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RESUMO 

 
O câncer de mama é a neoplasia mais frequente em mulheres e apresenta o 
maior índice de mortalidade. A transição epitelial-mesenquimal (TEM) contribui 
para o processo metastático visto que é um evento onde células epiteliais 
neoplásicas ganham características mesenquimais. Para isso, uma série de 
mudanças podem ocorrer como alterações na expressão e no número de cópias 
dos genes. O gene VIM codifica a vimentina, uma proteína estrutural do 
citoesqueleto que contribui para a manutenção celular, garantindo a integridade 
citoplasmática, dando forma à célula e suporte às organelas. Quando a célula 
adquire a capacidade de deslocamento, a expressão de VIM se encontra 
alterada assim como a de CDH1. Este gene codifica a E-caderina, proteína que 
atua na adesão de células epiteliais apresentando baixa expressão quando 
relacionada com presença de metástase, diminuição da diferenciação do tumor 
e pior sobrevida. A análise da expressão destes genes e de dois mecanismos de 
regulação dos mesmos (número de cópias e status de metilação dos promotores) 
contribuirá para o entendimento da TEM em carcinomas primários de mama. As 
amostras (total de 137 tumores, 15 não tumorais e 28 linfonodos) foram cedidas 
pelo Hospital Nossa Senhora das Graças, Curitiba, PR. As análises das 
expressões gênicas de CDH1 e VIM indicaram que nas amostras do sítio 
primário predominava o fenótipo epitelial. Posteriormente, foi observada a 
inversão das respectivas expressões com a progressão da doença, quando se 
analisou a expressão em linfonodo axilar metastático (2,85 para 0,30; 0,81 para 
1,74, respectivamente para CDH1 e VIM). Foram analisados dois mecanismos 
que poderiam interferir na expressão gênica: o número de cópias gênicas e a 
metilação da região promotora. Para avaliar a variação do número de cópias foi 
utilizado PCR em tempo real, através da comparação com controle endógeno 
conhecido. Na análise de metilação da região promotora dos genes alvos foi 
utilizado o método de MSRE-PCR. Para o gene CDH1 verificou-se que a 
variação do número de cópias e a metilação parecem ter maior influência na 
regulação da expressão do que para o gene VIM. Em relação aos parâmetros 
clínicos e histopatológicos, verificou-se que a expressão dos genes e a alteração 
de seus números de cópias não são bons marcadores para distinguir subgrupos, 
porém o padrão de expressão é um forte indicador de progressão da doença.  
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ABSTRACT 
 

 
Breast cancer is the most frequent type of cancer in women and has the highest 
mortality rate. The epithelial-mesenchymal transition (EMT) contributes to the 
metastatic process since it is an event where neoplastic epithelial cells gain 
mesenchymal characteristics. For this, a number of changes may occur like 
changes in expression and in number of copies of genes. The VIM gene encodes 
vimentin, a structural protein of the cytoskeleton that contributes to cell 
maintenance by ensuring cytoplasmic integrity, giving cell shape and organelle 
support. When the cell acquires displacement capacity, the expression of VIM is 
altered, as well as CDH1 expression. This gene encodes E-cadherin, a protein 
that acts on the adhesion of epithelial cells, presenting low expression when 
related to the presence of metastasis, decreased tumor differentiation and worst 
survival. The analysis of gene expression, copy number and promoter 
methylation status of these genes will contribute to the understanding of EMT in 
primary breast carcinomas. The samples were provided by Hospital Nossa 
Senhora das Graças, Curitiba, PR. DNA extraction was performed using the 
Phenol-Chloroform method. Analysis of the CDH1 and VIM gene expression 
indicated that the epithelial phenotype predominated at the primary site samples. 
Subsequently, inversion of the respective expressions with disease progression 
was observed when the expression of metastatic axillary lymph node was 
analyzed (2.85 to 0.30, 0.81 to 1.74, respectively for CDH1 and VIM). Two 
mechanisms that could interfere with gene expression, number of gene copies 
and methylation of the promoter region, were analyzed. For the CDH1 gene it 
was found that the copy number variation and methylation appear to have a 
greater influence on the regulation of expression than for the VIM gene. 
Regarding the clinical and histopathological parameters, it was verified that the 
expression of genes and the alteration of their copy numbers are not good 
markers to distinguish subgroups, but the expression pattern is a strong indicator 
of disease progression. 

 

Keywords: Cancer, transition, CDH1, VIM, TEM, gene, PCR   
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1. INTRODUÇÃO 

 
Câncer é um conjunto de doenças caracterizadas pelo descontrole 

do ciclo celular acarretando no aumento no número de células e na 

invasão de tecidos. Fatores ambientais, genéticos e/ou epigenéticos 

podem desencadear a doença. Segundo estimativas do Globocan 

consolidadas para o ano de 2012, 14,1 milhões de pessoas foram 

afetadas pelo câncer (excluindo câncer de pele não melanoma).  O 

processo metastático é um evento que permite que as células do tumor 

primário invadam tecidos distantes. Para que isso ocorra, várias 

mudanças morfofisiológicas devem acontecer nas células. A Transição 

Epitelial-Mesenquimal (TEM) permite que as células alterem sua forma, 

ganhem mobilidade e consigam invadir tecidos adjacentes e/ou distantes 

contribuindo para o aparecimento de metástases. A TEM envolve 

mudanças no perfil de expressão nas células como a repressão de E-

caderina e a indução de vimentina. O gene CDH1 localizado no braço 

longo do cromossomo 16 (16q22.1), codifica a E-caderina que é 

importante para a adesão celular por possuir domínios extracelulares, 

citoplasmáticos e transmembrânicos. A expressão reduzida de E-caderina 

foi correlacionada com características patológicas como diminuição da 

diferenciação do tumor, presença de metástases e menor sobrevida 

(DEBIES e WELCH, 2001).  Localizado no braço curto do cromossomo 10 

(10p13), o gene VIM codifica a vimentina pertencente à classe III de 

filamentos intermediários, que tem como funções manter a integridade do 

citoplasma, reparar a célula e estabilizar as interações que ocorrem no 

citoesqueleto. A vimentina já é considerada como um marcador 

mesenquimal da TEM (THIERY, 2002). O presente estudo teve como 

objetivo avaliar a expressão gênica, a variação do número de cópias e o 

status de metilação da região promotora dos genes VIM e CDH1 pela 

análise dos tecidos mamários normais (expressão gênica), carcinomas 

primários de mama e amostras de linfonodos axilares, visando contribuir 

para a compreensão da TEM e da progressão da doença.    



    

18 
 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1 CÂNCER E O PROCESSO METASTÁTICO 

 

O câncer é uma doença multifatorial, que é desencadeada pelo 

acúmulo de alterações genéticas, tais como mutações pontuais, rearranjos, 

deleções e amplificações (STORCHOVA e PELLMAN, 2004) e epigenéticas 

(metilação, acetilação, ubiquitinação etc.) que resultam nas modificações de 

expressão dos oncogenes e genes supressores de tumor (NICHOLSON e 

ANDERSON, 2002). A incidência e mortalidade por câncer no mundo vêm 

aumentando a cada ano, tornando-se um dos maiores problemas de saúde 

pública. Câncer é o termo que designa várias doenças que apresentam em 

comum o descontrole do ciclo celular levando ao crescimento desordenado 

das células e capacidade de invasão de tecidos adjacentes ou à distância 

(metástases). Esse grande número de células em locais específicos é 

chamado de tumor, sendo a tumorigênese um processo que envolve 

múltiplos passos. Cada um desses passos tem como consequência uma 

alteração genética (driver mutation), levando à transformação progressiva de 

uma célula normal em uma neoplásica. Essas alterações genéticas podem 

conferir vantagens a estas células e facilitar o crescimento celular 

conduzindo à formação de tumores e, eventualmente, o estabelecimento de 

metástases (HANAHAN e WEINBERG, 2011).  

Tem-se sugerido pelo menos seis alterações na fisiologia das células 

para a transformação clonal: autossuficiência na produção de fatores de 

crescimento, perda de resposta a sinais inibitórios ao crescimento celular, 

resistência à apoptose, aquisição de potencial replicativo ilimitado, promoção 

de angiogênese e invasão dos tecidos (HANAHAN e WEINBERG, 2000). As 

mutações que levam à manifestação desses fenótipos envolvem a perda das 

funções de genes supressores de tumor e/ou ativação de oncogenes que 

promovem o crescimento tumoral. Exemplos bem conhecidos para tais 

eventos são mutações pontuais dos genes da família RAS, deleção no gene 

do controle do ciclo celular, CDKN2A (p16), e a translocação recíproca 

balanceada t(9;22) criando o gene de fusão BCR-ABL. 
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Essas alterações nos genes se somam a outros fatores que são 

observados nos processos neoplásicos, tais como: instabilidade genética 

(permite a geração de mutações aleatórias), processos inflamatórios em 

regiões malignas ou pré-malignas (provocados por células do sistema imune 

que em muitas ocasiões favorecem a progressão tumoral), reprogramação 

do metabolismo celular e evasão da resposta imune contra o tumor 

(HANAHAN e WEINBERG, 2011).  

O processo metastático continua sendo um dos menos 

compreendidos na biologia do câncer, apesar de ser extensivamente 

estudado. O surgimento de metástases disseminadas continua sendo a 

principal causa de morte em pacientes com câncer (FIDLER, 2003; GUPTA 

e MASSAGUÉ, 2006). A metástase está presente em cerca de 90% das 

mortes de pacientes com tumores sólidos e apresenta um conjunto 

extremamente diversificado de manifestações clínicas. Os processos 

metastáticos ocorrem em várias etapas que requerem a ação coordenada 

de vários genes: a fuga de células cancerosas do tumor primário, que se 

torna maligno por adquirir a mobilidade, capazes de entrar na corrente 

sanguínea (intravasamento), sobrevivência na circulação, a saída dos 

capilares para os tecidos ao redor de um novo sítio (extravasamento), 

iniciação de crescimento para formar micrometástases, e desenvolvimento 

de novos vasos sanguíneos para formar tumores secundários (CHAMBERS 

et al., 2000; GUPTA e MASSAGUÉ, 2006). 

Além de eventos genéticos, vários estudos apontam que alterações 

epigenéticas desempenham papel essencial na gênese de uma gama de 

cânceres, por alterar a expressão de genes críticos, podendo resultar na 

expressão aumentada de oncogenes e/ou na inativação de genes 

supressores tumorais (SHINOZAKI et al., 2005; RODENHISER e MANN, 

2006). O termo epigenética refere-se a alterações na expressão gênica 

mediada por mecanismos diferentes daqueles que alteram as sequências de 

nucleotídeos do DNA. Os mecanismos epigenéticos mais claros, até o 

momento, são as alterações no padrão de metilação do DNA, as 

modificações covalentes de proteínas histonas e RNAs de interferência. A 

hipometilação global tem o potencial de contribuir para um fenótipo maligno, 

afetando a estabilidade funcional dos cromossomos, a reativação de 



    

20 
 

elementos transponíveis, e perda de padrões normais de imprinting de genes 

(EHRLICH, 2002). Em contrapartida, quase todos os tipos de cânceres 

estudados apresentam aumento de metilação em ilhas CpG próximas aos 

promotores levando à inativação transcricional e representando um 

importante mecanismo de silenciamento de genes na patogênese das 

neoplasias (BAYLIN e HERMAN, 2000; EGGER et al., 2004). Este fenômeno 

é um importante mecanismo de inativação de genes supressores de tumor 

(JONES e BAYLIN, 2002) dentro do modelo proposto por Knudson 

(KNUDSON, 1971) na hipótese dos dois eventos, sendo tão comum quanto 

a ocorrência de mutações. O primeiro caso de hipermetilação foi descrito no 

gene que codifica a proteína do retinoblastoma (RB) (GREGER et al., 1989), 

um supressor de tumor. Outros exemplos são os supressores de tumores 

MHL (Mult homolog 1) no câncer de cólon (KANE et al., 1997; HERMAN et 

al., 1998), CDKN2A (Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 2a) ou p16 no câncer 

de pulmão (GONZALEZ ZULUETA et al., 1995; HERMAN et al., 1995), 

BRCA1 (Breast Cancer 1) em câncer de mama (DOBROVIC e 

SIMPFENDORFER, 1997), CDH1 em cânceres orais e mamários 

(LOMBAERTS et al., 2006; MAEDA et al., 2007) e MGMT (O-6-

methylguanine-DNA methyltranferase) em glioblastomas (ESTELLER et al., 

1999).  

As perturbações na estrutura da cromatina, metilação do DNA e 

imprinting genômico podem ser consideradas como alternativas às mutações 

gênicas, contribuindo eventualmente, para a progressão tumoral. Por outro 

lado, tem sido postulado que os moduladores epigenéticos de plasticidade 

celular podem iniciar o fenótipo maligno, conferindo um estado de células 

progenitoras (FEINBERG, OHLSSON e HEINKOFF, 2006). Se a capacidade 

de disseminação metastática é adquirida no início, em seguida, os genes que 

são regulados epigeneticamente nas células progenitoras também podem 

ser “marcados” metastaticamente. Um exemplo é proporcionado pelo 

componente de EZH2 dos complexos Polycomb, que catalisam modificações 

de histonas e promovem a metilação de DNA em células-tronco de 

mamíferos (BAYLIN e OHM, 2006): a superexpressão de EZH2 reprime a 

expressão de certos genes, como o CDH1, e é preditiva de crescimento 
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invasivo em cânceres de próstata e mama metastáticos (KLEER et al., 2003; 

TAM e WEINBERG, 2013). 

 

2.2 EPIDEMIOLOGIA DO CÂNCER DE MAMA  

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2016), 

anualmente o câncer provoca 460 mil mortes e tem-se 14,1 milhões de novos 

casos em todo o mundo. O câncer de mama é o segundo tipo de neoplasia 

mais frequente no mundo e o primeiro no sexo feminino correspondendo, 

anualmente, a 25% dos casos novos de câncer em mulheres e sendo 

responsável por cerca de 571 mil mortes em todo o mundo no ano de 2015 

(OMS, 2017) e a principal causa de morte por câncer entre as mulheres em 

todo mundo. Uma estimativa de 1,7 milhões de novos casos foi esperada 

para o ano de 2015 no mundo, comparada com aproximadamente 640 mil 

casos, em 1980.  

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), o número 

de novos casos de carcinomas mamários estimados para o ano de 2016 é 

de 57.960 mil, com um risco estimado de 57.9 casos a cada 100 mil 

mulheres, o que corresponde à 28,1% dos cânceres entre as mulheres. Para 

a região Sul a estimativa é de 74 casos para cada 100 mil mulheres, um 

crescimento acentuado se comparado a dados de anos anteriores.  

Estima-se que a sobrevida geral média cumulativa, após cinco anos, 

seja de 85% nos países desenvolvidos e de 60% naqueles em 

desenvolvimento. Na população mundial, a sobrevida média, após cinco 

anos, é de 61%, sendo que os Estados Unidos apresentam uma sobrevida 

de 85% para este mesmo período. Já no Brasil, as taxas de mortalidade 

continuam elevadas (INCA, 2012). Nos países desenvolvidos, a estratégia 

utilizada para a diminuição da mortalidade é o rastreamento, com o objetivo 

de detectar precocemente o câncer clinicamente oculto, portanto, em 

estágios iniciais. O Ministério da Saúde do Brasil criou sucessivas 

campanhas de esclarecimento à população enfatizando os meios disponíveis 

para prevenção: autoexame, exame clínico por profissionais da saúde e a 

mamografia (INCA, 2014).  



    

22 
 

A maioria dos novos casos de câncer de mama ocorre em mulheres 

de baixa e média renda familiar, nas quais a incidência está aumentando em 

até 5% ao ano (IARC, 2002; STEWART e KLEIGUES, 2003), provavelmente 

devido às dificuldades de acesso aos exames preventivos. A incidência está 

intimamente relacionada à etnia e ao avanço da idade, embora seja também 

uma neoplasia relativamente frequente em mulheres mais jovens. Segundo 

dados do DataSUS do Ministério da Saúde, o número de mulheres que 

morreram por causa do câncer de mama aumentou 45% nos últimos 10 

anos. Isto vem sendo associado às mudanças socioeconômicas e 

demográficas ou ainda, ao aumento dos registros decorrente da maior 

acessibilidade aos serviços de saúde, e com a melhoria da qualidade de 

vida, consequentemente, maior é a sobrevida e maior a incidência e 

mortalidade por câncer (KLIGERMAN, 1999). Para Tavares e Trad (2010), o 

aumento dos índices de câncer de mama e da mortalidade se deve, também, 

à melhoria da precisão diagnóstica e da qualidade do preenchimento das 

declarações de óbitos. Contudo, mantêm-se como causas principais o 

diagnóstico e tratamento tardios. Além disso, há impossibilidade de 

prevenção primária total, pois a etiologia envolve fatores de risco associados 

à vida reprodutiva da mulher e características hereditárias (INCA, 2014).  

 

 

2.3 O CÂNCER DE MAMA E SEUS FATORES DE RISCO  

 

A grande maioria (cerca de 80%) dos cânceres de mama acomete as 

células dos ductos da mama, sendo, portanto, o carcinoma ductal o mais 

comum dos tipos de câncer de mama. Este pode ser in situ, quando não 

ultrapassa as primeiras camadas de células destes ductos, ou invasor, 

quando invade os tecidos adjacentes. Os cânceres que começam nos 

lóbulos da mama são chamados de carcinomas lobulares, sendo menos 

comuns do que os ductais. Carcinomas lobulares, mais frequentemente, 

acometem as duas mamas. O carcinoma inflamatório de mama é um câncer 

mais raro e, normalmente, se apresenta de forma mais agressiva, 

comprometendo toda a mama, que apresenta sinais inflamatórios tais como 

edema, calor e rubor (HORNBERG, 2006). Entre 90 a 95% dos casos de 
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câncer de mama são esporádicos, decorrentes de mutações somáticas que 

ocorrem durante a vida aliadas aos fatores de risco intrínsecos e extrínsecos 

(ambientais), enquanto entre 5 a 10% são hereditários, devido à herança de 

um gene contendo uma mutação germinativa, que confere a essas mulheres 

predisposição hereditária à doença (ANJUM et al., 2014).  

Fatores ambientais, hábitos alimentares, exposição à carcinógenos e 

fatores intrínsecos ao genoma de cada indivíduo (suscetibilidade genética) 

estão inter-relacionados ao surgimento de neoplasias. Ser portador de um 

fator de risco, ou mesmo vários, não é a principal causa da doença, e podem 

se passar muitos anos entre a exposição externa a um carcinógeno e a 

detecção do câncer. Há evidências que o câncer possa ser prevenido, e isso 

é baseado em estudos internacionais onde foram observadas variações nas 

taxas de incidência de câncer segundo as variáveis tempo e lugar. Por 

exemplo, populações que migram de um lugar para o outro, onde ocorrem 

variações nos índices de incidência de câncer tendem a ter suas taxas 

também alteradas, o que demonstra que as neoplasias são, em parte, 

influenciadas pelas condições ambientais, não sendo determinadas apenas 

por fatores hereditários (GRAHAM, 2005). Segundo o INCA (2009), pelo 

menos um terço dos casos de novos cânceres que ocorrem no mundo 

anualmente poderia ser prevenido.  

O estudo de Tomasetti, Li e Vogelstein (2017) se revelou polêmico ao 

apresentar dados que vinham diferindo do conceito moderno da origem dos 

cânceres, onde se defendia que os fatores ambientais seriam os maiores 

responsáveis pelo surgimento do câncer (85-90%), seguido dos fatores 

hereditários (em torno de 5-10% dos casos). Segundo esse estudo, fatores 

ambientais e hereditários seriam responsáveis por cerca de somente 1/3 dos 

casos e em torno de 2/3 seriam oriundos de alterações replicativas durante 

o processo de divisão celular de células-tronco nos tecidos. Portanto, tecidos 

com maior potencial replicativo seriam aqueles com maior incidência de 

câncer. Logo, além de fatores hereditários e ambientais, somam-se os erros 

replicativos. Esses dados ainda levantam muitos questionamentos e uma 

grande corrente de pesquisadores defende que não se pode atribuir ao acaso 

ou “má sorte” o aparecimento do câncer, e que os cuidados com os fatores 

de riscos ambientais devem continuar sendo o maior foco de prevenção.  
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A maioria das mulheres que possuem um ou mais fatores de risco 

nunca desenvolverão a doença, enquanto muitas mulheres com câncer de 

mama, por exemplo, não possuem fatores de risco aparentes. Porém, esses 

fatores aliados à suscetibilidade genética contribuem de forma mais 

acentuada para o desenvolvimento da doença do que isolados. Alguns 

fatores de risco influenciam mais do que outros dependendo do tipo de 

câncer como, por exemplo, o risco de câncer de mama variando com o 

decorrer do tempo por razões como envelhecimento e estilo de vida, gravidez 

tardia, baixo número de filhos e diminuição do tempo de amamentação, 

aumento do índice de massa corporal, dieta com excessiva ingestão de 

gorduras associados com a “ocidentalização” da dieta alimentar são 

comumente associados ao aumento do risco (CHIA et al., 2005; PORTER, 

2008). Outros fatores podem contribuir para o aumento da incidência do 

câncer de mama, tais como: uso de pílulas anticoncepcionais, terapia de 

reposição hormonal, obesidade na pós-menopausa e exposição a radiações 

ionizantes (NKONDJOCK e GHADIRIAN, 2005). 

Vários estudos apontam que é possível prevenir-se contra o câncer 

trabalhando-se contra os fatores de risco. Embora não se conheça 

exatamente todo o mecanismo causal do câncer de mama, não há dúvida de 

que a interação entre os fatores genéticos e ambientais exerce papel 

fundamental na etiologia e na evolução dos casos. Isto fortalece a hipótese 

de que fatores relacionados à dieta, ao hábito de fumar, à ingestão de 

bebidas alcoólicas e à paridade – os quais são bem distintos se comparados 

países orientais com ocidentais – devem exercer um peso importante no 

processo de carcinogênese mamária. Ao mesmo tempo, é conhecida a 

influência dos fatores genéticos, sendo que filhas de mães portadoras de 

câncer de mama têm um risco aumentado de desenvolver a doença se 

comparadas a mulheres sem relato de história familiar (PETO e HOULSTON, 

2001).  

A prática de amamentação é apontada pelo AICR/WCRF (American 

Institute for Cancer Research/World Cancer Research Fund International) 

como fator protetor para a neoplasia maligna da mama, tanto em mulheres 

na pré-menopausa quanto na pós-menopausa. Vários estudos como os de 

Huo et al. (2008), Beaber et al., (2008), Stuebe et al. (2009) apoiam a 



    

25 
 

afirmação do AICR/WCRF. Huo et al. (2008) observaram a redução de 7% 

no risco de desenvolver câncer de mama a cada 12 meses de amamentação 

em uma população de mulheres nigerianas. Beaber et al. (2008) estudando 

o efeito da amamentação entre os tipos de câncer de mama ductal, lobular e 

misto verificaram um efeito protetor significativo para o tipo ductal, sugerindo 

que os diferentes tipos podem ter diferentes etiologias. Já Stuebe et al. 

(2009), estudando a população feminina norte americana para o risco de 

câncer de mama entre mulheres lactantes e as que nunca amamentaram, 

também encontraram diferenças favoráveis às que já tinham amamentado, 

porém neste estudo a diferença entre os grupos não foi significativa. Para 

Inumaru et al. (2011), o efeito protetor da amamentação pode estar 

associado à diferenciação completa das células mamárias e ao menor tempo 

de exposição à ação de hormônios sexuais, que se encontram diminuídos 

durante a amenorreia induzida pela lactação. Outro fator sugerido pelo 

AICR/WCRF é de que a intensa descamação e esfoliação das células da 

mama, decorrente do processo de amamentação, possa reduzir o risco do 

câncer de mama em função da eliminação recorrente de possíveis células 

que tenham sofrido algum dano no DNA.  

O aumento de peso decorrente da dieta alimentar ocidentalizada, é 

um dos maiores responsáveis pelo aumento do risco de câncer de mama, 

podendo ser evitado com a prática de atividade física regular. A elevação da 

taxa de gordura corporal, principalmente na região abdominal, é muito 

acentuada em mulheres na pós-menopausa, e por isso esta prática é muito 

indicada para essas mulheres. Segundo Mathew et al. (2008), mulheres com 

a circunferência superior a 85 cm (centímetros), têm um risco maior de 

desenvolver câncer de mama na pós-menopausa do que as que estão na 

pré-menopausa. No estudo de Ahn et al. (2007), mulheres com a 

circunferência abdominal superior a 103 cm tinham a chance aumentada em 

55% de desenvolver carcinoma mamário do que aquelas com medidas 

inferiores a 75 cm. O estudo caso-controle realizado por Sprague et al. (2007) 

nos Estados Unidos para mulheres com carcinomas invasivos, encontrou 

risco diminuído para o câncer de mama naquelas que praticavam em média 

seis horas por semana de atividades físicas. Schimdt et al. (2008), também 

em um estudo caso-controle com mulheres alemãs na pós-menopausa 
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verificaram a relação entre a atividade física no lazer, trabalho ou no 

ambiente doméstico com o status dos receptores hormonais, características 

do tumor (in situ ou invasivo) e o período da vida de prática de exercício 

físico. Seus dados mostram um efeito protetor da prática de exercícios após 

os 50 anos de idade para o câncer de mama invasivo e positivo para os 

receptores de estrógeno e progesterona (RE/RP+).  

A ingestão de bebida alcoólica também vem sendo estudada e 

associada ao aumento do risco para o câncer de mama em mulheres em 

todo o mundo. Deandrea et al. (2008) constataram que na Itália a ingestão 

aumentada de bebida alcoólica (acima de 13,8 g/dia) elevou o risco de 

câncer de mama quando comparado a mulheres que nunca fizeram uso de 

bebida alcoólica. Porém, na análise do mesmo estudo, agora para o status 

dos receptores, o efeito de risco foi observado apenas para portadoras de 

receptores de estrógenos positivos. Na mesma linha, Zhang et al. (2007), 

observaram nas estadunidenses a contribuição do álcool para os cânceres 

de mama in situ, invasivo e status dos receptores hormonais (RE/RP). Seus 

resultados mostram que o aumento de 10 gramas no consumo de bebida 

alcoólica por dia provocou um aumento de 7% no risco de desenvolvimento 

do câncer de mama in situ e de 9% no risco de câncer de mama invasivo.  

Dentre os fatores que podem aumentar o risco de câncer de mama 

estão ainda a presença de casos na família (indicando um histórico familiar), 

mutações nos genes BRCA (principal categoria de genes envolvidos no 

câncer de mama) ou outros genes de alta e média penetrância (por exemplo, 

TP53, ATM, PTEN), e biópsia da mama com alterações pré-cancerosas. 

Dentre os genes associados à predisposição hereditária, os mais conhecidos 

são BRCA1 e BRCA2, embora mutações em outros genes também tenham 

sido descritas em pacientes clinicamente identificados como pertencentes às 

síndromes de câncer de mama hereditário. O primeiro destes genes a ser 

descoberto foi o BRCA1, que foi mapeado no braço longo do cromossomo 

17, a partir de análises de ligação envolvendo famílias com numerosos casos 

de câncer de mama (HALL et al., 1990), sendo clonado quatro anos mais 

tarde, em 1994. No ano seguinte, o segundo gene de predisposição ao 

câncer de mama, foi mapeado no braço curto do cromossomo 13 

(WOOSTER et al., 1995) e posteriormente clonado. As prevalências 
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estimadas para portadores de mutações em BRCA1/2 são, respectivamente, 

0,11% e 0,12% na população geral e entre 12,8% e 16% em famílias com 

três ou mais casos de câncer de mama ou ovário, caracterizadas como de 

alto risco. Indivíduos com forte histórico familiar para câncer de mama, ou 

em outros locais, como ovário e cólon, devem considerar aconselhamento 

para determinar se o teste genético para pesquisa de mutações nos genes 

de predisposição deve ser realizado (BOUCHARD et al., 2004).   

 

 

2.4 METÁSTASE E O CÂNCER DE MAMA 

 

Em alguns tipos de câncer, o de mama entre eles, a metástase pode 

ser indetectável, permanecendo latente por muitos anos após a remoção do 

tumor primário e emergindo como lesões incuráveis que são acionadas por 

causas ainda desconhecidas. Em contraste, outros tipos de câncer, como o 

pancreático e de pulmão, muitas vezes apresentam metástases 

generalizadas já no momento do diagnóstico inicial (MASSAGUÉ, 2007). Os 

riscos de recidivas e de metástases podem, por vezes, serem previstos a 

partir de certas características do tumor primário de mama, como o tamanho 

do tumor, o grau histológico, e o padrão de expressão gênica (WEIGELT, 

PETERSE e VAN’T VEER, 2005; KARNOUB e WEINBERG, 2007). Por 

exemplo, genes quando expressos em células de câncer de mama levam ao 

desenvolvimento de metástases pulmonares (DUPONT et al., 2007). 

Estudos genéticos visando a compreensão da capacidade de invasão de 

células de tumores mamários levaram à identificação de um grupo de genes 

cuja expressão está associada com o alto risco de metástases e pior 

sobrevida dos pacientes (PEROU et al., 2000; MASSAGUÉ, 2007). Foram 

designados como genes de “iniciação de metástase” aqueles que conferem 

uma vantagem aos tumores primários, facilitando a entrada das células 

tumorais na corrente sanguínea. Outro grupo de genes pode contribuir para 

funções adicionais que os torna vantajosos no local da metástase, mas não 

no tumor primário. Estes são os chamados “genes de progressão da 

metástase” e irão conferir uma vantagem restrita a um determinado órgão 

alvo, promovendo a invasão tecido-específica. E por fim, os “genes de 
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virulência da metástase”, os quais fornecem uma vantagem seletiva em sítios 

secundários, mas não no tumor primário, assim participando na colonização 

metastática, porém sem auxiliar no desenvolvimento do tumor primário 

(MASSAGUÉ, 2007).  

Entre as mulheres com câncer de mama, 30 a 40% desenvolvem a 

doença metastática. Por mais que as células metastáticas consigam migrar 

para uma grande quantidade de tecidos, a sua capacidade de sobrevivência 

é limitada, e elas encontram nestes tecidos específicos um microambiente 

desfavorável para sua sobrevivência, ainda assim muitas vezes conseguindo 

obter êxito no propósito de colonização (KARNOUB e WEINBERG, 2007). 

  

 

2.5 CÂNCER DE MAMA E SUAS CLASSIFICAÇÕES 

 

O sistema mais utilizado para estadiamento do câncer é o sistema 

TNM que considera o tamanho do tumor primário (T), presença ou ausência 

de metástases em linfonodos (N) e de metástases à distância (M). 

Obviamente, estes padrões variam dependendo da localização do câncer 

(pulmão, mama, cérebro etc.). O sistema TNM para carcinomas mamários, 

de acordo com a 8a edição da “AJCC Cancer Staging Manual” pode ser 

resumido como:  

Tumor primário  
Tx: o tumor primário não pode ser avaliado  

T0: não há evidências de tumor primário  

Tis: Carcinoma in situ:  

Tis (CDIS) – Carcinoma ductal in situ  

Tis (CLIS) – Carcinoma lobular in situ  

Tis (Paget) – Doença de Paget do mamilo sem tumor na mama  

T1: tumor com menos de dois centímetros em sua maior dimensão, 

restrito quanto à localização.  

T2: tumor entre dois e cinco centímetros em seu maior diâmetro ou 

causando comprometimento moderado aos tecidos adjacentes.  

T3: Tumor com mais de cinco centímetros de dimensão invadindo tecidos 

próximos causando sérios comprometimentos.  
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T4: Tumor de qualquer tamanho com extensão direta à parede torácica 

ou à pele (causando ulcerações ou nódulos satélites). 

Linfonodos Regionais  
Nx: Linfonodos não avaliados.  

N0: Ausência de metástases em linfonodos regionais.  

N1: Metástase em linfonodo(s) axilar (es), homolateral (ais), móvel(eis).  

N2: Metástase em linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is) fixo(s) ou 

metástase clinicamente aparente em linfonodo(s) mamário(s) interno(s) 

homolateral(is), na ausência de evidência clínica de metástase em linfonodo(s) 

axilar(es).  

N3: Metástase em linfonodo(s) infraclavicular(es) homolateral(ais) com ou 

sem envolvimento de linfonodo(s) axilar(es); ou clinicamente aparente em  

linfonodo(s) mamário(s) interno(s) homolateral(is), na presença de evidência 

clínica de metástase em linfonodo(s) axilar(es); ou metástase em linfonodo(s) 

supraclavicular(es) homolateral(is) com ou sem envolvimento de linfonodo(s) 

axilar(es) ou mamário(s) interno(s).  

Metástase à distância  
Mx: A presença de metástase à distância não pode ser avaliada.  

M0: Ausência de metástase à distância.  

M1: Metástase à distância.  

De acordo com a OMS, os carcinomas mamários são classificados 

quanto à sua localização e extensão, em carcinoma in situ e invasor e, 

conforme sua origem em ductais, que têm seu desenvolvimento nos ductos 

mamários e representam cerca de 80% dos tumores, e lobulares, que se 

desenvolvem no interior dos lóbulos, e representam entre 10 a 15% dos 

casos (VARGO-GOGOLA e ROSEN, 2007). O câncer de mama ductal inicia-

se com a fase pré-maligna de hiperplasia ductal atípica (HDA), progride para 

o estágio pré-invasivo do carcinoma ductal in situ (CDIS), e culmina no 

estágio potencialmente letal de carcinoma ductal invasivo (CDI) (ALLRED, 

MOHSIN e FUQUA, 2001).  

O prognóstico da doença é baseado, atualmente, em parâmetros 

histológicos e clínicos, como a presença ou ausência de linfonodos axilares 

metastáticos, tipo e tamanho do tumor e presença ou ausência de receptores 

hormonais (estrógeno e progesterona). Dentre esses, a presença de 



    

30 
 

linfonodos axilares metastáticos confere um alto risco de recorrência da 

doença, além do seu status se constituir em um dos mais importantes 

indicadores de prognóstico para o câncer de mama, e valor particular na 

escolha da terapia adjuvante (VERONESI et al., 2009). Estes clássicos 

critérios de classificação tumoral são, até o momento, os mais importantes 

fatores prognósticos. No entanto, informações adicionais como, por exemplo, 

a amplificação do gene ERBB2 (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2) também 

denominado HER2 (Human epidermal growth factor receptor 2) é 

considerada um fator prognóstico relevante (FARANTE et al., 2010) e busca-

se a identificação de outros marcadores, através de diversas metodologias. 

Devido ao carcinoma mamário ser muito heterogêneo, as diferentes 

classificações utilizam dados dos aspectos morfológicos, imunoistoquímicos, 

clínicos e genéticos específicos. Além do gene ERBB2/HER2, receptores de 

estrogênio (RE) e progesterona (RP) auxiliam na classificação dos cânceres 

de mama, sendo muito úteis na predição do prognóstico e no direcionamento 

do tratamento, por exemplo, uso de Tamoxifeno para portadoras de RE e RP 

positivos determinados pela imunoistoquímca, enquanto a identificação da 

amplificação do oncogene HER2 ou superexpressão da sua proteína 

direciona para o uso de anticorpo monoclonal humanizado Trastuzumabe 

(SLAMON et al., 2001). Porém, alterações biológicas devido à progressão do 

câncer decorrente das metástases podem mudar o tipo de tratamento do 

mesmo paciente durante o processo (SIMMONS et al., 2009). Vários estudos 

demonstram que receptores hormonais mudam rapidamente enquanto há 

poucas mudanças na expressão de HER2 (WILKING et al., 2007; AMIR et 

al., 2008).  

A classificação molecular do câncer de mama surgiu decorrente de 

trabalhos de expressão gênica com as técnicas de microarranjos, os quais 

forneceram informações que tornaram possível enquadrar padrões de 

expressão. Com isso foram definidas as chamadas “assinaturas” de genes 

que orientavam os prognósticos e com isso a possibilidade de otimizar os 

tratamentos de pacientes com câncer de mama (REIS-FILHO e PUSTZAI, 

2011). O trabalho pioneiro nessa classificação molecular foi o de Perou e 

colaboradores (2000) que classificou os tumores mamários em quatro grupos 

principais de acordo com o perfil de expressão gênica apresentados, sendo 
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eles: HER2 (Human epidermal growth factor receptor 2) positivo, basal, 

luminal ou semelhante ao normal (normal-like). Posteriormente, o subtipo 

luminal, foi dividido em Luminal A e B (SORLIE et al., 2001).  

Vários estudos sugerem que devido à heterogeneidade do câncer de 

mama, pacientes com o mesmo diagnóstico e perfil clínico podem apresentar 

diferentes resultados ao tratamento (RHEE et al., 2008). Perou et al. (2000) 

classificaram os carcinomas mamários de acordo com o perfil da expressão 

gênica, demonstrando a heterogeneidade destes tumores e introduzindo a 

classificação no nível transcricional. Estudos posteriores (REIS-FILHO et al., 

2006; SORLIE et al., 2006; MARCHIÒ et al., 2008) demonstraram que os 

perfis de expressão gênica mantêm uma variação sistemática que permite a 

classificação em cinco grupos distintos: dois grupos ER positivos referidos 

como Luminais (A e B) devido ao padrão de expressão similar ao das células 

epiteliais, presentes na camada interna do ducto mamário; um grupo com 

amplificação do gene e expressão aumentada da proteína ERBB2/HER2 

(HER2+); um grupo com expressão semelhante à das células normais com 

alta expressão de genes da camada basal e baixa expressão de genes da 

camada luminal (normal breast-like) e, um quinto grupo que foi previamente 

reconhecido como um subgrupo semelhante ao basal (basal-like). 

Os subgrupos basal-like e HER2+ possuem maior taxa de recidiva e 

menor sobrevida dos pacientes em relação aos tumores luminais (PEROU et 

al., 2000; NIELSEN et al., 2004). Um subgrupo denominado de cânceres de 

mama “triplo negativos” (TN), definidos como receptor de estrogênio negativo 

(RE-), receptor de progesterona negativo (RP-), e HER2 negativo tem 

chamado a atenção nos últimos anos. Há também dos subtipos classificados 

como claudina-baixo (claudinas e E-caderinas negativos), mesenquimal 

(vimentina positivo), Apócrino (receptor de androgênios-poisitivo), 

mioepitelial (p63 ou actina de músculo liso positivos) que são classificados 

com o auxílio da expressão de Ki-67 (HIRSHFIELD e GANESAN, 2014). 

Aproximadamente 80 a 90% dos cânceres de mama com fenótipo triplo 

negativo são definidos como basal-like quando testados, apropriadamente, 

para marcadores por imunoistoquímica e expressão gênica. Além disso, 

existe uma tendência consistente em todos os estudos que confirma os 

resultados clínicos desfavoráveis associados tanto ao fenótipo TN como ao 
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câncer de mama tipo basal-like (SORLIE et al., 2001; CAREY et al., 2007). 

Novas estratégias para o tratamento dos diferentes tipos de câncer de mama 

vêm sendo aplicadas tais como a indicação de uma abordagem terapêutica 

comum entre os portadores do subtipo basal e de carcinomas ovarianos, 

devido à similaridade da expressão gênica de ambos.  

 

 

2.6 GENES ASSOCIADOS AO CÂNCER DE MAMA DE ORIGEM SOMÁTICA 

 

Genes-chaves (HER2, COX2, MMP1/2, β-catenina, VEGF, ERp5) 

medeiam a metástase e a sobrevivência das células do tumor em órgãos 

vitais diferentes dos de origem do tumor, facilitando a formação de novos 

vasos sanguíneos nos tumores, a liberação de células tumorais na circulação 

e o rompimento de capilares para formar metástases (GUMIREDDY, 2007; 

GUPTA et al, 2007; MINN et al., 2007).  

As alterações genéticas associadas ao surgimento de tumores 

envolvem, principalmente, a expressão aumentada de oncogenes e/ou a 

inativação de genes supressores tumorais (RODENHISER e MANN, 2006), 

resultando na desregulação da proliferação celular, seleção clonal e 

formação do tumor, ou seja, na instabilidade genômica que é gerada pela 

ruptura dos mecanismos de controle. Dentre os genes com reconhecida 

função no prognóstico das pacientes, podemos citar o oncogene HER2 e o 

gene supressor de tumor TP53 (tumor protein p53). O HER2 está amplificado 

e/ou sua proteína superexpressa em 20 a 30% dos cânceres de mama 

invasivos (ALLRED et al., 2001), sendo relacionado ao pior prognóstico do 

paciente com câncer de mama, e também associado a alta incidência de 

metástase no cérebro (LAI et al., 2004; WEIL et al., 2005). O gene TP53 

também aparece como importante na evolução do câncer de mama pré-

maligno. Este gene supressor de tumor está mutado em cerca de 30% dos 

carcinomas mamários invasivos, sendo associado a características 

biológicas agressivas e a um pior prognóstico da doença (BORRESEN-

DALE, 2003). O gene TP53 normal, codifica uma fosfoproteína de 53 kDa, 

tetramérica, a qual se liga ao DNA e age como fator de transcrição. Mutações 

neste gene, localizado no cromossomo 17, estão presentes em 
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aproximadamente 50% dos cânceres humanos, tornando este gene o alvo 

mais comum de alterações genéticas no processo neoplásico (PETITJEAN 

et al., 2007). Quando as células são expostas a agentes que danificam o 

DNA (radiação ionizante, radiação ultravioleta, aplicação de fármacos 

citotóxicos ou agentes quimioterapêuticos), a proteína se torna estável e 

passa a controlar diversos genes que são seus alvos, impedindo a 

progressão do ciclo celular, o que permite reparar os danos nas células ou 

disparar o processo de morte celular por apoptose (BAI e ZHU, 2006). O 

gene P53 mutado não teria a capacidade de controlar o ciclo celular, sendo 

assim a célula com dano presente poderia adquirir a capacidade de 

proliferação descontrolada.   

Embora haja uma variedade de alterações moleculares descritas, 

ainda não se compreende o significado patogenético destes eventos e como 

eles se relacionam com os vários estágios da progressão da doença 

(POLYAK, 2007).  

 

 

2.7 VIMENTINA E O GENE VIM 

 

O gene VIM está localizado no braço curto do cromossomo 10 

(10p13), também pode ser chamado de CTRCT30 e HEL113. Este gene 

codifica a vimentina, que faz parte da classe III dos filamentos intermediários, 

sendo responsável pela manutenção da célula, integridade do citoplasma e 

estabilidade de interações que ocorrem no citoesqueleto. Sua sequência de 

nucleotídeos foi determinada em 1992 pelos pesquisadores Gieser e 

Swaroop, através de um substrato de cDNA oriundo do epitélio da retina. A 

vimentina, uma proteína 57 kDa, é expressa por uma gama de tipos 

celulares, incluindo precursores de células pancreáticas, células de Sertoli, 

precursores de células neuronais, células tubulares renais, macrófagos, 

neutrófilos, células renais estromais e leucócitos (EVANS, 2004). A vimentina 

é importante por ser conhecida como um bom marcador de transição 

epitelial-mesenquimal (THIERY, 2002), sendo amplamente reconhecida 

como marcador de fenótipos tipo TEM. Contudo, não é claro se o 

funcionamento da vimentina contribui para a expressão padrão de genes 
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responsáveis pelo fenótipo TEM ou se a expressão do gene VIM é somente 

um resultado da transição. Análises de mutações realizadas por Schietke et 

al. (2006) sugerem que a vimentina é uma das proteínas de filamento 

intermediário mais expressa em mamíferos. Em adultos, expressão de VIM 

é observada em todas as células mesenquimais dos tecidos conectivos, 

assim como no sistema nervoso central e nos músculos (LARSSON et al., 

2004).  

A vimentina é seletivamente expressa em linhagens celulares de 

cânceres agressivos, onde é correlacionada com mudanças na TEM tais 

como redução da expressão de citoqueratinas e hiper-regulação de outros 

marcadores mesenquimais dentre os quais podemos citar as moléculas de 

matriz extracelular fibronectina, tenascina C, e proteoglicanos sulfatos de 

condroitinas (GILLES et al., 2004). Vários estudos têm descrito a 

superexpressão de VIM em doenças malignas, incluindo da mama 

(ACKLAND et al., 2003; GILLES et al., 2004; KORSCHING et al., 2005). A 

superexpressão de vimentina foi significativamente associada ao 

comportamento metastático de carcinoma hepatocelular (HU et al., 2004). 

No estudo de Wei et. al (2008), o silenciamento de VIM resultou no 

decréscimo da invasão e metástase em cânceres de próstata. Este mesmo 

resultado foi encontrado em outros tipos de câncer, como de cólon e de 

mama (MCINROY e MAATTA, 2007). Outro estudo demonstrou que a 

expressão do gene que codifica a vimentina, em células epiteliais é suficiente 

para induzir várias características importantes na TEM, incluindo aumento da 

motilidade celular e alterações para o fenótipo mesenquimal (MENDEZ et al., 

2010). Muitas linhagens celulares de câncer de mama agressivos têm o gene 

VIM superexpresso (NEVE et al., 2006; KOKKINOS et al., 2007; ISERI et al., 

2011). O trabalho de Iseri e colaboradores (2011) observou que linhagens 

MCF-7 resistentes às drogas que promovem a indução de TEM 

apresentaram hiperexpressão de genes relacionados à transição, tais como 

SLUG, VIM etc. A mesma linhagem celular também apresentou hiper-

expressão de VIM identificado por imunoistoquímica no estudo de Kokkinos 

e colaboradores (2007). Já no estudo de Neve e colaboradores (2006) foram 

utilizadas 51 linhagens celulares, sendo divididas de acordo com a 

classificação molecular proposta inicialmente pelo trabalho de Perou e 
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colaboradores (2000). A expressão do gene VIM foi encontrada 

hiperexpressa no subtipo Luminal B em relação ao Luminal A.  

A relação entre vimentina e E-caderina já foi avaliada em diferentes 

estudos, tais como o de De Craene et al. (2005) onde foi observado que a E-

caderina hiper-regula a expressão de marcadores mesenquimais, vimentina, 

fibronectina e proteínas envolvidas na invasão de células cancerosas, tais 

como as metaloproteínases 2 e 9 (MMP2 e MMP9). A relação entre vimentina 

e E-caderina já foi observada em outros tipos de cânceres como no estudo 

de Nijkamp e colaboradores (2011) onde a baixa expressão de E-caderina 

concomitantemente com a alta expressão de vimentina relacionava-se com 

o desenvolvimento de metástases à distância em pacientes com câncer de 

cabeça e pescoço. 

 

        

2.8 E-CADERINA E O GENE CHD1 

 

O gene CDH1 está localizado no cromossomo 16 (16q22.1), em uma 

região de aproximadamente 100 kb. Compreende 16 éxons e 15 íntrons, 

sendo altamente conservado entre as espécies (GALL et al., 2014). Expressa 

uma glicoproteína de 120 kDa chamada E-caderina que consiste de domínios 

extracelular, citoplasmático e transmembrânico (NOLLET et al., 2010). O 

domínio extracelular possui sítios de ligação para íons Ca+2 e estende-se 

desde a superfície da célula ligando-se às caderinas de células adjacentes 

por dimerização lateral (SHAPIRO et al., 2000). Diminuição da expressão de 

CHD1 têm sido relatadas em vários tipos de cânceres e correlacionadas às 

características patológicas tais como pior diferenciação tumoral, crescimento 

infiltrante, presença de metástases nos linfonodos e decréscimo na 

sobrevida do paciente (DEBIES e WELCH, 2001).   

A expressão baixa de CDH1 e consequentemente de E-caderina, é 

associada ao comportamento mais agressivo do câncer de mama 

(SIITONEN et al., 1996; ÁSGEIRSSON et al., 2000). Foi demonstrado que a 

metilação do promotor de CDH1 pode ser um dos mecanismos que levam a 

esta diminuição (NASS et al., 2000; SHINOZAKI et al., 2005). Nass et al. 

(2000) demonstraram que a hipermetilação da região promotora de CDH1 
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estava evidentemente aumentada em 30% dos carcinomas ductais in situ e 

em 60% em carcinomas ductais invasivos. Caldeira et al. (2006), 

encontraram metilação aberrante da ilha CpG do gene CDH1 associada com 

redução dos níveis de expressão de E-caderina em câncer de mama. Neste 

estudo foi sugerida também a correlação entre hipermetilação de CDH1 e a 

redução dos níveis de expressão de receptor de estrogênio. A metilação da 

região promotora desse gene também tem sua relevância em outros tipos de 

cânceres, como câncer gástrico, onde foi sugerido como um segundo evento 

genético na gênese deste câncer (GRADY et al., 2000).   

Vários estudos mostram mutações no gene CDH1 como 

características de câncer de mama lobular (PHAROAH et al., 2001; SARRIO 

et al., 2003; BENUSIGLIO et al., 2013). Por exemplo, em algumas 

populações (como a estadunidense) em torno de 10% dos 20 mil novos 

casos de carcinomas mamários que surgem todos os anos são lobulares e 

genotipados com mutações neste gene (WEIGELT et al., 2010; MORROGH 

et al., 2012).  

 

 

2.9 TRANSIÇÃO EPITELIAL-MESENQUIMAL (TEM), EXPRESSÃO DE CDH1, 

VIM E miRNAs RELACIONADOS  

 

A transição epitelial-mesenquimal (TEM) é uma série orquestrada de 

eventos em que interações célula-célula e célula-matriz extracelular são 

alteradas para liberar as células epiteliais do tecido circundante, reorganizar 

o citoesqueleto para conferir a capacidade de se mover através de uma 

matriz extracelular tridimensional e induzir um novo programa transcricional 

a manter o fenótipo mesenquimal (RADISKY, 2005). A TEM é um importante 

processo embrionário que é também visto em tumores malignos (HAY, 

2005). Células epiteliais ao sofrerem múltiplas alterações bioquímicas 

resultam em células de fenótipo mesenquimal, associada à perda de 

proteínas celulares epiteliais, sendo a principal a E-caderina (KALLURI e 

WEINBERG, 2009). As células mesenquimais não-polarizadas são 

altamente móveis e invasivas (POLYAK e WEINBERG 2009). O trabalho 

pioneiro de Elizabeth Hay foi o primeiro a descrever a “transformação 
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epitelial-mesenquimal” (HAY, 1995). O termo transformação foi substituído 

por “transição”, pelo fato de ser possivelmente reversível e diferente de um 

processo neoplásico (KALLURI e NEILSON, 2003). A TEM pode ser 

classificada em três subtipos diferentes, sendo eles: tipo 1, o qual seria a 

transição que ocorre durante a implantação, embriogênese e 

desenvolvimento de órgãos; tipo 2, onde a TEM é associada à regeneração 

de tecidos e fibroses viscerais; e tipo 3, que é associado à progressão e 

metástase do câncer (KALLURI e WEINBERG, 2009). Estudos com cultivo 

celular e em experimentos com camundongos demonstraram que células de 

carcinoma podem adquirir fenótipos mesenquimais e, por vezes, expressar 

marcadores desse estágio, tais como α-SMA (Alpha-Smooth muscle actin), 

FSP1 (fibroblast-specific protein 1), vimentina e desmina (YANG e 

WEINBERG, 2008).  

Muitos fatores de transcrição estão envolvidos no processo de TEM, 

porém alguns deles são mais estudados, tais como SNAIL, ZEB e TWIST. O 

fato de serem tão estudados pode estar relacionado com a estreita relação 

com diferentes moduladores epigenéticos, que são fundamentais para 

alterações na expressão gênica. Vimentina e E-caderina (com cateninas) são 

conhecidas pelas suas expressões e funções específicas no status celular 

mesenquimal e epitelial, respectivamente. A expressão de vimentina 

aberrante durante a TEM é sugerida como sendo um elemento essencial 

para a plasticidade epitelial e metástase (USAMI et al., 2008; DUTSCH-

WICHEREK et al., 2010; VUORILUOTO et al., 2011). A expressão da 

vimentina é hiper-regulada durante a TEM, e é altamente expressa nos 

tumores de mama tipo basais (KOKKINOS et al., 2007; SARRIO et al., 2008; 

SOUSA et al., 2010; SATELLI e LI, 2011). E-caderina é uma glicoproteína 

transmembrânica que medeia as adesões célula a célula dependentes de 

cálcio entre a maioria das células epiteliais adultas, e consequentemente é 

vital para a manutenção da estabilidade da arquitetura dos tecidos 

(KOKINNOS et al., 2007).  Por muito tempo, alterações epigenéticas que 

ocorriam na TEM eram associadas ao promotor de CDH1. A metilação desse 

promotor é conhecida como uma etapa que contribuirá para o processo da 

TEM se efetivar (LOMBAERTS et al., 2006). A metilação do DNA em 

dinucleotídeos CpG em regiões de sequências regulatórias é uma situação 
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comumente encontrada quando genes supressores de tumor estão 

silenciados. A metilação do promotor de CDH1 é vista como sendo uma parte 

relevante no processo de TEM, sendo associada à expressão de SNAIL 

(CHENG et al., 2011). As variações de expressão de certos genes estão 

sendo relacionadas à perda de E-caderina e ao ganho de vimentina (DE 

CRAENE e BERX, 2013).  
Características de TEM têm sido observadas em câncer de mama 

(TRIMBOLI et al., 2008), cólon (BRABLETZ et al., 2005), ovário (VERGARA 

et al., 2009) e em modelos de cânceres esofágicos (USAMI et al., 2008). 

Trabalhos em câncer de mama e outros tipos postulam a TEM como um 

potencial mecanismo pelo qual células epiteliais de tumores adquirem maior 

motilidade e fenótipo invasivo e escapam do tumor primário (GUARINO et 

al., 2007). No câncer de mama, assim como em outros cânceres, raramente 

a TEM ocorre homogeneamente em todo o tumor. As exceções incluem 

carcinoma lobular difuso, onde a E-caderina é perdida uniformemente pelo 

tumor e os perfis de expressão gênica identificam genes envolvidos na TEM 

incluindo hiper-regulação de fibronectina e colágeno tipos I e III 

(TURASHVILI et al., 2007). A oncogenicidade da TEM é associada à perda 

da polaridade ápico-basal (OZDAMAR et al., 2005), desintegrações das 

junções oclusivas e aderentes, alterações no citoesqueleto, incluindo 

hiporegulação de citoqueratinas e hiper-regulação de vimentina (KOKINNOS 

et al., 2007), aquisição da motilidade e fenótipo invasivo.  

Uma das principais características da TEM é a combinação da perda 

de contato célula-célula, redução da expressão de E-caderina, e aumento da 

expressão de marcadores mesenquimais, tais como vimentina (GUARINO 

et al., 2007; TRIMBOLI et al., 2008). Vários indutores chaves de TEM são 

fatores de transcrição que reprimem a expressão de CDH1 que é 

considerado um supressor de tumor. Concomitantemente com a perda de 

adesão de células epiteliais e componentes do citoesqueleto, células em 

TEM adquirem expressão de componentes mesenquimais e manifestam 

fenótipo migratório. A perda da expressão de CDH1 aumenta a invasividade 

de células tumorais in vitro e contribui para a transição de adenoma para 

carcinoma em modelos animais (THIERY, 2002). Lombaerts et al. (2006) 

observaram que TEM ocorre somente em células de carcinomas mamários 
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com hipermetilação no promotor de CDH1 e não com inativação mutacional 

o que indica uma função importante da perda de E-caderina como evento 

primário ou inicial da TEM. 

Estudo em linhagens celulares de câncer de mama mostram redução 

nos níveis de citoqueratinas, redução ou mesmo ausência de componentes 

celulares, tais como a E-caderina, desmoplaquina e ZO-1 (THOMPSON et 

al., 1992; SOMMERS et al., 1994). Alguns fatores como fator de crescimento 

epidermal (FCE), superexpressão do fator do receptor do fator de 

crescimento tipo 1 de insulina (IGF-IR), hiporegulação de E-caderina, e altos 

níveis de NGF-κβ podem desencadear a TEM em linhagens celulares 

MCF10A (KIM et al., 2007). A linhagem celular PMC42, derivada de câncer 

de mama, é muito utilizada para determinar marcadores de TEM por 

responder muito bem a alterações nos níveis de expressões de VIM e CDH1, 

o que auxilia na compreensão dos estágios da TEM (WHITEHEAD et al., 

1983; WHITEHEAD et al., 1984). As análises de arranjos dos genes das 

linhagens celulares são muito importantes para o estudo da TEM. Os 

trabalhos de Zajchowski et al. (2001) confirmaram associação entre o padrão 

mesenquimal e a invasividade das células cancerosas.  

 Estudos relatam a relação entre a perda da expressão de CDH1 e a 

progressão do câncer. A perda de CDH1 é um marcador de carcinomas 

lobulares de mama, que correspondem a cerca de 10% de todos os cânceres 

de mama invasivos. São caracterizados por um genótipo apresentando 

mutação em CDH1, diferentemente dos carcinomas ductais que apresentam 

tipicamente CDH1 não mutado (WEIGELT et al., 2010; MORROGH et al., 

2012) e são conhecidos por ter uma pior resposta às terapias neoadjuvantes.  

Moelans et al. (2009), mostraram que a perda da expressão deste 

gene é mais frequente em tumores primários de mama que levam a 

metástases no fígado e pele do que àqueles que levavam às metástases no 

cérebro ou pulmão.  

Outros mecanismos que levam a perda da função de E-caderina 

incluem a metilação de CDH1 (MORROGH et al., 2012). As mutações de 

CDH1 ou perda da expressão da E-caderina por outros mecanismos, são 

considerados alvos nas terapias anticâncer (TANG et al., 2012).  
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Os microRNAs (miRNAs), sequências não codificantes expressos de 

forma endógena com aproximadamente 22 nucleotídeos (CAI et al., 2009), 

são conhecidos por serem potencias modificadores da expressão gênica, 

fazendo com que a célula responda rapidamente às alterações no ambiente. 

Muitos desses miRNAs estão sendo associados direta ou indiretamente com 

a TEM (ZHANG e MA, 2012).  

Algumas famílias de miRNAs são importantes por interagirem com 

moléculas relacionadas à TEM, tais como os membros da família miR-34 os 

quais estão relacionados com o processo de TEM dependente de SNAI1 

(KIM et al., 2011). Alguns membros da família miR-200 são descritos como 

hiporegulados em células troncos de cânceres malignos de próstata, cólon, 

mama (SHIMONO et al., 2009; WELLNER et al., 2009; KONG et al., 2010).  

A promoção da motilidade e invasividade de célula de carcinoma já foi 

observada como resultado do aumento da expressão de miR-92a 

acompanhado da redução da expressão de CDH1 (CHEN et al., 2011).  
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3. JUSTIFICATIVA 
 

A Transição Epitelial Mesenquimal (TEM) é um processo normal em 

vários momentos fisiológicos, mas utilizado pelas células cancerosas para 

adquirir mobilidade e invadir tecidos adjacentes e/ou distantes. Além das 

alterações na forma e aquisição de mobilidade, ocorrem mudanças 

fundamentais no perfil de expressão das células. A modificação mais 

significativa é a repressão de E-caderina (codificada pelo gene CDH1) e 

indução de vimentina (codificada pelo gene VIM). Apesar de estas 

modificações serem conhecidas e bem definidas em vários tipos de câncer, 

os mecanismos subjacentes que regulam a expressão destes genes são 

estudados de forma fragmentada. Neste estudo, propomos o estudo mais 

amplo, avaliando a expressão gênica (RNAm) e dois dos mecanismos que 

poderiam interferir no nível de expressão (número de cópias, e regulação 

epigenética (metilação de promotor)) nas mesmas amostras e em diferentes 

estágios (tecido mamário normal, carcinomas primários de mama e 

linfonodos metastáticos). Desta forma, o estudo traz contribuições para a 

compreensão deste processo assim como para a utilização da expressão 

destes genes marcadores como indicadores de prognóstico da doença.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar os genes CDH1 e VIM em relação à expressão, número de 

cópias e metilação na região promotora, visando contribuir para uma melhor 

compreensão da regulação destes genes na TEM e na progressão dos 

carcinomas primários de mama. 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar a expressão do RNAm dos genes CDH1 e VIM em 

amostras de tecido mamário não tumoral, carcinomas primários de 

mama e linfonodos metastáticos. 

 Avaliar o número de cópias dos genes alvos relacionando com os 

dados encontrados nos estudos de expressão. 

 Avaliar a porcentagem de metilação dos promotores dos genes 

CDH1 e VIM, correlacionando com o nível de expressão. 

 Avaliar os subgrupos de acordo com os parâmetros clínicos e 

histopatológicos verificando se há relação entre os mesmos e os 

padrões de expressão, de número de cópias e de metilação da 

região promotora dos genes em estudo.  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 
 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

 

As amostras foram coletadas no momento da cirurgia para remoção 

do tumor após o diagnóstico de câncer de mama, no Hospital Nossa Senhora 

das Graças (HNSG) Curitiba, Paraná, após assinatura do Consentimento 

Livre e Esclarecido (estudo aprovado pelo CONEP sob o registro 7220) 

(ANEXO I). Todas as amostras foram provenientes de pacientes do sexo 

feminino e a idade média foi de 55,9±15,5. Foram analisadas 15 amostras 

não tumorais (tecido mamário adjacente ao tumor, coletado do quadrante 

oposto e fora da margem de segurança), 137 amostras de tumor e 28 de 

linfonodos. Após a coleta, o material foi mantido em tubos contendo 

RNAlater® (Ambion Inc. Applied Biosystems) para garantir a preservação do 

RNA até o momento da sua extração. Posteriormente, o material seguiu para 

processamento manual onde o material excedente (gordura, vasos 

sanguíneos) foi removido viabilizando a amostra para o estudo. O material 

foi estocado a –80ºC até o momento da extração de ácidos nucleicos.  

Na Tabela 1 estão as informações relativas à caracterização da 

amostra de tumores e linfonodos (idade das pacientes, classificação, 

marcadores tumorais etc.) assim como quais amostras foram estudadas em 

cada um dos ensaios (expressão, número de cópias e metilação).  
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5.2 EXPRESSÃO DE RNAm 

 

5.2.1 EXTRAÇÃO DO RNA TOTAL E OBTENÇÃO DE cDNA 

 

A extração do RNA total das amostras tumorais, não tumorais e de 

linfonodos foi realizada com o kit de extração RNAeasy® (Qiagen). 

Aproximadamente 0,03 g de tecido de cada amostra foram utilizados e a 

extração ocorreu conforme as recomendações do fabricante. A verificação 

da integridade do material foi obtida através de eletroforese em gel de 

agarose a 2,0%, utilizando-se em torno de 10 ng do RNA extraído. Após a 

determinação das concentrações dos RNAs de cada amostra foram 

preparadas as soluções de trabalho a 120 ng/μl. Posteriormente, ocorreu a 

retrotranscrição de 1200 ng de RNA para 20 μl de volume final (60 ng/μl) para 

a síntese de DNA complementar (cDNA) com a utilização do kit High 

Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Ao final, foram 

adicionados 140 μl de água ultrapura à reação de retrotranscrição, para uma 

concentração final de 7,5 ng/μl.  

 

5.2.2 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL 

 

A análise da expressão gênica foi realizada por Quantificação Relativa 

através do método 2-∆∆Ct (XIA et al., 2010). Neste método obtemos a 

expressão de determinado gene alvo estabelecendo uma relação com uma 

amostra de referência a qual foi escolhida por ter apresentado menor 

variação e ciclo de threshold (Ct) semelhantes aos controles endógenos, 

lembrando que nos valores de cálculos essa amostra assume valor 1. As 

eficiências de 100% das amostras são garantidas pelo fabricante das sondas 

Taqman (Applied Biosystems) isentando a necessidade da curva-padrão. As 

reações de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foram realizadas no 

equipamento VIIA7 (Applied Biosystems) utilizando o sistema de detecção 

por sonda de hidrólise fluorescente Taqman®FAM-MGB (com QNF). As 

reações na placa de RT-qPCR seguiram o protocolo TaqManGene 

Expression Assays e o Taqman Universal PCR Master Mix (Applied 



 

52 
 

Biosystems). Para cada amostra foram realizadas triplicatas com volume final 

de 10 μl para cada reação. A mesma foi composta por 0.5 μl de TaqMan 

Gene Expression Assay (20x), 5 μl de TaqMan Gene Expression Master Mix 

(2x), 2 μl de cDNA molde (7,5 ng/μl) e 2 μl de água livre de RNAse.  

As reações de RT-qPCR foram sempre acompanhadas de dois genes 

de referência, ou seja, genes que possuem expressão constitutiva para esse 

tipo de tecido. É de suma importância a validação dos genes de referência 

para cada tipo de experimento. Nosso laboratório adota como genes de 

referência para trabalhos com câncer de mama os genes GAPDH e ACTB. 

A forma como os genes foram validados está em anexo (ANEXO II).  

 

5.3 ANÁLISE DA VARIAÇÃO DO NÚMERO DE CÓPIAS 

 

5.3.1 EXTRAÇÃO DO DNA 

 

As amostras de câncer de mama foram submetidas ao método de 

fenol-clorofórmio para extração do DNA. Os fragmentos de tumores sólidos 

foram digeridos em 130 μl de tampão de proteinase K e 70μl de proteinase k 

10 μg/ml durante incubação em banho-maria a 55ºC por 24 horas. Em 

seguida, a inativação da proteinase K ocorreu através da inclusão dos tubos 

em banho seco a 95ºC por 10 minutos. Duas lavagens subsequentes com 

adição de 1 volume de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico 25:24:1 v/v, 

seguido de homogeneização no vórtex por 15 segundos e centrifugação a 

14.000 rpm por 15 minutos. Ao sobrenadante resultante foi adicionado 2 

volumes de etanol absoluto e 0,2 volumes de acetato de amônio 7,5 M e o 

tubo foi mantido no freezer -20ºC por 24 horas. Decorrido o tempo, foi 

realizada a centrifugação novamente a 14.000 rpm por 15 minutos, sendo o 

sobrenadante descartado, e o material restante seguido para lavagem com 

1 ml de etanol 70% e centrifugação à mesma velocidade dos passos 

anteriores, por 5 minutos. O sobrenadante foi novamente descartado e o 

DNA ressuspendido em 40μl de água ultrapura.  

Após atingir a temperatura ambiente, a amostra de DNA foi 

armazenada a -20ºC. A leitura da concentração de DNA foi realizada 
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utilizando-se o espectrofotômetro NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer 

v.3.0.1, Labtrade). Apenas foram consideradas para as análises moleculares 

as amostras que apresentaram razão A260nm/A280nm com valor 

aproximado de 1,8 a 2,0, conforme instruções do fabricante. 

 

     5.3.2 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL  

 

Para a avaliação do número de cópias dos genes CDH1 e VIM foram 

utilizados ensaios TaqMan® Copy Number Assays (Life Technologies™). 

Essa metodologia é baseada em uma reação dupla de PCR em tempo real 

que detecta a sequência do gene alvo do estudo e a sequência de um gene 

de referência (RPPH1 – gene da RNAse P) conhecido por apresentar duas 

cópias em um genoma diplóide. Este método de detecção relativa é usado 

para determinar o número de cópias do gene de interesse em um DNA 

genômico, normalizado com o número de cópias do DNA de referência. Em 

todas as placas, contendo as amostras tumorais, foi incluído DNA controle 

(calibrador) com o número de cópias dos genes de interesse conhecido 

proveniente de 10 mulheres sem câncer de mama de diferentes origens 

étnicas (Brasil, Índia, China, México e Estados Unidos), assim como um 

controle negativo. O material genômico de diferentes etnias foi utilizado a fim 

de minimizar os efeitos normais da variação do número de cópias 

interdividual. Para cada reação foram utilizados: 5μl de master mix, 2μl de 

DNA (na concentração de 5ng/μl), 0,5 μl de mix do gene em estudo (contendo 

o par de iniciadores (primers) e a sonda TaqMan®), 0,5 μl de mix do gene da 

RNASE P (primers e sonda TaqMan®) e 2 μl de água ultrapura, totalizando 

10μl de volume de reação. Todas as amostras, incluindo o DNA controle 

foram analisadas em triplicata na placa. O equipamento utilizado foi o VIIA7 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems™). As condições de PCR foram 

as seguintes: desnaturação inicial a 95ºC por 10 minutos, 40 ciclos de 95ºC 

por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. 

As análises foram realizadas utilizando-se o software Copy Caller (Life 

Technologies™). Não foram consideradas amostras que apresentaram valor 

de CT > 33 ciclos e valor de z-score ≥ 2.65, pois esses valores podem induzir 
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a erros de interpretação, visto que normalmente estão associados a artefatos 

de técnica ou degradação de material. O número de cópias do DNA teste foi 

calculado pelo método da quantificação relativa: 2–ΔΔCT multiplicado por 2 

(indivíduos diploides). Este método foi adotado devido à padronização prévia 

dos ensaios de primers e sondas comercializados pela empresa, o que 

garante uma eficiência de reação de 100%, possibilitando que as curvas de 

amplificação entre os genes testados e o gene de referência possam ser 

comparadas com precisão. Para efeito de análise, foram consideradas 

normais as amostras que apresentaram número de cópias entre 1,5 e 2,5; 

com perdas aquelas com número inferior a 1,5 e com ganhos aquelas com 

número superior a 2,5.  

 

GENE E 
INICIADORES 

CÓDIGO/SEQUÊNCIA ANÁLISE 

CDH1 Hs01023894_m1 Expressão gênica 

VIM Hs00958111_m1 Expressão gênica 

ACTB Hs01060665_g1 Expressão gênica 

GAPDH Hs02758991_g1 Expressão gênica 

CDH1 Hs05460491_cn Número de cópias 

VIM Hs02396379_cn Número de cópias 

RNAseP Hs05126807_cn Número de cópias 

CDH1-F CTGTTGGTTTCGGTGAGCA Análise de metilação 

CDH1-R TTTCCAACCCCTCCCTACTC Análise de metilação 

VIM-F CCTCCTACCGCAGGATGTT Análise de metilação 

VIM-R GAGAAGTCCACCGAGTCCTG Análise de metilação 
 

QUADRO 1: GENES E INICIADORES UTILIZADOS REFERENCIADOS PELOS SEUS CÓDIGOS 

DISPONIBILIZADOS PELO FABRICANTE E RESPECTIVOS ENSAIOS.  

FONTE: O autor, 2017.  
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 5.4 ANÁLISE DE METILAÇÃO DA REGIÃO PROMOTORA DOS GENES CDH1 E 

VIM 

 

A análise do status de metilação da região promotora dos genes CDH1 e 

VIM foi realizada em 23 amostras pelo método de MSRE-qPCR. O DNA foi obtido 

conforme descrito no item 5.3.1. Nesta etapa, 150ng de DNA genômico foi 

digerido com 30U da enzima sensível à metilação HpaII em um volume final de 

30μl.  Em paralelo, uma alíquota contendo a mesma quantidade de DNA 

genômico também foi tratada sob as mesmas condições, mas sem adição de 

enzima (sham) (QUADRO 2).  

Componente da Reação Tubo teste Tubo controle (sham) 
Água ultra-pura estéril 8,7 l 11,7 l 

Tampão da enzima (10X) 3 l 3 l 
Enzima (10U/ l) 3 l - 

BSA 0,3 l  0,3 l 
Amostra (150 ng em 15 L) 15 l 15 l 

Volume final 30 l 30 l 
 

QUADRO 2: REAGENTES UTILIZADOS NA REAÇÃO DE RESTRIÇÃO.  

FONTE: O autor, 2017. 

As reações foram incubadas a 37ºC por cerca de 18 horas seguidas de 

10 min a 65°C para inativação da enzima. Como amostras controles, foram 

utilizadas duas linhagens celulares com perfis de metilação conhecidos e 

garantidos pelo fabricante. A linhagem HeLA (100ng/μl) (CpG Mehylated HeLa 

Genomic DNA – New England Biolabs®) foi utilizada como controle 

hipermetilado, e para o controle hipometilado foi utilizado o Epitect Control (50ng/ 

μl) (Unmethylated human control DNA – Qiagen).  

Os produtos finais das digestões (amostras digeridas com HpaII e não 

digeridas) foram utilizados na PCR em tempo real em replicatas no equipamento 

VIIA7 (Applied Biosystems). Os componentes da reação submetida à PCR em 

tempo real foram: 2.9μl de água ultra-pura, 5μl de SYBR master mix (Qiagen®), 

0,05μl de primer foward (a jusante) (10nM), 0,05μl (10nM) de primer reverse (a 

montante) e 2μl de amostra, totalizando 10 μl de volume final para cada replicata. 

As condições da PCR foram 95ºC por 10 min seguidos de 40 ciclos de 95ºC por 
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15 segundos e posteriormente 60º por 1 minuto. Para cada placa foram 

realizadas curvas de anelamento a 60ºC - 95ºC, com aumentos de 0,3ºC para 

garantir um único pico e assim a especificidade dos iniciadores. Para a análise 

da metilação, a média do valor de Ct (threshold cycle) das amostras digeridas foi 

subtraída da média do valor de Ct das amostras não digeridas (sham) para a 

determinação do ∆Ct para cada produto de PCR. A fórmula utilizada para o 

cálculo de percentual de metilação foi 0,5-∆Ct (GOMES, GOMES E RAMOS, 

2007).  

 

 5.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

Para a análise estatística dos resultados obtidos na análise de expressão 

gênica, foram realizados testes de normalidade entre os grupos amostrais, seguido 

do teste de Mann-Whitney ou teste t com correção de Welch’s através do software 

GraphPad Prism version 6.01 para Windows (Disponível em: www.graphpad.com), 

e STATISTICA.  

Os dados de variação do número de cópias foram avaliados pelo teste de 

qui-quadrado para verificar se havia variação significativa entre os grupos perda 

(valores inferiores a 1,5), normal (valores entre 1,5 a 2,5) e ganho (valores 

superiores a 2,5 cópias). Os valores absolutos (aqueles que não foram separados 

em grupos) também foram avaliados através do teste t com correção de Welch’s 

com o auxílio do software STATISTICA.  
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6. RESULTADOS 
 

6.1 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA 

 

A análise de expressão dos genes CDH1 e VIM foi realizada em 15 

amostras não tumorais, com a finalidade de verificar o comportamento dos 

genes alvos e comparar sua expressão com a doença em seus diversos 

estágios. As 15 amostras (idade média de 55,5±18,4) foram testadas para 

ambos os genes alvos onde apresentaram valores médios de expressão de 

1,35±1,29 para CDH1 e 1,46±0,70 para VIM (QUADRO 3).  

A análise em tumores foi realizada em 61 e 65 amostras e resultou em 

uma expressão média de 2,85±19,40 para CDH1 e 0,81±26,69 para VIM, 

respectivamente. A média de idade das pacientes analisadas foi de 

55,9±15,5. Os dados obtidos encontram-se nos quadros abaixo (QUADROS 

4 e 5). Os dados provenientes das amostras foram testados para verificar a 

normalidade indicando o tipo de teste mais adequado (ANEXO III). Amostras 

que apresentaram valores extremos (8 amostras de CDH1 e 1 amostra de 

VIM) que interferiam na média (valores superiores a 10 de fold change) foram 

retiradas das análises estatísticas, porém mantidas na discussão. 

 
QUADRO 3: VALORES DE EXPRESSÃO DE AMOSTRAS NÃO TUMORAIS PARA O GENE CDH1 

E VIM  

 

Legenda: NT, não tumorais; FC, fold change. 

FONTE: O autor, 2017. 

  

AMOSTRAS 
NT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

FC (CDH1) 1,803 1,428 0,634 0,066 1,456 0,536 0,159 0,069 2,325 1,033 2,784 0,03 3,652 1,519 2,875 
FC (VIM) 0,180 0,690 0,470 0,280 0,430 0,660 0,350 1,520 2,900 1,320 0,160 1,30 1,060 1,02 0,70 
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QUADRO 4: VALORES DE EXPRESSÃO DE AMOSTRAS DE CARCINOMAS MAMÁRIOS PARA 

O GENE CDH1 

Legenda: FC, fold change  

FONTE: O autor, 2017. 

  

  

Amostras FC Amostras FC Amostras FC Amostras FC Amostras FC 

1 89,401 14 17,902 27 1,138 40 5,209 53 0,519 

2 1,428 15 1,317 28 0,085 41 2,87 54 1,965 

3 1,033 16 0,486 29 3,719 42 0,516 55 5,284 

4 0,41 17 0,943 30 59,348 43 3,525 56 1,594 

5 0,393 18 1,806 31 0,634 44 2,804 57 23,014 

6 2,784 19 4,652 32 0,45 45 0,061 58 0,424 

7 2,87 20 0,003 33 8,608 46 0,823 59 0,537 

8 0,492 21 0,536 34 0,468 47 17,885 60 0,103 

9 3,301 22 0,528 35 0,069 48 8,84 61 2,914 

10 2,145 23 12,365 36 0,159 49 1,768   

11 0,688 24 0,616 37 21,049 50 0,274   

12 1,803 25 6,43 38 2,471 51 45,723   

13 2,875 26 0,08 39 0,066 52 0,668   
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Amostras FC Amostras FC Amostras FC Amostras FC Amostras FC 

1 0,514 14 0,573 27 0,715 40 0,412 53 0,165 

2 0,955 15 0,146 28 0,264 41 0,242 54 0,296 

3 0,188 16 0,232 29 0,596 42 1,108 55 0,252 

4 0,184 17 0,265 30 0,685 43 0,358 56 0,521 

5 0,366 18 0,640 31 0,670 44 0,164 57 0,263 

6 0,066 19 0,075 32 0,307 45 0,213 58 12,678 

7 0,036 20 0,981 33 0,091 46 2,756 59 0,365 

8 2,078 21 1,355 34 0,311 47 0,435 60 0,357 

9 0,126 22 1,112 35 0,081 48 0,166 61 0,143 

10 0,062 23 0,678 36 0,428 49 0,356 62 0,263 

11 0,956 24 0,581 37 4,807 50 0,154 63 0,078 

12 9,506 25 0,305 38 0,032 51 0,048 64 0,234 

13 0,155 26 0,414 39 2,134 52 0,151 65 0,251 

 
QUADRO 5: VALORES DE EXPRESSÃO DE AMOSTRAS DE CARCINOMAS MAMÁRIOS PARA 

O GENE VIM 

Legenda: FC, fold change.  

FONTE: O autor, 2017. 

  

A figura 1 mostra a diferença entre os valores de expressão dos genes CDH1 

e VIM em amostras de carcinomas mamários, onde a expressão do gene CDH1 foi 

3,5 vezes maior do que a expressão de VIM, sendo estatisticamente significativo. 

As figuras 2, 3, 4, 5, 6 e 7 apresentam os gráficos cujos resultados estão 

explicitados na tabela 2.  
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Variação da Expressão CDH1 e VIM

CDH1 VIM
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FIGURA 1 –DISTRIBUIÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES CDH1 E VIM NO SÍTIO PRIMÁRIO. 
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Considerando a idade e os dados histopatológicos, as pacientes foram 

separadas em grupos e os dados foram analisados para ambos os genes 

CDH1 e VIM. Os resultados dos testes estão apresentados na Tabela 1. 

 
Tabela 2. Dados relativos à expressão gênica dos genes CDH1 e VIM e características clinico-

patológicas. 

 

Legenda: LN-, ausência de metástase nos linfonodos axilares; LN+, presença de metástase nos 

linfonodos axilares; RE, receptor de estrogênio; RP, receptor de progesterona; FC, fold change; N, 

número de indivíduos analisados; P, valor de significância; *, valor estatisticamente significativo.  

 

 

 

Grupos CDH1 
(FC) N P VIM 

(FC) N P 
       

LN+ 1,09 20 0,78 0,54 29 0,72 
LN- 1,20 41  0,82 34  

       
       

Grau I e II 1,19 51 0,21 0,73 53 0,42 
Grau III 0,78 10  0,43 15  

       
       

RE+ 1,25 41 0,27 0,75 55 0,73 
RE- 0,92 11  0,39 16  

       
       

RP+ 1,30 41 0,46 0,77 42 0,93 
RP- 0,81 11  0,37 12  

       
       

HER2+ 1,76 10 0,22 0,97 19 0,85 
HER2- 0,67 34  0,59 39  

       
       

Abaixo de 50 anos 0,96 22 0,43 0,90 22 0,02* 
50 anos ou mais 0,78 32  0,51 35  
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FIGURA 2: DISTRIBUIÇÃO DE EXPRESSÃO DOS GENES CDH1 e VIM REFERENTE À IDADE 

DAS PACIENTES. (A) Comparação entre pacientes com idade abaixo de 50 anos e igual ou superior 

a 50 anos para o gene CDH1. (B) Comparação entre pacientes com idade abaixo de 50 anos e igual 

ou superior a 50 anos para o gene VIM.  
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FIGURA 3. DISTRIBUIÇÃO DE EXPRESSÃO DOS GENES CDH1 e VIM REFERENTE À 

PRESENÇA OU AUSÊNCIA DE METÁSTASES EM LINFONODOS. (A) Comparação dos valores 

de expressão dos grupos com presença e ausência de metástase nos linfonodos para o gene CDH1 

(B) Comparação dos valores de expressão dos grupos com presença e ausência de metástase nos 

linfonodos para o gene VIM. 
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FIGURA 4. DISTRIBUIÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES CDH1 e VIM REFERENTE AO GRAU 

DO TUMOR.  (A) Comparação de valores obtidos entre os grupos de grau I e II versus grau III para 

o gene CDH1. (B) Comparação de valores obtidos entre os grupos de grau I e II versus grau III para 

o gene VIM. 
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FIGURA 5. DISTRIBUIÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES CDH1 e VIM REFERENTE AO 

RECEPTOR DE ESTRÓGENO. (A) Comparação dos valores de expressão de pacientes com RE+ 

e RE- em relação ao gene CDH1. (B) Comparação dos valores de expressão de pacientes com RE+ 

e RE- em relação ao gene VIM.  
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FIGURA 6. DISTRIBUIÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES CDH1 E VIM REFERENTE AO 

RECEPTOR DE PROGESTERONA. (A) Comparação dos valores de expressão de pacientes com 

RP+ e RP- para o gene CDH1.  (B) Comparação dos valores de expressão de pacientes com RP+ 

e RP- para o gene VIM. 
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FIGURA 7. DISTRIBUIÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES CDH1 E VIM REFERENTE AO 

RECEPTOR HER2.  (A) Comparação entre grupos com HER2+ e HER2- em relação ao gene 

CDH1. (B) Comparação entre grupos com HER2+ e HER2- em relação ao gene VIM. 

 

De acordo com a expressão dos três marcadores principais (RE, RP e HER2) 

na análise imunoistoquímica, os pacientes foram classificados nos subgrupos 

moleculares Luminal A (RE+, RP+, HER2-), Luminal B (RE+, RP+, HER2+), HER2 

(RE-, RP-, HER2+) e triplo negativo (RE-, RP-, HER2-), conforme Goldhirsch 

(2011). A figura 8 demonstra a variação de expressão observada entre estes 

subtipos para os genes CDH1 e VIM, respectivamente.  
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FIGURA 8: ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA EXPRESSÃO DOS GENES NOS SUBTIPOS 

MOLECULARES DE CÂNCER DE MAMA. (A) Valores de expressão do gene CDH1 (B) Valores de 

expressão do gene VIM. 

Legenda: Luminal A (LA); Luminal B (LB); HER2 positivo (HER2), triplo negativo (TN).  

 

Considerando que a presença de metástases em linfonodos axilares é um 

importante parâmetro prognóstico que indica maior agressividade do tumor, 

avaliamos 28 amostras de linfonodos portadores de células metastáticas. 

Verificamos um aumento da expressão do gene VIM com a concomitante 

diminuição da expressão do gene CDH1 nestas amostras (Figura 9). A 

expressão média foi de 0,30 para CDH1 nos linfonodos axilares (9,5 vezes 

menor do que no sítio primário) e para VIM 1,74 (2 vezes maior do que no sítio 

primário) sendo a diferença entre os mesmos estatisticamente significativa.   
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Figura 9 – DISTRIBUIÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA NO TUMOR PRIMÁRIO E NO TECIDO 

METASTÁSTICO. (A) Gene CDH1 (B) Gene VIM.  

 A Figura 10 representa uma progressão tumoral comparando a expressão 

de ambos os genes no tecido não tumoral, em tumores com informações de 

linfonodos livres de metástase (negativos) e com metástases (positivos) e no 
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próprio linfonodo metastático. Em ambos os genes alvos, foi observada diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos analisados, com a progressiva 

diminuição da expressão do gene CDH1 e aumento da expressão do gene VIM.  
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Figura 10 – ANÁLISE COMPARATIVA DA DISTRIBUIÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA ENTRE 

OS DIFERENTES ESTÁGIOS DE PROGRESSÃO DA DOENÇA (A) Gene CDH1 (B) Gene VIM.  

Legenda: LN-, ausência de metástase nos linfonodos axilares; LN+, presença de metástase nos 

linfonodos axilares; NT, amostras não tumorais, LINF, amostras de linfonodos axilares.  

6.2 ANÁLISE DO NÚMERO DE CÓPIAS. 

 
A variação do número de cópias de DNA foi analisada em 113 amostras de 

carcinomas mamários para o gene CDH1 e 109 para o gene VIM. A tabela 3 

apresenta os dados de número de cópias e a análise de qui-quadrado para verificar 

se os números de perda (número de cópias inferior a 1,5), normal (entre 1,5 e 2,5) 

e ganho (valores acima de 2,5 cópias) ocorreram de acordo com o esperado. 

Verificamos que para ambos os genes, os valores observados são 

significantemente diferentes dos esperados considerando a ocorrência ao acaso 

dos mesmos (CDH1 - ꭓ2 = 7,85; P < 0,05; VIM - ꭓ2 = 42,28; P <0,001).  

 A idade média das pacientes analisadas foi de 55,6±15,2. A variação do 

número de cópias nos genes CDH1 e VIM, obtidos com o auxílio do software 

CopyCaller (Life TechnologiesTM) está demonstrada no Anexo IV. Os testes 

referentes à análise de variação do número de cópias em relação aos dados 

histopatológicos e idade não demonstraram nenhum valor significativos para 

separação dos grupos. Os dados estão explicitados em gráficos no Anexo V. Os 
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percentuais das variações de número de cópias entre os grupos estão 

apresentados na tabela 4.  

 
Tabela 3 – Análise da distribuição do número de cópias para os genes CDH1 e VIM 

 CDH1  VIM 
 N (%)  N (%) 

Perda 38 (34)  22 (21) 
Normal 48 (44)  68 (63) 
Ganho 24 (22)  17 (16) 
Total 110  107 

 ꭓ2 = 7,85; P < 0,05  ꭓ2 = 42,28; P <0,001 
  

  

 
 

FIGURA 11: NÚMERO DE CÓPIAS DO GENE CDH1 (A) E VIM (B).  
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Tabela 4 - Percentuais das alterações do número de cópias encontrados nos genes CDH1 e VIM. 

 CDH1 VIM 

GRUPOS GANHO NORMAL PERDA N GANHO NORMAL PERDA N 

LN- 37,10% 37,10% 25,80% 62 8,7% 69,5% 21,8% 46 

LN+ 18,86% 50,94% 30,20% 53 19,04% 60,3% 20,66% 63 

         

GRAU I e II 18,7% 48% 33,3% 75 14,84% 62,16% 23% 74 

GRAU III 33,3% 43,3% 23,4% 30 26,7% 56,6% 16,7% 30 

         

RE+ 17% 44,8% 38,2% 76 15,5% 64,7% 19,8% 71 

RE- 27,27% 45,46% 27,27% 22 23,8% 42,85% 33,4% 21 

         

RP+ 17,14% 45,71% 37,15% 70 17,4% 66,7% 15,9% 63 

RE- 18,2% 45,45% 36,35% 22 17,4% 43,4% 39,2% 23 

         

HER2+ 21,6% 56,8% 21,6% 37 24,32% 56,75% 18,93% 37 

HER2- 9% 21% 23% 53 10,86% 65,2% 24% 46 

         

Abaixo de 50 

anos 
27% 44% 29% 41 21,9% 56,2% 21,9% 41 

50 anos ou 

mais 
22,05% 45,6% 32,35% 68 16,2% 63,23% 20,57% 68 

Legenda: LN-, ausência de metástase nos linfonodos axilares; LN+, presença de metástase nos 

linfonodos axilares; RE, receptor de estrogênio; RP, receptor de progesterona; N, número amostral. 

 

Para o gene CDH1, 24 amostras apresentaram ganho de número de cópias, 

48 permaneceram com número de cópias normal e 38 apresentaram perda de 

cópias (FIGURA 11-A). Para o gene VIM, 17 amostras apresentaram ganho no 

número de cópias, 68 pacientes apresentaram número de cópias normal e 22 

amostras apresentaram perda no número de cópias (FIGURA 11-B). Ambos os 

genes apresentaram instabilidade quanto ao número de cópias, onde temos valores 

de 56% e 36% para os genes CDH1 e VIM, respectivamente. Da mesma maneira 

que foi realizado para a avaliação da expressão gênica, os parâmetros de idade e 

histopatológicos também foram testados, porém sem resultados estatisticamente 

significativos.  

Quando comparada a variação do número de cópias entre os genes CDH1 

e VIM houve diferença significativa entre os mesmos, sendo que o primeiro 
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apresenta valor maior do número de cópias (2,17±0,88), já o segundo apresentou 

um valor médio inferior (1,94±0,69) (FIGURA 12).  

 

CDH1 vs. VIM
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FIGURA 12 – DISTRIBUIÇÃO DA VARIAÇÃO DO NÚMERO DE CÓPIAS ENTRE OS GENES 
DE ESTUDO. 

Legenda: VNC, variação do número de cópias 
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6.3 ANÁLISE DE METILAÇÃO 

 

Foram analisadas 23 amostras de tumor para o gene CDH1 e 20 amostras 

para o gene VIM. As amostras avaliadas para VIM mostraram, quase em sua 

totalidade, percentuais de metilação inferior a 0,01%. Para o gene CDH1, os 

resultados mostraram percentuais de metilação mais altos daqueles observados 

em VIM, porém ainda baixos (6,50% ± 8.32). Na figura 13, é possível observar 

que há uma diferença significativa entre o percentual de metilação dos dois 

genes alvos.   

A tabela 5 abaixo apresenta os valores encontrados para cada amostra e 

gene avaliado. 

Tabela 5 – Percentual (%) de metilação por gene alvo. 

Amostra 

% de 
Metilação em 

CDH1 

% de 
Metilação em 

VIM 

1 1.05 < 0.01 
2 4.18 < 0.01 
3 2.65 < 0.01 
4 0.65 < 0.01 
5 2.52 < 0.01 
6 7.56 < 0.01 
7 0.37 < 0.01 
8 < 0.01 0.01 
9 0.09 0.02 
10 0.30 < 0.01 
11 2.98 < 0.01 
12 2.28 < 0.01 
13 0.89 < 0.01 
14 17.34 < 0.01 
15 16.50 < 0.01 
16 1.63 < 0.01 
17 9.83 < 0.01 
18 1.62 < 0.01 
19 31.68 < 0.01 
20 22.15 < 0.01 
21 16.50 - 
22 3.36 - 
23 3.56 - 
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CDH1 vs. VIM

CDH1 VIM
Alvos

-2

0

2

4

6

8

10

12
%

 d
e 

M
et

ila
çã

o

 Média  Média±1,96DV 

t = 3,14; P < 0,01

 

FIGURA 13. DISTRIBUIÇÃO DO PERCENTUAL DE METILAÇÃO ENTRE OS GENES CDH1 E VIM.  
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6.4 ANÁLISE COMPARATIVA  

 

A tabela 6 apresenta os valores obtidos nas amostras em que foi possível 

a avaliação pelos três métodos utilizados na avaliação dos genes CDH1 (N=23) 

e VIM (N=20).  

Tabela 6– Valores obtidos pelos três métodos utilizados.  

Amostra 
 FC 

CDH1 
VNC 

CDH1 

% de 
Metilação em 

CDH1 

 FC 
VIM 

VNC 
VIM 

% de 
Metilação em 

VIM 

1 89.40 Ganho 1.05 0.17 Perda < 0.01 
2 0.41 Perda 4.18 0.51 Normal < 0.01 
3 0.08 Normal 2.65 0.18 Perda < 0.01 
4 2.87 Normal 0.65 0.18 Normal < 0.01 
5 0.06 Perda 2.52 0.58 Normal < 0.01 
6 2.87 Ganho 7.56 0.15 Normal < 0.01 
7 21.04 Ganho 0.37 0.14 Normal < 0.01 
8 3.30 Perda < 0.01 0.15 Normal 0.01 
9 17.90 Perda 0.09 0.14 Normal 0.02 
10 59.34 Normal 0.30 9.50 Perda < 0.01 
11 0.06 Normal 2.98 1.11 Normal < 0.01 
12 0.53 Perda 2.28 0.58 Normal < 0.01 
13 0.10 Normal 0.89 0.41 Normal < 0.01 
14 0.82 Normal 17.34 0.59 Normal < 0.01 
15 0.53 Perda 16.50 0.30 Normal < 0.01 
16 0.42 Perda 1.63 0.42 Normal < 0.01 
17 0.51 Ganho 9.83 4.80 Normal < 0.01 
18 2.87 Ganho 1.62 2.31 Ganho < 0.01 
19 0.39 Ganho 31.68 0.35 Perda < 0.01 
20 0.49 Ganho 22.15 12.67 Perda < 0.01 
21 0.52 Perda 16.50   - 
22 4.65 Perda 3.36   - 
23 23.01 Ganho 3.56   - 

       

Legenda: FC: fold change; VNC; variação no número de cópias. 

 

A figura 14 apresenta a distribuição da expressão gênica em relação à 

variação do número de cópias em ambos os genes. Não foram encontrados, 

através da análise de regressão linear, valores significativos para CDH1 (P= 

0,67) e VIM (P=0,60). 
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Figura 14. REPRESENTAÇÃO DA DISTRIBUIÇÃO AMOSTRAL EXPRESSÃO GÊNICA X 
VARIAÇÃO DO NÚMERO DE CÓPIAS. (A) CDH1 (B) VIM. 

Legenda: VNC, variação do número de cópias. 

 

A figura 15 representa a distribuição da expressão gênica em função do 

percentual de metilação, e a análise de regressão linear mostrou que há 

relevância estatística (P=0,04). O aumento do percentual de metilação está 

inversamente relacionado ao nível de expressão gênica.  
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Figura 15. REPRESENTAÇÃO DA DISTRIBUIÇÃO AMOSTRAL EXPRESSÃO GÊNICA X 
PERCENTUAL DE METILAÇÃO PARA O GENE CDH1.  
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7. DISCUSSÃO 

 

O câncer de mama é o tipo de neoplasia que mais acomete mulheres em 

todo o mundo, e a maior causa de óbitos por câncer em mulheres (INCA, 2017) 

principalmente devido ao diagnóstico tardio que possibilita o desenvolvimento de 

metástases. Portanto, sabe-se que o diagnóstico precoce é de fundamental 

importância para reduzir a mortalidade por câncer de mama, tornando essencial 

o estudo desta doença. Através da integração entre métodos de análises 

moleculares e dados histopatológicos é possível auxiliar na identificação e 

classificação do câncer de mama, bem como compreender a evolução do 

processo, procurando auxiliar também na predição do prognóstico. Sendo assim, 

neste trabalho procuramos integrar os dados obtidos por diversos métodos de 

análise para melhor compreender o processo de transição epitelial-mesenquimal 

(TEM). A TEM é um processo pelo qual células tumorais passam por uma 

conversão fenotípica adquirindo mobilidade e facilitando sua disseminação para 

sítios distantes do tumor primário (tecido ou órgãos), caracterizando o processo 

de metástase e sendo desencadeado por alterações que podem reprimir ou 

ativar genes por mecanismos genéticos e/ou epigenéticos (THIERY et al., 2009). 

Os genes CDH1 e VIM, que foram alvos do presente estudo, estão diretamente 

relacionados com este processo. Conforme já explicitado na revisão 

bibliográfica, há uma diminuição da expressão de CDH1 na TEM, com 

concomitante aumento da expressão de VIM.  Neste trabalho, tivemos o objetivo 

de avaliar o comportamento destes genes quanto à sua variação de expressão 

bem como os fatores que podem estar associados a essa variação, como o 

número de cópias e a metilação de suas regiões promotoras. Na análise dos 

dados, o foco principal foi dado às células tumorais, a fim de caracterizar as 

variações dentro da própria doença (considerando a classificação e dados 

clínicos-histopatológicos), desde que a TEM ocorre como uma etapa na 

progressão do tumor, não sendo esperada nas células mamárias diferenciadas 

normais uma vez que é considerada um processo normal somente na fase 

embrionária. Desta forma, analisamos um grupo de amostras de tecido mamário 

normal como parâmetro de “normalidade” em algumas comparações, porém as 

análises estatísticas se concentraram nas amostras de carcinomas.   
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O estudo da expressão gênica vem sendo utilizado para avaliar genes que 

possam estar relacionados ao início e progressão de todos os tipos de câncer, e 

assim fornecer melhores previsões de resultados clínicos do que as técnicas 

tradicionais. A identificação de novos marcadores moleculares avaliando sítios 

primários de carcinomas mamários é objeto de diversos estudos e apresentam 

grande potencial preditivo ao surgimento de metástases tanto nos linfonodos 

axilares quanto em sítios sistêmicos (KUROSUMI e TAKEI, 2007; SHRIVER et 

al.,2014; CANEVARI et al., 2016). As perturbações na estrutura da cromatina, 

metilação do DNA e imprinting genômico podem ser consideradas como 

alternativas às mutações gênicas contribuindo, eventualmente, para a 

progressão do tumor clonal. Tem-se demonstrado que células tumorais podem 

conter alterações na estrutura da cromatina, as quais podem resultar em 

alterações na expressão gênica (JONES e BAYLIN, 2007). 

As alterações de número de cópias são comuns no câncer, podendo 

determinar alterações da expressão de genes localizados na região alterada do 

genoma. Essas alterações podem afetar a expressão tanto de oncogenes como 

de genes supressores de tumor, influenciando na progressão da doença assim 

como podem estar diretamente relacionadas a um pior prognóstico 

(KALLIONIEMI, 2008). Apesar de nem sempre se ter concordância entre a 

presença de variantes estruturais em locais específicos do genoma (como a 

variação no número de cópias) e a alteração na expressão dos genes, a variação 

na sua dosagem pode levar à instabilidade genômica (FEUK et al., 2006).  

Ao analisarmos a expressão destes dois genes alvos nas amostras de 

tumor primário, verificamos uma expressão aumentada do gene CDH1 (vide 

FIGURA 1), quando comparada à expressão do gene VIM, fato normalmente 

associado ao estágio epitelial das células, que se encontram fixas à membrana 

basal e com relativa perda de mobilidade. A expressão aumentada é muito 

importante para manter a forma e polaridade celular, de forma que o produto do 

gene CDH1 acaba por regular negativamente o processo metastático atuando 

como um supressor de tumor (YILMAZ e CHRISTOFORI, 2010). Diante deste 

resultado, interpretamos que, de acordo com a expressão média deste gene, a 

maioria das amostras não se encontrava em estágio de TEM, permanecendo 

com o fenótipo epitelial. Considerando que o gene CDH1 é fortemente expresso 
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nos ductos (células epiteliais) das glândulas mamárias normais, mas não no 

estroma, a presença de ductos normais (remanescentes do processo de 

macrodissecção) pode ter contribuído para que a expressão de CDH1 

apresenta-se em níveis mais elevados na amostra como um todo, além da 

própria heterogeneidade tumoral e das características intrínsecas das amostras 

utilizadas.  Devemos também considerar que a perda de expressão de CDH1 é 

um evento transitório e seletivo para a desdiferenciação celular e invasão em 

carcinomas, pois ocorre durante a mobilização das células, sendo que após a 

sua fixação no sítio secundário sua expressão tende a aumentar, ocorrendo o 

oposto ao gene VIM, como citado anteriormente (KOWALSKI et al., 2003). Outra 

situação em que se vê uma característica redução da expressão de CDH1 é no 

diagnóstico de carcinomas lobulares (ACS et al., 2001), não incluídos na nossa 

amostra, em que foram selecionados somente carcinomas ductais. 

Diversos estudos demonstraram uma relação entre dados 

histopatológicos e idade com a variação da expressão de CDH1, e 

principalmente aos fatores ditos de prognóstico ruim como receptores de 

estrógeno e progesterona negativos, grau do tumor, idade avançada etc. (OKA 

et al., 1993; SIITONE et al., 1996; HUNT et al., 1997). Estes dados não foram 

corroborados por outros autores, tais como Lipponen et al. (1994) e Acs et al. 

(2001). Nossos dados se assemelham aos destes últimos autores desde que 

não houve diferença estatisticamente significativa entre as devidas 

comparações, conforme demonstrado nas figuras 2, 3, 4, 5, 6 e 7.  O trabalho 

realizado por Tiezzi et al. (2007) demonstrou que a indução de células ductais 

ao processo carcinogênico apresentava uma gradativa e progressiva inversão 

nas expressões de E-caderina e vimentina. Desta forma, a ausência de 

significância estatística pode ser decorrente do próprio processo gradativo da 

transição e pela maioria das amostras estarem em estágio epitelial, conforme 

discutido acima.  

Corroborando a hipótese de estágio epitelial, seja por características 

intrínsecas seja por contaminação com células normais, a expressão média do 

gene VIM encontrava-se diminuída na nossa amostra. No processo de TEM 

espera-se uma expressão relativamente aumentada do gene VIM (quando 

comparada à expressão do gene CDH1) que é associada ao estágio 
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mesenquimal, quando as células se desprendem da membrana basal, sofrem 

alterações nas suas características ganhando mobilidade dentre outras 

características (KORSCHING et al., 2005; MANI et al., 2008).  O aumento da 

expressão do gene VIM influencia a migração celular e, à medida que a célula 

se fixa num sítio secundário, sua expressão tende a diminuir. Assim, a vimentina 

(proteína codificada por VIM) tem uma contribuição funcional para a migração, 

podendo então ser utilizada como um marcador do fenótipo mesenquimal para 

o câncer de mama. A expressão aumentada de VIM já foi detectada em 

linhagens de câncer de mama consideradas mais agressivas (MDA-231 e 435S, 

Hs578T), e também associada ao grau histológico III (KOKKINOS et al., 2007). 

A figura 2B demonstra a distribuição da expressão gênica entre pacientes 

separados pela idade, e o resultado demonstrou diferença estatisticamente 

significativa (t= 2,26; P= 0,02). Os pacientes com idade igual ou inferior a 50 

anos apresentaram expressão gênica 1,8 vezes maior do que pacientes com 

idade superior a 50 anos. A idade é um fator de risco para o surgimento de 

cânceres, esperando uma correlação positiva entre surgimento do câncer e 

aumento da idade. Por outro lado, tumores em mulheres mais jovens, abaixo dos 

50 anos, tendem a ser mais agressivos, com maior número de recidivas e 

metástases à distância e a expressão aumentada de VIM nestas pacientes pode 

estar relacionada à maior agressividade da doença.  

Na figura 8 observa-se a distribuição da expressão gênica entre os 

subgrupos moleculares, classificados de acordo com a imunoistoquímica. 

Nenhum dos genes demonstra significância estatística na análise de variância, 

demonstrando que a expressão de CDH1 e VIM não são bons parâmetros para 

discriminar os subgrupos. O padrão de distribuição da expressão gênica entre 

os subgrupos analisados não é o mesmo entre os genes CDH1 e VIM, por 

exemplo, pacientes classificadas como do grupo HER2 apresentam maior 

expressão de CDH1, já para VIM o grupo Luminal B apresenta valor de 

expressão maior dentre os subgrupos moleculares. A literatura não demonstra 

muitos estudos em relação à expressão desses genes e classificação 

molecular/imunoistoquímica. No trabalho de Rapatoni (2013), não foi encontrada 

expressão gênica de VIM nos subtipos Luminal A e HER2, e baixa expressão 

em Luminal B, porém nos tumores TN foi encontrada alta expressão desse gene. 
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No mesmo estudo a expressão de CDH1 não foi observada em Luminal B e 

HER2. Os subtipos Luminal A e TN apresentaram 7,1% e 61,9% dos casos com 

expressão reduzida.  

De forma geral, pacientes que apresentam metástases em linfonodos são 

considerados como tendo um pior prognóstico e com risco aumentado para 

metástase em sítios distantes (MOEBUS et al., 2010).  No câncer de mama, os 

linfonodos axilares são um importante sítio para avaliação de metástases e 

considerados parâmetro para estadiamento e prognóstico (CHENG et al., 2011; 

LEE et al., 2011). Em função disso se faz importante a avaliação comparativa do 

sítio primário da doença e amostras de linfonodos axilares. Procedemos à 

análise de expressão em tecido metastático, representado por 28 amostras de 

linfonodos. Nestes, a expressão de CDH1 apresentava-se diminuída em relação 

à de VIM de forma significativa correspondendo ao esperado para células em 

TEM e com maior mobilidade. A figura 9 também corrobora com o esperado 

quando mostra uma diferença estatisticamente significativa entre o sítio primário 

da doença e o linfonodo, para ambos os genes. O trabalho de LU et al. (2003) 

demonstra que o aumento da expressão de VIM estimulado pelo receptor EGF, 

leva à ativação da via RAS-MAPK, ativando fatores que reprimem a transcrição 

de CDH1. Essa característica faz com que as células ganhem marcadores 

mesenquimais que são vistos na TEM (GARG, 2013). 

A figura 10 mostra o que seria esperado de uma progressão da doença, 

e podemos verificar que a expressão do gene CDH1 diminui progressivamente, 

com menor nível de expressão no linfonodo metastático, enquanto o gene VIM 

apresenta um significativo aumento de expressão no linfonodo em relação às 

amostras tumorais. Estes fatos corroboram com o esperado visto que a 

diminuição da expressão de CDH1 é favorável à mudança para o estado 

mesenquimal, e com isso leva aos ganhos morfofisiológicos necessários à célula 

para a caracterização do processo metastático e progressão da doença. O 

produto proteico de VIM atua crucialmente na manutenção do citoesqueleto, 

organização dos microtúbulos bem como motilidade celular, o que está 

associado à agressividade do tumor (RAYMOND e LEONG 1989), maior 

malignidade e menor taxa de sobrevida em pacientes com câncer de mama (LIU 

et al, 2015). A alteração na expressão desses genes pode ocorrer devido a 



 

79 
 

diversos fatores que incluem a variação no número de cópias e eventos 

epigenéticos por nós estudados.  

A avaliação do número de cópias de CDH1 nos tumores indicou que a 

maioria (56%) das amostras apresentou ganho ou perda do número de cópias 

do gene, enquanto 44% das amostras apresentaram número de cópias normal. 

Observa-se que há uma predominância na redução do número de cópias de 

CDH1 (34%). Isto já foi descrito no estudo de Sun e colaboradores (2012), que 

indicou perda no número de cópias de CDH1 em 22,8% das amostras de 

carcinomas ductais mamários, sendo que a maioria que apresentava essa 

alteração estava relacionada com piores prognósticos, como cânceres do tipo 

triplo negativos e com positividade para o receptor HER2. No nosso estudo, o 

maior percentual de perda de CDH1 foi observado nos grupos LN+ e pacientes 

com idade igual ou superior a 50 anos.  No estudo de Sun e colaboradores 

(2012), os autores ainda identificaram variação no número de cópias de outros 

genes como CDH3, CTCF e E2F4 que se localizam na mesma região que o 

CDH1 (16q22.1), apoiando a hipótese de que a variação do número de cópias 

da região 16q22.1 é um evento frequente no câncer de mama, podendo 

contribuir com a iniciação e progressão do câncer. O número de cópias e a 

expressão gênica em alguns casos não se encontram relacionados, ou seja, não 

se observa que o aumento da expressão seja devido ao aumento do número de 

cópias ou o inverso, como no estudo de Callegari et al. (2016) onde não se 

observou a dependência entre o número de cópias alterado com a expressão 

dos genes FOSL1, GSTP1, FADD e CCND1 em carcinomas primários de mama.  

Em revisão realizada por Tang e Amon (2013) foi demonstrado que vários 

estudos encontraram associação entre aumento do número de cópias e da 

expressão gênica e proteica. Porém, outros mecanismos são descritos nesta 

regulação gênica podendo não haver esta associação (JONES et al., 2008), 

tanto em nível transcricional (BRANHAN et al., 2012) como traducional 

(BELGUISE et al., 2005). O estudo de Platzer et al. (2002) em epitélio normal de 

cólon, demonstra que em apenas 3,8% dos genes que se encontravam em 

regiões com ganhos de cópias era observada correlação positiva com a 

expressão gênica. No nosso estudo verificamos predominância da diminuição do 

número de cópias, em relação ao ganho, e aumento da expressão de CDH1, 
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porém se analisarmos as amostras individualmente encontramos associações 

correspondentes ao esperado. As amostras 2, 5, 12, 15, 16 e 21 (Tabela 5) 

apresentam níveis de expressão reduzidos e perda do número de cópias de 

CDH1. Já as amostras 1, 7 e 23 da mesma tabela, apresentam valores altos de 

expressão gênica concomitantes com o ganho do número de cópias deste gene.   

O estudo da variação do número de cópias do gene VIM demonstrou que 

a maioria das amostras permaneceu com o número inalterado. Porém, um dado 

importante é que aproximadamente 37% das amostras apresentaram variação 

no número de cópias (21% de perda e 16% de ganho). Isso indica uma 

instabilidade genética que pode influenciar na expressão desse gene. No nosso 

estudo, a variação do número de cópias do gene VIM analisada nos diferentes 

subgrupos clinico-histopatológicos, não foi suficiente para discriminar os 

mesmos.  

A figura 12 apresenta a distribuição da variação do número de cópias de 

forma comparativa entre os genes alvos. O gene CDH1 apresentou maior 

número de cópias de forma significativa (t = 2,00, P=0,04) em relação a VIM. 

Não há consenso na literatura frente ao ganho e perda do número de cópias do 

gene CDH1 no câncer de mama. Moelans et al. (2010), encontraram 10% de 

ganhos (amplificações e altos níveis de amplificação) e 20% de perda desse 

gene.  A perda do número de cópias de CDH1 é normalmente relacionada a 

estágios pré-invasivos de carcinomas lobulares in situ (MARIE E JANSEN, 

2002). Sun et al. (2012) observaram em 101 amostras de carcinoma ductal 

mamário, 22,8% de perda de CDH1 e somente 4% de ganho. A associação de 

perda de cópias desse gene com prognóstico negativo, foi observada por Sun e 

colaboradores (2012) assim como no nosso estudo, onde amostras com 

presença de metástase nos linfonodos axilares apresentaram percentual de 

perda igual a 30,20% (Tabela 3). Em relação ao gene VIM, Horlings e 

colaboradores (2010) avaliando alterações do número de cópias em pacientes 

com câncer e mama, encontraram ganhos na região 10p13 onde se localiza o 

gene. Esses dados foram associados com fatores de prognóstico ruim, e no 

nosso estudo observamos 19,04% de ganho para o grupo que apresentava 

metástase nos linfonodos axilares (Tabela 3).  
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A metilação da região promotora é associada à redução da expressão 

e/ou silenciamento dos genes interrompendo o processo transcricional, atuando 

assim de forma regulatória na expressão gênica (ESTELLER, 2007). Estudos 

têm demonstrado que há relação entre padrões de metilação em regiões 

promotoras de genes envolvidos com processos carcinogênicos (ESTELLER, 

2008; KULIS e ESTELLER, 2010). O estudo de Oliveira et al. (2009) demonstrou 

que a hipermetilação de CDH1 leva à inativação da expressão em pacientes com 

câncer gástrico hereditário e o uso de drogas que revertem os padrões de 

metilação podem ser utilizados como terapia.  

Na análise de metilação da região promotora dos genes alvos em 

amostras de sítio primário, é possível observar que o percentual de metilação é 

maior no gene CDH1 do que em VIM, estando de acordo com o esperado. Ainda 

que os valores de metilação não sejam altos o suficiente para indicar um 

silenciamento no gene CDH1 (cerca de 10%) é importante ressaltar que em um 

processo gradativo o padrão de metilação deveria aumentar conforme a 

evolução da doença. Seria de se esperar que em amostras de linfonodos 

metastáticos o padrão de metilação do gene CDH1 fosse mais alto, contudo 

devido a limitações técnicas essa análise não pode ser realizada no presente 

estudo.  

A tabela 5 apresenta os dados de percentuais de metilação entre os genes 

CDH1 e VIM, onde é possível observar que quase 100% das amostras pareadas 

apresentam-se hipometiladas em VIM e que o percentual de metilação aumenta 

nas amostras testadas para o gene CDH1. A figura 13 ilustra a distribuição dos 

percentuais de metilação sendo significativamente maior em CDH1 (t = 3,14, P 

< 0,01). A tabela 6 apresenta os dados associados de expressão gênica, 

variação do número de cópias e percentuais de metilação. É possível notar que 

alguns casos (amostras 14, 15, 17, 19, 20 e 21) correspondem ao esperado 

apresentando diminuição da expressão e percentuais altos de metilação para 

CDH1. Já para o gene VIM, como a totalidade das amostras apresentaram-se 

hipometiladas, não se pode fazer esta análise. A figura 14 representa a análise 

de regressão linear entre variação do número de cópias e expressão gênica. Em 

ambos os genes, CDH1 e VIM, não foi encontrado correspondência significativa 

estatística (P= 0,67 e P= 0,60, respectivamente). Já a figura 15, que mostra a 
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regressão linear entre expressão e percentual de metilação, demonstrou que o 

percentual de metilação é significativamente correspondente (P= 0,04) com a 

variação do número de cópias para o gene CDH1. Os dados dos padrões de 

metilação estão de acordo com o esperado, visto que como já dito anteriormente, 

é esperado que ocorra um silenciamento ou redução da expressão gênica de 

CDH1 e isso ocorra de forma gradativa, assim como a hipometilação do promotor 

de VIM. A mesma análise foi realizada para o gene VIM, porém como não há 

variação do percentual de metilação era esperado que não houvesse 

correspondência significativa.  

É importante salientar que o estudo explorou dois dos mecanismos que 

podem influenciar a expressão gênica (variação do número de cópias e 

metilação). Analisando os dados em conjunto, verifica-se que a expressão do 

gene CDH1 parece ser regulada por ambos os mecanismos, enquanto a 

regulação da expressão do gene VIM não parece sofrer forte influência dos 

mesmos. É bem definido que o microambiente do tumor é extremamente 

heterogêneo e que inúmeros outros fatores podem estar relacionados ao 

controle da expressão desses genes. Entre os mecanismos de regulação pós-

transcricionais, destacam-se os RNAs não codificadores, como os microRNAs e 

os lncRNAs, revisados em Ramos et al. (2017) – Capítulo 1 deste trabalho. 
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8. CONCLUSÃO 

 

O principal objetivo deste trabalho foi estudar o padrão de expressão dos 

genes CDH1 e VIM em amostras de pacientes com carcinomas mamários, e os 

possíveis mecanismos que regulam as alterações de expressão que ocorrem na 

TEM. Observamos que à medida que a doença progride, verifica-se a inversão 

do padrão de expressão, como era esperado pelas descrições da literatura. De 

acordo com os nossos dados, concluímos que para o gene CDH1 parece haver 

envolvimento tanto da variação do número de cópias como do padrão de 

metilação de sua região promotora. Já para o gene VIM, sugerimos que outros 

mecanismos (como por exemplo, os miRNAs) possam ter maior influência, pois 

observamos pouca variação no número de cópias e baixo nível de metilação das 

regiões promotoras. Em relação às análises dos parâmetros utilizados em 

pacientes com câncer de mama para classificação e prognóstico, concluímos 

que a expressão e a variação do número de cópias destes genes não são bons 

marcadores para estratificação em subgrupos, porém o padrão de expressão é 

um forte indicador de progressão da doença.    
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ANEXOS 
ANEXO I 

Termo de Consentimento Informado Livre e 
Esclarecido 

 

Nome do Estudo: “Análise das alterações dos genes CDH1 e VIM e sua 

associação com a transição epitelial mesenquimal (TEM) em carcinomas 

primários de mama”.  
 
 

CONSENTIMENTO 
 
 

Concordo em participar livremente deste estudo, entendo que serei 

entrevistado e submetido a uma avaliação laboratorial. E, entendo que os riscos 

de minha participação nesta pesquisa são mínimos.  

Entendo que minha participação é inteiramente voluntária, podendo me 

recusar a responder qualquer questão ou retirar o meu consentimento em 

participar neste estudo a qualquer hora, sem nenhum prejuízo ao meu 

tratamento atual ou futuro.  

Eu,__________________________________________, após ter lido e 

entendido todas as informações e esclarecido todas as minhas dúvidas 

referentes a este estudo, concordo voluntariamente em participar do mesmo. 

Atesto também o recebimento das “Informações ao doador”, necessário para a 

minha compreensão do estudo.  

_____________________________________________ Data: __/__/__  

Assinatura (do doador ou responsável) ou impressão datiloscópica  

 

 

Eu, Profª. Drª. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro, declaro que forneci 

todas as informações referentes ao estudo ao doador.  

 

 

_______________________________________________ Data: _/__/__  

Profª. Drª. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro 
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ANEXO II 

 

SELEÇÃO DOS GENES DE REFERÊNCIA 

 

É importante validar os genes de referência em cada sistema 

experimental, a fim de aumentar a confiabilidade nas diferenças de expressão 

que são detectadas (SORBY et al., 2010). Estudos de Radonic et al. (2004); 

KOK, ROELOFS e GLESENDORF (2005) e RUBIE, KEMPF e HANS (2005) 

tentaram descrever genes de referência estáveis universalmente para diversos 

tipos de tumores. Entretanto, trabalhos recentes (CARADEC; SIRAB; 

KEUMEUGNI, 2010) mostram que genes estáveis em um tipo tumoral não 

necessariamente serão estáveis em outro tipo. Estas variações são observadas 

inclusive entre experimentos diferentes para um mesmo tipo tumoral 

(DYDENSBORG et al., 2006; KHEIRELSEID et al., 2010). Portanto, os genes de 

referência devem ser validados e selecionados em cada experimento para cada 

tipo de tecido.  

Neste estudo foi utilizado o cartão microfluídico de 384 poços Taq Man 

Low Density Endogenous Control Panel (TLDA – Taq Man Low Density Array) 

(Applied Biosystems). Este cartão contém ensaios de expressão em triplicatas 

para 16 genes de referência comumente utilizados (QUADRO 03), e comporta 

cDNA de 8 amostras, juntamente com Taq Man Universal Master Mix (Applied 

Biosystems) em um volume final de 100 microlitros. A leitura foi realizada no 

aparelho da Applied Biosystems 7900HT Fast Real time PCR System, utilizando 

o seguinte programa de PCR: 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 94 °C e 40 ciclos 

de 30 segundos a 97 °C, seguidos de 1 minuto a 60 °C. Foram utilizadas cerca 

de 500 ng de cDNA de 5 amostras de tumores de mama e 3 amostras de tecido 

não tumoral da mama (contralateral). A placa foi analisada utilizando os 

softwares SDS v2.3 for the 7900HT Fast Real Time PCR System e RQ Manager 

v1.2 (Applied Biosystems).  

Os resultados foram analisados no software DataAssist® v. 3.0 

(Disponível em 

http://marketing.appliedbiosystems.com/mk/get/DATAASSIST_SOFTWARE_L
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OGIN, e estão representados na FIGURA 6. Os genes candidatos mais estáveis 

apresentam os menores scores, sendo eles B2M, PPIA, IPO8 e ACTB. 

Nome do Gene Símbolo ID Tamanho (pb) 

18S Ribosomal RNA 18 S Hs99999901_s1 187 

Phosphoglycerate Kinase-1 PGK1 Hs99999906_m1 75 

B-actin ACTB Hs99999903_m1 171 

Polymerase (RNA) II polypeptide A POLR2A Hs00172187_m1 61 

Beta-2-microglobulin B2M Hs99999907_m1 75 

Peptidyl-prolyl isomerase/ciclophypin A PPIA Hs99999904_m1 98 

Glyceraldehyd-3-phosphate dehydrogenase GAPDH Hs99999905_m1 122 

Acidic ribosomal phosphoprotein P0 RPLP0 Hs99999902_m1 105 

B-Glucuronidase  GUSB Hs99999908_m1 81 

Transcription factor IID, TATA box binding protein TBP Hs99999910_m1 127 

Hydromethylbilane synthase HMBS Hs00609297_m1 64 

Transferin receptor (p90, CD71) TFRC Hs99999911_m1 105 

Hypoxanthine-phosphoribosyl-transferase 1  HPRT1 Hs99999909_m1 100 

Ubiquitin C UBC Hs00824723_m1 71 

Importin 8 IPO8 Hs00183533_m1 71 

Tyrosine 3 monooxygenase activation protein,  

Zeta polypeptide 

YWHAZ Hs00237047_m1 70 
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ANEXO III 

 

GRÁFICOS DE DISTRIBUIÇÃO DA CURVA DE NORMALIDADE PARA AS 

AMOSTRAS DE EXPRESSÃO GÊNICA. 

 

Para ambos os genes foram realizados testes de normalidade afim de 

identificar o teste mais adequado, e ambos os genes demonstraram uma 

distribuição normal da curva. As amostras, principalmente para CDH1, que 

influenciavam na média de forma a distorcer a normalidade foram retiradas dos 

cálculos onde a comparação das médias foi realizada. Abaixo estão 

demonstrados os gráficos de normalidade para os genes CDH1 e VIM, 

respectivamente.  
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ANEXO IV 

RESULTADO TOTAL DAS AMOSTRAS REFERENTES Á TÉCNICA DE 

ANÁLISE DA VARIAÇÃO DO NÚMERO DE CÓPIAS. 

 

As figuras acima representam a variação do número de cópia dos genes 
CDH1 e VIM dentro do grupo amostral de 110 pacientes diagnosticadas com 
câncer de mama. A moda do número de cópias do gene CDH1 ficou em apenas 
uma cópia. Já o gene VIM apresentou moda 2 para o número de cópias. Os 
gráficos foram extraídos do COPYCALLER 2.0TM SOFTWARE (Applied 
BioSystems). No gráfico abaixo é possível verificar o teste dos controles de 
experimento mostrando que o pool utilizado apresentava 2 cópias para ambos 
os genes CDH1 e VIM.   
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ANEXO V 

 

GRÁFICOS DA DISTRIBUIÇÃO DA VARIAÇÃO DO NÚMERO DE 
CÓPIAS ENTRE OS PARÂMETROS HISTOPATOLÓGICOS E IDADE 

 

Os resultados para variação do número de cópias não foram significativos 

(P > 0,05) para diferenciar os subgrupos segundo parâmetros histopatológicos e 

idade. As figuras abaixo representam a distribuição da variação do número de 

cópias para ambos os genes CDH1 e VIM, respectivamente.  
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