfonodos, 

grau do tumor, tamanho do tumor, receptores de estrogênio e progesterona, amplificação 

do gene HER2 e patologia.  

A tabela 6 mostra os resultados obtidos a partir das análises de regressão binária 

logística quando utilizado o tipo de alteração do gene RAPH1 como variável independente 

e as variáveis com valores dicotômicos como variáveis dependentes, sendo elas: 

metástases nos linfonodos (1: ausência e 2: presença), receptores de estrogênio e 

progesterona (1: ausência e 2: presença), e amplificação do gene HER2 (1: não 

amplificado 2: amplificado). Nenhuma das variáveis mostrou valores significativos (p > 0,05 

I.C 95%) quando relacionadas às alterações estruturais do gene RAPH1. Para as demais 

características clínico-histopatológicas, categorizadas em mais de 2 classes: grau do tumor 

(I, II e III), tamanho do tumor (1: 5-24mm; 2: 25-44mm; 3: 45-64mm e 4: 65-84mm) e 

patologia (1: ductais; 2: lobulais; 3: tubulares e 4:outros) foram feitas análises de regressão 

multinomais e que também não apresentaram valores significativos (p > 0,05 I.C 95%). 
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Foram realizados testes de correlação de Spearman (ρ) utilizando-se o valor relativo 

de Q e todas as demais características histo-patológicas (Tabela 7), nos quais os 

coeficientes de correlação obtidos também não se mostraram significativos para nenhuma 

das variáveis analisadas (p ≥ 0,05). 

  

TABELA 6 – VALORES OBTIDOS (B, E.P - ERRO PADRÃO, TESTE WALD, GRAU DE LIBERDADE - GL, 

SIGNIFICÂNCIA - SIG E EXP (B)) A PARTIR DAS ANÁLISES DE REGRESSÃO REALIZADAS PARA AS 

VARIÁVEIS CLÍNICO-HISTOPATOLÓGICAS BINÁRIAS: METÁSTASE NOS LINFONODOS AXILARES, 

RECEPTOR DE ESTROGÊNIO E PROGESTERONA E AMPLIFICAÇÃO DO GENE HER2, UTILIZANDO AS 

ALTERAÇÕES DO GENE RAPH1 COMO VARIÁVEL INDEPENDENTE. 

 

a
 A constante é utilizada para os cálculos de regressão e é obtida separadamente em cada análise 

* Valores considerados não-significativos >0,05 

 

FONTE: O AUTOR (2012). 

 

 

 

 

 

 

 

Variáveis 
Dependentes 

 

B E.P Wald g.l Sig. Exp(B) 

95% I.C para EXP(B) 

N Menor Maior 

Metástase nos 

linfonodos 

axilares 

42 0,347 0,320 1,173 1 0,279* 1,414 0,755 2,648 

Constante
a
  -0,575 0,417 1,977 1 0,167 0,563   

Receptor de 

Estrogênio 
34 0,447 0,591 0,572 1 0,449* 1,563 0,491 4,978 

Constante  1,504 0,553 7,404 1 0,007 4,500   

Receptor de 

Progesterona 
33 0,539 0,583 0,856 1 0,355* 1,715 0,547 5,375 

Constante  1,224 0,509 5,786 1 0,016 3,400   

Amplificação do 

gene HER2 
34 0,118 0,496 0,057 1 0,812* 1,125 0,425 2,978 

Constante  -1,846 0,621 8,827 1 0,03 0,158   

http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%A1
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TABELA 7 – COEFICIENTES DE CORRELAÇÃO DE SPEARMAN (ρ) ENTRE OS VALORES RELATIVOS 

DE Q PARA O GENE RAPH1 E AS VARIÁVEIS CLÍNICO-HISTOPATOLÓGICAS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Valores considerados não significativos (p >0,05) 

 

FONTE: O AUTOR (2012). 

 

 

5.5 Amplificações e deleções do gene RAPH1 e genes ACHE e BCHE 

 

A fim de enriquecer os resultados obtidos neste estudo, utilizaram-se informações 

disponíveis de outros projetos de pesquisa do presente grupo, entre eles BERNARDI et al., 

(2010), nas quais foram analisadas as  amplificações e deleções dos genes ACHE e 

BCHE, para as mesmas amostras de carcinoma mamário utilizadas neste estudo. Para 

tanto, foram realizadas análises de correlação de Spearman considerando as alterações 

do gene RAPH1 juntamente com os resultados obtidos para os genes ACHE e BCHE. 

 Para o gene ACHE foram observados 51,16% de casos de amplificação em relação 

a 48,84% casos de deleção, já para o gene BCHE estavam amplificadas 42,55% das 

amostras e 57,45% deletadas. Estes valores não foram significativamente diferentes 

quando comparados aos casos de amplificação e deleção do gene RAPH1 utilizando o 

teste χ2
corr (p = 0,2208 e p=0,6850 para os genes ACHE e BCHE, respectivamente). 

Correlação de 
Spearman 

Variáveis N (ρ) 
Valor de p 
(bicaudal) 

 Metástase nos 
linfonodos axilares 

42 0,159 0,315* 

 
Grau do tumor 43 -0,061 0,698* 

 Tamanho do tumor 
(cm) 

41 0,162 0,312* 

 Receptor de 
Estrogênio 

34 0,174 0,326* 

 Receptor de 
Progesterona 

33 0,231 0,196* 

 Amplificação do 
HER2 

34 -0,123 0,489* 

 
Patologia 47 0,061 0,683* 

http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%A1
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%A1
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 Foram observadas correlações positivas e significantes de 38% (p=0,012) e 33% 

(p=0,020) entre os genes RAPH1 e os genes ACHE e BCHE, respectivamente, quando os 

casos de amplificação e deleção foram considerados (Tabela 8, gráfico 2 para o gene 

ACHE e 3 para o gene BCHE). O número de deleções e amplificações encontrado tanto 

para o RAPH1 e ACHE quanto RAPH1 e BCHE estão descritos nos gráficos 4 e 5, 

respectivamente. 

 

 

TABELA 8 – COEFICIENTES DE CORRELAÇÃO DE SPEARMAN (ρ) ENTRE AS ALTERAÇÕES 

(AMPLIFICAÇÕES E DELEÇÕES) DO GENE RAPH1 E AS AMPLIFICAÇÕES E DELEÇÕES DOS GENES 

ACHE E BCHE. 

 

Correlação de 
Spearman 

Gene N (ρ) 
Valor de p 
(bicaudal) 

 
ACHE 43 0,381 0,012** 

 
BCHE 47 0,337 0,020** 

** Valores significativos (p ≤0,05) 

 

FONTE: O AUTOR (2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%A1
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%A1
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GRÁFICO 2 - GRÁFICO DE CORRELAÇÃO ENTRE A VARIÁVEL AMPLIFICAÇÕES E DELEÇÕES 
ENCONTRADA PARA O GENE RAPH1 E A VARIÁVEL AMPLIFICAÇÕES E DELEÇÕES ENCONTRADA 
PARA O GENE ACHE. FONTE: O AUTOR (2012). LEGENDA: Alteração RAPH1 = amplificações e deleções 
do gene RAPH1; Alteração ACHE = amplificações e deleções do gene ACHE. 0 = deleção, 2 = amplificação 
(N=43 I.C 95%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
GRÁFICO 3 – GRÁFICO DE CORRELAÇÃO ENTRE A VARIÁVEL AMPLIFICAÇÕES E DELEÇÕES 
ENCONTRADA PARA O GENE RAPH1 E A VARIÁVEL AMPLIFICAÇÕES E DELEÇÕES ENCONTRADA 
PARA O GENE BCHE. FONTE: O AUTOR (2012). LEGENDA: Alteração RAPH1 = amplificações e deleções 
do gene RAPH1; Alteração BCHE = amplificações e deleções do gene BCHE. 0 = deleção, 2 = amplificação 
(N=47 I.C 95%). 
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GRÁFICO 4 – AMPLIFICAÇÕES E DELEÇÕES DOS GENES RAPH1 E ACHE. FONTE: O AUTOR (2012). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GRÁFICO 5 – AMPLIFICAÇÕES E DELEÇÕES DOS GENES RAPH1 E BCHE. FONTE: O AUTOR (2012). 
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6 DISCUSSÃO 

6.1 Alterações do gene RAPH1 e câncer  

 

O câncer é causado, em parte, por mutações irreversíveis no material genético as 

quais podem ocorrer em diferentes locais no genoma e contribuir para a progressão da 

doença (TAYLOR et al., 2008). As alterações mais frequentes são aquelas que alteram o 

número de cópias de genes essenciais ao desenvolvimento e progressão das neoplasias, 

e entre elas encontram-se as amplificações e as deleções (BUERGER et al., 1999; 

FOROZAN et al., 2000). 

A proteína lamelipodina (Lpd), codificada pelo gene RAPH1, está envolvida em 

processos como protrusão lamelipodial e motilidade celular, assim como em proliferação 

de células e tecidos (LAFUENTE et al., 2004; KRAUSE et al., 2004; LYULCHEVA et al. 

2008). Dessa forma, optou-se por investigar se alterações estruturais (amplificações e 

deleções) do gene RAPH1 estariam envolvidas na tumorigênese ou progressão de células 

de carcinoma mamário e principalmente se estariam envolvidas no processo de metástase, 

uma vez que a Lpd é uma proteína que contribui de modo considerável para a motilidade 

celular. 

 Conforme o gráfico 1, foi observado que todas as amostras das pacientes 

analisadas (N=52) possuem alteração no gene RAPH1, sendo que em 63,5% dos casos 

verificou-se que o gene encontra-se deletado em relação aos 36,5% de amostras em que 

ele encontra-se amplificado. Este resultado coincide com os resultados descritos na 

literatura para os quais a região do gene RAPH1 (2q33) está deletada em diversos tipos de 

cânceres, entre eles: carcinoma cervical, carcinoma de células escamosas de boca, 

carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço, carcinoma de células escamosa 

do esôfago, neuroblastoma e câncer de pulmão (OTSUKA et al., 1996; PACK et al., 1999; 

TAKITA et al., 2001; BEDER et al., 2003; YAMAMOTO et al., 2003). 

A deleção freqüente da região 2q33 em cânceres e conseqüentemente do gene 

RAPH1 poderia explicar a diminuição da sua expressão observada por DAHL et al., (2005) 

em 43% das amostras de cânceres de mama e 25% em amostras de câncer de ovário. 

 Resultados encontrados por EPPERT et al., (2005) mostram uma freqüência de 

67% de Perda de Heterozigose (LOH) do gene RAPH1 em amostras de osteossarcomas 

primários assim como uma diminuição da expressão do gene quando comparadas 

amostras de tumores primários e metastáticos (pareadas), sugerindo uma possível 
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importância do gene tanto para o desenvolvimento da doença, uma vez que ele encontra-

se deletado em tumores primários, quanto para a progressão de tumores primários para 

tumores metastáticos, por mecanismos de diminuição da expressão gênica. De maneira 

geral, para osterossarcomas, seria possível sugerir que o gene RAPH1 estaria atuando 

como um gene supressores de tumor, por supor que sua deleção ou diminuição da 

expressão possa ser importante para conceder vantagens ao tumor em crescimento ou 

permitir que as células se tornem metastáticas. 

 Apesar de a maioria das amostras encontrarem-se deletadas, 36,5% delas mostrou 

amplificação para o gene RAPH1. Não existe nenhum trabalho na literatura relatando 

amplificação do número de cópias deste gene, no entanto é possível que ele se encontre 

próximo a proto-oncogenes e sua amplificação ocorra de maneira acidental em alguns 

tumores (ZAKUT et al., 1991). O gene erbB-4, da mesma família do gene erbB-2 (também 

conhecido como HER2), relacionado a crescimento, diferenciação e proliferação de tecidos 

(CARRAWAY et al., 1997), situa-se na posição 2q34 muito próxima da região em que se 

localiza o gene RAPH1 (2q33) e já foi descrito como amplificado em 13,1% de amostras de 

câncer de mama (VOGT et al., 1998).  

 A fim de se obter alguma relação entre alterações do gene RAPH1 e 

desenvolvimento e progressão do câncer em amostras de carcinoma mamário, foram feitas 

análises utilizando os resultados obtidos e as informações clínico-histopatológicas das 

pacientes. 

 

6.2 Amplificações e deleções do gene RAPH1 e dados clínico-histopatológicos. 

 

As principais características clínico-histopatológicas das pacientes amplamente 

utilizadas como fatores de prognóstico em câncer de mama são: tamanho do tumor, grau 

histológico, receptores hormonais, amplificação do gene HER2 e metástases nos 

linfonodos axilares. Estas informações são importantes também para modelos terapêuticos 

específicos para cada paciente, aumentando a sobrevida (WINER et al., 2001; 

GOLDHIRSCH et al., 2003; MARTY et al., 2005; CHIURI et al., 2007). As informações 

disponíveis para estas características, incluindo também tipo de patologia, foram 

analisadas em conjunto com os resultados de amplificação e deleção encontrados para o 

gene RAPH1 através de análises de regressão e correlação.  
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Nas análises de regressão foram utilizadas as alterações encontradas, sendo (2) 

amplificações e (0) deleções, como variável independente e as características: grau do 

tumor, metástase nos linfonodos axilares, tamanho do tumor receptores de estrogênio e 

progesterona, amplificação do gene HER2 e patologia como variável dependente. O 

objetivo foi determinar se as alterações do gene RAPH1 seriam fatores determinantes ou 

causais para alguma destas características, principalmente para metástase nos linfonodos 

e tamanho do tumor, características as quais já foram associadas à função da proteína Lpd 

(motilidade e proliferação celular, respectivamente), no entanto nenhum dos valores 

obtidos mostrou-se significativo.  

Também foram realizadas análises de correlação de Spearman utilizando os valores 

de Q ao invés do tipo de alteração, com as mesmas características clínico-histopatológicas 

descritas acima e também não se observou nenhuma correlação significativa. No caso 

específico do tamanho do tumor, mesmo se o resultado para esta característica tivesse 

sido significativo não seria possível afirmar com certeza uma relação causal uma vez que o 

tamanho do tumor é determinado por diversos fatores, entre eles: tempo decorrido até o 

diagnóstico e as características biológicas de cada tumor (WEEDON-FEKJÆR et al., 

2008). 

Dessa forma, pode-se admitir que as alterações encontradas no gene RAPH1 não 

podem ser consideradas fatores preditivos acerca das informações analisadas, e desta 

forma o fato de o gene estar amplificado ou deletado não apresenta nenhuma importância 

em relação ao desenvolvimento ou progressão da doença, diferentemente do que foi 

encontrado por EPPERT et al. (2005) em osteossarcomas, como acima referido (página 

46). Uma das justificativas seria o fato de que cada tipo de câncer possui características 

peculiares de desenvolvimento e progressão e genes de grande importância no processo 

de tumorigênese em osteossarcomas podem não ser os mesmos envolvidos em câncer de 

mama, embora existam alguns de importância comum (HANSEN, 1991; WEINBERG, 

2000; FUTREAL et al., 2004; DAHL et al., 2005). 

Sabendo a relação da proteína Lpd com motilidade celular e metástase descrita na 

literatura, é possível analisar os motivos pelos quais as alterações no gene RAPH1 não 

estariam interferindo para um aumento ou diminuição de casos de metástase nos 

linfonodos. 
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 Existem dois aspectos a serem considerados:  

1) A amplificação do gene RAPH1 não aumenta a incidência de metástase nos 

linfonodos; 

 2) A deleção do gene RAPH1 não diminui a incidência de metástase nos linfonodos. 

Devido ao trabalho publicado por KRAUSE et al. (2004) no qual foi verificado um 

aumento da velocidade de protrusão lamelipodial quando a proteína Lpd estava 

superexpressa, poderia ser levantada a hipótese de que a amplificação do gene RAPH1 

levaria a um aumento da expressão da proteína Lpd em câncer de mama e que desta 

forma aumentariam as chances de metástase nos linfonodos pelo aumento da motilidade 

celular. No entanto, nem sempre o aumento do número de cópias de um gene determina 

aumento significativo da expressão gênica, estes valores podem variar dependendo do tipo 

de tumor (MYLLYKANGAS e KNUUTILA, 2005). Em câncer de mama estudos indicaram 

aumento da expressão em 44 e 62% dos casos de amplificação gênica (HYMAN et al., 

2002; POLLACK et al., 2002). 

Uma das possíveis explicações para o não aumento da incidência de metástases 

apesar da amplificação do gene RAPH1 e hipoteticamente do aumento da expressão da 

proteína Lpd, seria o de que existem outras proteínas que seriam capazes de regular 

negativamente e de forma intensa a motilidade celular. O trabalho de BAE et al. (2010) 

mostrou que a proteína Profilina (Pfn1) pode inibir a motilidade celular em células MDA-

MB-231 de linhagem de câncer de mama, por se ligar aos mesmos fosfoinositídeos (PI 

(3,4)P2) que a Lpd utiliza para recrutar as proteínas Ena/VASP e induzir a montagem do 

citoesqueleto de actina, os sítios indisponíveis para a Lpd impediriam que esta atuasse a 

favor da motilidade celular. Da mesma forma, quando a proteína Pfn1 está menos 

expressa, os sítios se tornam livres para que a Lpd atue e cause hipermotilidade. Sendo 

assim pode-se sugerir que, neste caso, a presença da proteína Pfn1 poderia ser essencial 

para impedir o aumento da motilidade celular em células de câncer de mama e o papel da 

Lpd estaria atenuado. 

O segundo aspecto a ser considerado seria o de que quando o gene RAPH1 está 

deletado poderia ocorrer por conseqüência uma diminuição da incidência de metástase 

nos linfonodos, uma vez que a proteína Lpd não estaria disponível para atuar como 

adaptadora de sinais e promover a montagem do citoesqueleto de actina. No entanto, 

existe uma série de outras proteínas sabidamente envolvidas no processo de 

remodelamento do citoesqueleto de actina e que também atuam no processo de 

metástase, entre elas: cofilina, Arp 2/3, LASP-1, Mena e Palladina (ROY et al., 2004; 
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WITTENMAYER et al., 2004; DI MODUGNO et al., 2007; GOICOECHEA et al., 2009) que 

poderiam estar desempenhando seus papeis normalmente mesmo com a ausência da Lpd. 

O trabalho de GERTLER et al., (2011) sugere a importância da proteína Mena 

(pertencente à família Ena/VASP) como um possível marcador para risco de metástase. 

Foram encontradas isoformas superexpressas desta proteína responsáveis por aumentar o 

nível de protrusão celular e habilidades migratórias, ao mesmo tempo em que outras 

isoformas estavam seletivamente menos expressas. A mudança de expressão das 

isoformas permite ao tumor metastizar em resposta a vários estímulos, entre eles o fator 

EGF. Outras proteínas já foram descritas como associadas à proteína Mena, entre elas as 

proteínas TES e Palladina (STRICKLAND et al., 2006; GOICOECHEA et al., 2009). A 

proteína Palladina possui a mesma capacidade da Lpd em se ligar às proteínas Ena/VASP 

(BOUKHELIFA et al., 2004) e também é conhecida por contribuir para a motilidade invasiva 

de células em câncer de mama. GOICOECHEA et al., (2009) mostraram um aumento da 

expressão da proteína Palladina em quatro linhagens de câncer de mama invasivas, além 

de um importante papel desta proteína na formação de podossomas (estruturas que 

funcionam para aderir e degradar a matriz extracelular), os quais têm sido encontrados em 

muitos tipos de células invasivas. 

Além das proteínas responsáveis por atuar diretamente no citoesqueleto de actina, 

existem outros genes responsáveis por codificar muitos outros componentes que atuam 

nas vias que fazem com que uma célula adquira a capacidade de migrar (WANG et AL., 

2005). Desta maneira o gene RAPH1 seria somente mais um componente de inúmeras 

vias que culminam em aumento de motilidade e metástase e não apresenta um papel 

determinante em células de carcinoma mamário. Em outros tipos de câncer talvez ele 

apresente alguma contribuição mais efetiva. 

 

6.3 RAPH1 e as colinesterases 

 

Foi observada uma correlação positiva e significativa entre as amplificações e 

deleções do gene RAPH1 e as mesmas alterações nos genes das colinesterases (gráficos 

4 e 5), ACHE (p= 0,012) e BCHE (p=0,020) os quais já foram previamente associados ao 

processo de tumorigênese (ZAKUT et al., 1990; STEPHENSON et al., 1996; SMALL et al., 

1996; BURDALL et al., 2003).  
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O trabalho de BERNARDI et al., (2010) já havia mostrado deleções em 43,64% e 

56,36% das amostras de carcinoma mamário, respectivamente para os genes ACHE e 

BCHE e amplificações em aproximadamente 23% dos casos. No mesmo trabalho também 

foram observadas correlações positivas entre amplificações e deleções entre estes dois 

genes. Uma das explicações proposta para as amplificações ou deleções conjuntas seria a 

de alterações casuais que poderiam ocorrer devido à proximidade a outros genes 

importantes no desenvolvimento do câncer, como proto-oncogenes e genes supressores 

de tumor (ZAKUT et al., 1991; BERNARDI, 2008), uma vez que os genes das 

colinesterases se localizam em regiões cromossômicas distintas (ACHE - 7q22 e BCHE 

3q26.1-q26.2). O mesmo é possível dizer para a correlação encontrada entre estes genes 

e o gene RAPH1, já que sua localização cromossômica (2q33) também é diferente das 

colinesterases.   

Outra hipótese seria a da instabilidade genômica, muito importante para o acúmulo 

de mutações essenciais para o desenvolvimento do câncer. A instabilidade genômica, de 

maneira geral, pode ser observada a nível de nucleotídeo e resulta em substituições, 

inserções ou deleções causando mutações funcionais em genes de certas proteínas. Ou 

então, como observado na maioria dos tumores, a instabilidade ocorre a nível 

cromossômico, resultando em ganhos e perdas de todo o cromossomo ou de parte dele 

(LENGAUER et al., 1998).  

Ao contrario de muitas características adquiridas por células de câncer, a 

instabilidade genômica, uma vez adquirida pela célula, não oferece vantagem imediata 

para a proliferação ou sobrevivência. No entanto, em longo prazo esta instabilidade 

favorece mutações adicionais consideradas essenciais ou não para a proliferação 

agressiva do clone de células que a possui (WEINBERG, 2000). Esta informação permite 

supor que a correlação encontrada entre as alterações do gene RAPH1 e os genes das 

colinesterases seria devido à instabilidade genômica, que pode ocorrer no 

desenvolvimento de qualquer tumor em crescimento, tornando-a responsável por causar 

as alterações descritas neste trabalho e no trabalho de BERNARDI et al., (2010), e não 

uma relação direta entre amplificações e deleções destes genes com o processo de 

tumorigênese. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

A partir dos resultados encontrados neste trabalho, pôde-se concluir que: 

 

1. O gene RAPH1 encontra-se alterado (amplificado ou deletado) em todas as 

amostras de carcinoma mamário analisadas. 

2. As alterações estruturais encontradas para o gene RAPH1 não apresentam 

correlação significativa com os dados clínico - histopatológicos das pacientes e nem 

podem ser consideradas como um fator preditivo para alguma destas 

características. 

3. As amplificações e deleções do gene RAPH1 não contribuem de maneira efetiva 

para o processo de tumorigênese e nem para o aumento ou diminuição da 

motilidade celular e incidência de metástase nos linfonodos em carcinoma mamário. 
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Resumo 

Revisão.A proteína Lamelipodina, codificada 

pelo gene RAPH1, modula a montagem do 

citoesqueleto de actina, através de sua ligação 

às proteínas Ena/VASP, e atua na protrusão 

lamelipodial e motilidade celular.  A região do 

gene RAPH1 (2q33) está deletada em diversos 

tipos de cânceres e a expressão do gene 

alterada em tumores quando comparada a 

tecidos normais. Desse modo foram 

investigadas amplificações e deleções do gene 

RAPH1 em amostras de carcinoma mamário, 

com o objetivo de determinar sua possível 

relação com a tumorigênese e metástase. 

Métodos.Foram utilizadas amostras de tumor e 

de sangue periférico de 52 pacientes. As 

alterações do gene RAPH1 foram 

determinadas pela quantificação relativa, 

método da curva padrão, utilizando a técnica 

PCR em Tempo Real. Foram realizadas 

análises de regressão e correlação entre as 

amplificações e deleções do gene RAPH1 e 

dados clínico – histopatológicos. 

Resultados.Das 52 amostras analisadas, 

observou-se 63,5% casos de deleção e 36,5% 

casos de amplificação. As análises de 

regressão e correlação com as informações 

clínico-histopatológicas não apresentaram 

resultados significativos. 

Conclusões.As alterações estruturais do gene 

RAPH1 não exercem papel determinante no 

processo de tumorigênese em carcinomas 

mamários e as amplificações e deleções 

encontradas também não são responsáveis por 

aumentar ou diminuir a motilidade celular e a 

incidência de metástase nos linfonodos, 

podendo outras proteínas relacionadas ao 

processo de metástase estarem envolvidas de 

maneira mais efetiva, entre elas a Profilina1 e 

a Palladina. 

Palavras-chave:.Lamelipodina,gene 

RAPH1,amplificação e deleção gênica, Câncer 

de mama, PCR em Tempo Real. 

1 Introdução 

Nas últimas décadas têm ocorrido em todo 

o mundo significativo aumento da incidência 

do câncer de mama e consequentemente da 

mortalidade associada à neoplasia. O 

desenvolvimento da malignidade é o resultado 

da interação de fatores genéticos com estilo de 

vida, hábitos reprodutivos e meio ambiente 

[14]. O gene RAPH1 (Ras association 

(RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology 

domains 1), é responsável por produzir a 

proteína Lamelipodina humana (Lpd). A 

ligação desta proteína às proteínas Ena/VASP 

auxilia a montagem do citoesqueleto de actina 

[17, 16], e desempenha uma importante 

função na protrusão lamelipodial e na 

motilidade celular. Já foi mostrado que a 

proteína Lpd funciona como mediadora 

contribuindo para um aumento de motilidade 

celular in vitro, em células de câncer de mama 

(MDA-MB-231), na ausência da proteína 

Profilina1 [2].  Outros trabalhos já mostraram 

que a região em que se encontra o gene 

RAPH1 (2q33) esta deletada em diversos tipos 

de cânceres, entre eles: carcinoma cervical, 

carcinoma de células escamosas de boca, 

carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço, carcinoma de células escamosa do 

esôfago, neuroblastoma e câncer de pulmão 

[21, 31, 26, 3, 22].  Além de o gene já ter sido 

descrito como estando menos expresso em 

Amplificação e Deleção do gene RAPH1 e sua correlação com 

dados clínico-histopatológicos em pacientes com câncer de 

mama 
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alguns tipos de cânceres, entre eles cânceres 

de ovário e mama [6].  

Considerando a importância de 

amplificações e deleções gênicas na origem e 

progressão dos tumores humanos [24, 8] 

objetivamos investigar tais alterações no gene 

RAPH1 a fim de determinar seu envolvimento 

no processo de tumorigênese e metástase. 

2 Material e Métodos 

2.1 Caracterização da Amostra 

Foram utilizados fragmentos de tumores de 

mama juntamente com amostras de sangue 

periférico (utilizadas como controle) coletadas 

pela equipe do Laboratório de Citogenética 

Humana e Oncogenética, de 52 pacientes 

portadoras de carcinomas mamários 

esporádicos atendidas no Hospital Nossa 

Senhora das Graças e do Hospital de Clínicas 

de Curitiba, Paraná, Brasil, totalizando 104 

amostras. Foram coletados cerca de 10 ml de 

sangue periférico de cada paciente, por meio 

de punção intravenosa com agulhas e seringas 

descartáveis estéreis. O material foi 

imediatamente colocado em tubos estéreis 

contendo 1,75 ml de solução anti-coagulante-

ACD (0,016 M de ácido cítrico; 0,068 M de 

citrato de sódio; 0,081 M de glicose, 

previamente autoclavados), rotulados 

eenviados para o processamento. Já as 

amostras do tecido tumoral foram removidas 

cirurgicamente, avaliadas por um patologista 

para a confirmação da malignidade e 

devidamente acondicionadas em frascos 

estéreis e estocadas em condições ideais de 

temperatura e conservação (-80ºC) até a 

extração do DNA. A classificação 

histopatológica foi realizada de acordo com os 

critérios internacionais estabelecidos pela 

classificação internacional de tumores (WHO) 

e o estadiamento clínico foi determinado de 

acordo com o estadiamento TNM do câncer. O 

DNA do sangue periférico foi extraído pelo 

método salting out e o DNA do tecido tumoral 

pelo método Fenol-Clorofórmio. Todas as 

amostras foram aliquotadas a uma 

concentração de 20ng/µl. 

2.2 Amplificação por qPCR 

Para a análise da alteração do número de 

cópias do gene RAPH1, foi utilizada a técnica 

PCR em Tempo Real e as reações de 

amplificação foram realizadas utilizando-se 

sondas TaqMan® como método de detecção e  

Master MIX QuantiFast® Probe PCR, 

utilizando o equipamento Mastercycler® ep 

realplex em uma placa de 96 poços, com 

volume final de 10 µl. Todas as sequências de 

primers e probes foram desenhadas com 

auxílio da ferramenta IDT Scitools Real Time 

PCR. As sequências do gene alvo RAPH1, 

assim como dos genes de referência 

escolhidos, Pumilio Homólogo 1 (PUM1), 18S 

e β-actina (ACTB) [19, 18] utilizadas estão 

descritas na Tabela 1. A amplificação dos 

segmentos, realizada pela PCR em tempo real, 

foi analisada por meio da Quantificação 

Relativa, método da curva padrão. Cada placa 

foi realizada para um gene em separado, 

contendo: a curva padrão, 13 amostras de 

tumor e sangue em triplicata e um controle 

negativo, também em triplicata, foram 

utilizados os valores obtidos para as amostras 

somente se o desvio entre os Cts das triplicatas 

fosse ≤ 0,3. A curva padrão foi construída em 

todas as placas, com 5 pontos em triplicata, 

fator de diluição 4 nas seguintes 

concentrações: 256 ng/µl, 64 ng/µl, 16 ng/µl, 

4 ng/µl e 1 ng/µl, estando suas eficiências 

variando de 100 a 101%. O ciclo de 

amplificação utilizado foi: 1) 95ºC por 3 

minutos, 2) 95ºC por 50 segundos, 3) 59.8ºC 

por 30 segundos, 4) 72ºC por 30 segundos, 5) 

passos 2 a 4 repetidos por 45 ciclos. 

2.3 Análises estatísticas 

Para cada amostra a quantidade, em 

nanogramas, do gene alvo (RAPH1) e dos 

genes de referência (18S, PUM1 e ACTB) 

tanto em tecido tumoral quanto em tecido 

sanguíneo foi determinada pelo Software 

Realplex 1.5 Eppendorf. Em seguida, foi 

calculada a relação (Q)  para cada amostra 

utilizando-se as médias das quantidades 

obtidas das reações de amplificação do gene 

alvo e genes de referência, nos dois tecidos. 
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Tabela 1 – Iniciadores e sondas utilizadas nas reações de amplificação do gene alvo e dos genes de referência 

 

O valor relativo de Q foi obtido 

separadamente para o gene alvo e para cada 

gene de referência a partir da fórmula (1) [15].  
 

Tabela 2 – Características clinico-histopatológicas das 

pacientes 

 

 
a
Característica disponível porém não utilizada nas 

análises 

 

 

 

 

 

 

Q = Tumor (Alvo)⁄(Tumor (Referência)/ 

Sangue (Alvo)/Sangue(Referência) (1) 

 

Os coeficientes de variação (CV) foram 

calculados a partir das triplicatas dos tumores 

do gene alvo e dos tumores dos genes de 

referência para obter o desvio padrão (S) de Q 

para cada amostra, (2) [1]. 

 

CV1 = Desvio Padrão Tumor (Alvo)/ Média 

Tumor (Alvo) 

 

CV2 = Desvio Padrão Tumor (Referência)/ 

Média Tumor (Referência) 

 

CV = (CV1
2
 + CV2

2
)
1/2 

 

S = CV .Q   (2) 

 

Para determinar o tipo de alteração 

(amplificação ou deleção) de cada amostra foi 

feito uma média dos valores de Q, assim como 

uma média dos valores de desvio (S) 

utilizando dois genes de referência com 

resultados concordantes (Tabela 4) e 

verificado se Q(médio) ± S(médio) > 1 (amostras 

amplificadas) ou Q(médio) ± S(médio) < 1 

(amostras deletadas), com I.C de 95%.  Foram 

realizadas análises de regressão e correlação 

entre os resultados obtidos e os dados clinico-

histopatológicos (Tabela 2) com auxílio do 

programa SPSS Statistics 17.0 (Windows & 

Mac). 

3 Resultados 

3.1 Amplificações e deleções do gene 

RAPH1 

 O gene RAPH1 apresentou alteração em todas 

as amostras analisadas (63,5% deleções vs. 

Gene Exon Iniciador avante Sonda Iniciador reverso 

18S - 5’ GAGACTCTGGCATGCTAACTAG 3’ 5’ TGCTCAATCTCGGGTGGCTGAA 3’ 5’ GGACATCTAAGGGCATCACAG 3’ 

PUM1 15 5’ ACGAATGGCAGTGGAAGATAC 3’ 5’ TGAAGCCAAGTACCGCAGTGCAA 3’ 5’ CGAGAGGAAGAGAAAAGAGTGC 3’ 

ACTB 6 5’ AGTCCCTTGCCATCCTAAAAG 3’ 5’ CCAGTCCTCTCCCAAGTCCACAC 3’ 5’ CAATGCTATCACCTCCCCTG 3’ 

RAPH

1 
4 5’ TCTTTGAGTATGGATGAGGCTG 3’ 5’ TGACGCGGTTCTTCTGTGCTGATT 3’ 5’ GTGATGCTGGAATGGGAGG 3’ 

Características Nº de pacientes,(%)  N (total) 

Idade da paciente (anos)
a
  

44 <60 25 (57) 

≥60 19 (43) 

Tamanho do tumor (mm)   

5-24 15(36,6) 

41 
25-44 19(46,3) 

45-64 4(9,8) 

65-84 3(7,3) 

Grau do Tumor  

43 
I 7(16,3) 

II 26(60,4) 

III 10(23,3) 

Metástase dos Linfonodos 

Axilares 

24(57,1) 42 

Amplificação HER2 5(14,7) 34 

Receptores de Estrogênio 29(85,3) 34 

Receptores de 

Progesterona 

27(81,8) 33 

Patologia   

Ductal 39(81,3) 

48 
Lobular 2(4,2) 

Tubular 2(4,2) 

Outros 5(10,3) 
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36,5 % amplificações p=0,0522) (Tabelas 3 e 

4). Com o objetivo de avaliar se as alterações 

no gene RAPH1 estão envolvidas no 

desenvolvimento e progressão de tumores de 

mama, com ênfase para o processo de 

metástase, foram realizados testes de regressão 

com os dados das características clínico-

histopatológicas e alterações do gene 

RAPH1(0= deletado e 2=amplificado) e de 

correlação entre os valores relativos de Q, e as 

mesmas características. Nenhum dos valores 

obtidos foram estatisticamente significantes. 

4 Discussão 

O gene RAPH1 está deletado em grande 

parte das amostras analisadas neste estudo 

(63,5%, N=52). Este resultado está de acordo 

com os descritos na literatura para os quais a 

região do gene RAPH1 (2q33) está deletada 

em cânceres de células escamosas de boca, 

cervicais, de células escamosas de cabeça e 

pescoço, de células escamosa do esôfago, 

neuroblastoma e de pulmão [21, 31, 26, 3, 22]. 

A deleção frequente desta região em cânceres 

e consequentemente do gene RAPH1 poderia 

explicar a diminuição da sua expressão 

observada por Dahl et al. [6] em 43% das 

amostras de cânceres de mama e 25% em 

amostras de câncer de ovário. Resultados 

encontrados por Eppert et al. [9] mostram uma 

frequência de 67% de Perda de Heterozigose 

(LOH) do gene RAPH1 em amostras de 

osteossarcomas primários assim como uma 

diminuição da expressão do gene quando 

comparadas amostras de tumores primários e 

metastáticos (pareadas), sugerindo uma 

possível importância do gene tanto para o 

desenvolvimento da doença, uma vez que ele 

encontra-se deletado em tumores primários, 

quanto para a progressão de tumores primários 

para tumores metastáticos, por apresentar 

mecanismos de diminuição da expressão 

gênica. De maneira geral, para 

osterossarcomas, é possível que o gene 

RAPH1 possua um efeito protetor, 

desempenhado por muitos genes chamados 

supressores de tumor, por supor que sua 

deleção ou diminuição da expressão possa ser 

importante para conceder vantagens ao tumor 

em crescimento ou permitir que as células se 

tornem metastáticas. O mesmo não foi 

observado para as amostras de carcinoma 

mamário, na qual as alterações do gene 

RAPH1 não se mostraram preditivas para 

nenhuma das características clínico-

histopatológicas analisadas, nem mesmo para 

metástase nos linfonodos, considerada 

inicialmente. Uma das justificativas seria o 

fato de que cada tipo de câncer possui 

características peculiares de desenvolvimento 

e progressão e genes de  
 

Tabela 3 – Quantidade relativa do gene RAPH1 (Q) e o 

Desvio Padrão (S) em 52 pacientes. 

Caso Q(médio)± S (médio) Alt Caso Q(médio)± S (médio) Alt 

1 0,56147 ±0,0015 del 27 2,14605 ±0,0019 amp 

2 1,17344 ±0,0015 amp 28 0,69851 ±0,0060 del 

3 0,24823 ±0,0052 del 29 1,93462 ±0,0438 amp 

4 1,62702 ±0,0020 amp 30 2,80845 ±0,0008 amp 

5 2,36422 ±0,0005 amp 31 0,91323 ±0,0213 del 

6 1,22119 ±0,0043 amp 32 1,56423 ±0,0025 amp 

7 0,63652 ±0,0017 del 33 1,48014 ±0,0002 amp 

8 0,72151 ±0,0133 del 34 2,83062 ±0,0809 amp 

9 1,12948 ±0,0012 amp 35 0,62089 ±0,0038 del 

10 0,43886 ±0,0071 del 36 0,39137 ±0,0012 del 

11 1,51613 ±0,0044 amp 37 0,81604 ±0,0025 del 

12 1,83078 ±0,0030 amp 38 0,21365 ±0,0023 del 

13 0,59184 ±0,0062 del 39 0,50138 ±0,0078 del 

14 0,83126 ±0,0024 del 40 0,11186 ±0,0018 del 

15 1,39832 ±0,0150 amp 41 0,84815 ±0,0041 del 

16 1,02816 ±0,0004 amp 42 0,2974 ±0,0023 del 

17 0,75076 ±0,0078 del 43 0,86615 ±0,0062 del 

18 0,63167 ±0,0052 del 44 0,72755 ±0,0018 del 

19 0,4467 ±0,0022 del 45 0,66422 ±0,0401 del 

20 0,41857 ±0,0055 del 46 0,72304 ±0,0125 del 

21 1,63662 ±0,0098 amp 47 0,49782 ±0,0027 del 

22 0,16573 ±0,0025 del 48 0,70661 ±0,0223 del 

23 0,62394 ±0,0030 del 49 3,56984 ±0,0683 amp 

24 0,77356 ±0,0017 del 50 6,29024 ±0,0224 amp 

25 0,85011 ±0,0059 del 51 0,16206 ±0,0049 del 

26 1,4734 ±0,0062 amp 52 0,32196 ±0,0131 del 

Abreviações: Alt - alteração; del – deletado no tumor; 

amp – amplificado no tumor 

 



66 
 

 

Tabela 4 - Genes de referência utilizados para determinar as deleções e amplificações do gene RAPH1. 

 

 

importância relevante no processo de 

tumorigênese em osteossarcomas podem 

não ser os mesmos envolvidos em câncer 

de mama, embora existam alguns de 

importância comum [13, 29, 10, 6]. 

Considerando a relação da proteína Lpd 

com motilidade celular e metástase, é 

possível supor os motivos pelos quais as 

alterações no gene RAPH1 não estariam 

interferindo para um aumento ou 

diminuição de casos de metástase nos 

linfonodos. A deleção do gene RAPH1 

poderia resultar, a priori, em uma 

diminuição da incidência de metástase 

nos linfonodos, uma vez que a proteína 

Lpd não estaria disponível para atuar 

como adaptadora de sinais e promover a 

montagem do citoesqueleto de actina. No 

entanto, uma série de outras proteínas 

estão envolvidas no processo de 

remodelamento do citoesqueleto de 

actina e que também atuam no processo 

de metástase, entre elas: cofilina, Arp 

2/3, LASP-1, Mena e Palladina [23, 30, 

7, 12] que poderiam estar 

desempenhando suas funções 

normalmente mesmo na ausência da Lpd. 

O trabalho de Gertler et al. [11] aponta a 

importância da proteína Mena 

(pertencente a família Ena/VASP) como 

um possível marcador para risco de 

metástase. Foram encontradas isoformas 

superexpressas desta proteína 

responsáveis por aumentar o nível de  

 

 

protrusão celular e habilidades 

migratórias, ao mesmo tempo em que  

outras isoformas estavam seletivamente 

menos expressas. A mudança de 

expressão das isoformas permite ao 

tumor metastizar em resposta a vários 

estímulos, entre eles o fator EGF. Outras 

proteínas já foram descritas como 

associadas à proteína Mena, entre elas as 

proteínas TES e Palladina [25, 12]. A 

proteína Palladina possui a mesma 

capacidade da Lpd em se ligar às 

proteínas Ena/VASP [4] e também é 

conhecida por contribuir para a 

motilidade invasiva de células em câncer 

de mama. Goicoechea et al. [12] 

mostraram aumento da expressão da 

proteína Palladina em quatro linhagens 

de câncer de mama invasivas, além de 

um importante papel desta proteína na 

formação de podossomas (estruturas que 

funcionam para aderir e degradar a matriz 

extracelular), os quais têm sido 

encontrados em muitos tipos de células 

invasivas. O gene RAPH1 se mostrou 

amplificado em 36,5% das amostras 

analisadas. Não existe nenhum trabalho 

na literatura descrevendo amplificação do 

número de cópias deste gene, no entanto 

sua proximidade a proto-oncogenes 

poderia explicar a amplificação 

encontrada em alguns tumores [32]. O 

gene erbB-4, da mesma família do gene 

erbB-2 (ou HER2), relacionado a 

crescimento, diferenciação e proliferação 

Alterações do gene RAPH1 Genes de referência (Nº,%)  

 
18S e PUM1 PUM1 e ACTB 18S e ACTB Total,% 

Deleções 22(66,6) 2(6,1) 9(27,3) 33(63,5) 

Amplificações 9(47,4) 4(21,1) 6(31,5) 19(36,5) 

    52(100) 
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de tecidos [5], situa-se na posição 2q34 

muito próxima da região em que se 

localiza o gene RAPH1 (2q33) e já foi 

descrito como amplificado em 13,1% de 

amostras de câncer de mama [27]. Krause 

et al. [16] verificaram aumento de 

velocidade de protrusão lamelipodial 

quando a proteína Lpd encontrava-se 

superexpressa. Desta forma, poderia ser 

levantada a hipótese de que a 

amplificação do gene RAPH1 levaria a 

um aumento da expressão da proteína 

Lpd em câncer de mama e que desta 

forma aumentariam as chances de 

metástase nos linfonodos pelo aumento 

da motilidade celular, mesmo sabendo 

que nem sempre o aumento do número de 

cópias de um gene determina um 

aumento significativo da expressão 

gênica [20]. Uma das possíveis 

explicações para o não aumento da 

incidência de metástases apesar da 

amplificação do gene RAPH1 e 

hipoteticamente do aumento da expressão 

da proteína Lpd, seria o de que existem 

outras proteínas capazes de regular 

negativamente e de forma intensa a 

motilidade celular. BAE et al. [2] 

mostraram que a proteína Profilina1 pode 

inibir a motilidade celular em células 

MDA-MB-231 de linhagem  de câncer de 

mama, por se ligar aos mesmos 

fosfoinositídeos (PI (3,4)P2) que a Lpd 

utiliza  para recrutar as proteínas 

Ena/VASP e induzir a montagem do 

citoesqueleto de actina. Os sítios 

indisponíveis para a Lpd impediriam sua 

atuação a favor da motilidade celular. Da 

mesma forma quando a proteína 

Profilina1 está menos expressa, os sítios 

se tornam livres para que a Lpd atue 

causando hipermotilidade. Sendo assim, 

a presença da proteína Profilina1, neste 

caso, poderia ser essencial para o não 

aumento da motilidade celular em células 

de câncer de mama e o papel da Lpd 

estaria atenuado. Além das proteínas 

responsáveis por atuar diretamente no 

citoesqueleto de actina, existem outros 

genes responsáveis por codificar outros 

componentes que atuam nas vias que 

fazem com que uma célula adquira a 

capacidade de migrar [28]. Desta maneira 

o gene RAPH1 seria somente mais um 

componente de inúmeras vias que 

culminam em aumento de motilidade e 

metástase e acaba por não apresentar um 

papel determinante em células de 

carcinoma mamário, podendo apresentar 

em outros tipos de câncer uma  

contribuição mais efetiva. 
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APÊNDICE 

                                                                                                                                                                                                         

Dados clínico-histopatológicos das paciente e alteração do gene RAPH1 
                                                                                                                                                                                                        (início) 

Paciente Idade Etnia 
Idade 

Menarca 
Idade 

Menopausa 
Uso de Pílula 
Contraceptiva 

Metástase 
nos 

linfonodos 
axilares 

Grau do 
Tumor 

Tamanho    
Tumor 

Nº  de 
Filhos 

          
1 77 Euro - 50 1 2 2 70 3 

2 53 - - - - 1 3 21 - 

3 68 - - - - 1 2 18 - 

4 68 Euro 12 49 - 2 2 - 1 

5 55 - - - - 2 - 68 - 

6 51 Euro - 48 - 2 2 55 0 

7 - - - - - - 2 - - 

8 -- - - - - - 2 - - 

9 57 Euro 12 53 2 1 3 20 3 

10 59 Euro 12 53 2 2 2 e 3 - 2 

11 40 - - - - 1 3 32 - 

12 - - - - - 1 2 50 - 

13 63 - 13 55 - 1 1 40 4 

14 - - - - - - - 25 - 

15 44 Euro 15 45 2 - - - 2 

16 72 Euro 13 52 1 1 1 35 3 



72 
 

 

17 - - - - - - - - - 

18 56 - 11 52 - 2 2 40 1 

19 - - - - - - 3 - - 

20 39 -     11 - 1 2 3 40 0 

21 65 - - - - 1  25 - 

22 31 - - - - 2 3 42 - 

23 97 - - - - -  - - 

24 56 - - - - 2 2 37 - 

25 33 - - - - 1 2 40 - 

26 44 - - - - 2 2 50 - 

27 - - - - - -  - - 

28 56 - - - - 1 2 27 - 

29 47 - - - - 2 1 25 - 

30 62 - 13 Histerectomia* - 1 2 15 2 

31 70 - - - - 2 2 80 - 

32 45 - - Histerectomia* - 2 2 35 3 

33 72 - - - - 2 2 35 - 

34 67 - - - - 2 2 5 - 

35 67 - - - - 2 3 50 - 

36 44 - - - - 2 2 18 2 

37 48 - - - - 1 2 16 - 

38 45 - - - - 1 3 23 - 

39 45 - - - - 1 1 5 - 
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40 62 - - - - 1 1 20 - 

41 49 - 13 - - 1 2 25 - 

42 83 - - - - 1 2 8 - 

43 33 - - - - - - - - 

44 46 - - - - 1 1 17  

45 49 - 15 - - 1 2 40 1 

46 71 - - Histerectomia* - 1 1 10 9 

47 74 - - - - 1 3 35 - 

48 81 - - - - 1 2 20 - 

49 73 - - - - 1 2 32 - 

50 46 - 11 - - 2 3 40 0 

51 - - - - - - - - - 

52 78 - 12 Histerectomia* - 1 2 13 - 

          
Uso de Pílula Contraceptiva: 1- Não 2- Sim                                                                                                                                          (conclusão) 
Metástase nos linfonodos axilares: 1- Ausência 2- Presença 
*Remoção do útero 
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(início) 

Paciente 
Idade 1ª 
Gravidez 

Fumante 
Receptores de 

Estrogênio 
Receptores de 
Progesterona 

Amplificação 
do gene 

HER2 
Patologia 

Alteração 
gene RAPH1 

        
1 23 2 - - - Carcinoma Intra-ductal Invasor D 

2 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor A 

3 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor D 

4 - 2 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor A 

5 - - - - - Infiltração Cutânea p/ Ca mamário A 

6 - 1 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor A 

7 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor D 

8 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor D 

9 27 1 2 - 2 Doença de Paget associada à Carcinoma 
Ductal Invasor e Intraductal 

A 

10 26 1 2 1 1 Carcinoma Ductal Invasor D 

11 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor A 

12 - - - - - Carcinoma Ductal Infiltrante A 

13 - - - - - Carcinoma Tubular Invasor D 

14 - - - - - Carcinoma Medular D 

15 21 - - - - Carcinoma Ductal A 

16 21 - - - - Carcinoma Ductal Multicentrico A 

17 - - - - - Neoplasia maligna D 

18 - - 2 2 2 Carcinoma Ductal Invasor D 

19 - -    Carcinoma Ductal Invasor D 

20 - - 2 1 1 Carcinoma Ductal Invasor D 

21 - - 2 2 1 Carcinoma Papilar Invasor A 

22 - - 1 2 1 Carcinoma pouco diferenciado, pleomórfico 
invasor 

D 
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23 - - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor D 

24 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor associado a 
Carcinoma Ductal in situ 

D 

25 - - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor D 

26 - - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor Bilateral A 

27 - - - - - - A 

28 - - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor associado a 
Carcinoma Intraductal solido e cibriforme 

D 

29 - - 2 2 1 Carcinoma Lobular Invasor A 

30 17 - 1 1 1 Carcinoma Ductal Invasor A 

31 - - 1 1 1 Carcinoma Lobular Invasor Associado à 
Carcinoma Lobular in situ 

D 

32 - - 2 2 1 Carcinoma Invasor Misto, Ductal e Lobular A 

33 - - 2 2 2 Carcinoma Ductal Invasor A 

34 - - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor A 

35 - - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor associado a 
Carcinoma Intraductal 

D 

36 30 - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor D 

37 - - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor D 

38 - - 1 1 1 Carcinoma Ductal Invasor associado a 
Carcinoma Ductal in situ 

D 

39 - - 2 2 2 Carcinoma Ductal Invasor D 

40 - - 2 2 2 Carcinoma Ductal Invasor D 

41 30 - 2 2 1 Carcinoma Tubulo Lobular D 

42 - - 2 1 1 Carcinoma Ductal Invasor Apócrino, 
Carcinoma "in situ" tipo comedo e cibriforme 

D 

43 - - - - -  D 

44 - 2 2 2 1 Carcinoma Ductal D 

45 - - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor D 

46 - 2 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor D 

47 - - 1 2 1 Carcinoma Ductal Invasor D 
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Fumante: 1- Não 2- Sim                                                                                                                                                                             (conclusão) 
Receptores de Estrogênio: 1- Ausente 2- Presente 
Receptores de Progesterona: 1- Ausente 2- Presente 
Amplificação do gene HER2: 1- Não 2- Sim 
Alteração do gene RAPH1: A- Amplificado D- Deletado 

48 - - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor D 

49 - - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor A 

50 - - 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor associado a 
Carcinoma Ductal in situ sólido cibriforme 

A 

51 - - - - - - D 

52 32 - 2 2 1 Carcinoma Misto Ducto Lobular associado a 
Carcinoma Ductal in situ sólido 

cibriforme/Carcinoma Lobular invasor mama E 

D 


