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RESUMO 

Introdução: O câncer de mama aparece como o segundo tipo de neoplasia maligna causando 

a morte das mulheres no mundo. A heterogeneidade tumoral, e as vias pelas quais as células 

neoplásicas interagem representam grande relevância no desenvolvimento do câncer de mama. 

No tumor são encontradas alterações genéticas e epigenéticas (alterações na expressão dos 

genes que não afetam a sequência primária do DNA). Material e Método: Amostras obtidas de 

quinze mulheres com diagnóstico de carcinoma de mama foram coletadas no dia da cirurgia de 

mastectomia, de regiões tumorais, regiões adjacentes aos tumores e sangue para análise de DNA 

circulante. Uma nova amostra de sangue periférico foi coletada para análise de DNA circulante um 

ano após a cirurgia. O método de conversão de bissulfito de sódio foi usado para a detecção da 

metilação do DNA dos genes hTERT, RB1, CDKN2A e CDH1, seguido de reação em cadeia da 

polimerase, eletroforese e coloração com nitrato de prata. Foi realizada a imuno-histoquímica 

e a histopatologia das amostras de nove participantes. Resultados: Foi detectada a metilação 

dos genes hTERT, RB1, CDKN2A e CDH1 na maioria das amostras tumorais e em tecidos livres 

de tumor. A metilação dos genes hTERT, RB1, CDKN2A e CDH1, foi detectada no DNA 

circulante em apenas algumas amostras de primeira e segunda coletas. As pacientes 

apresentaram subtipos de tumores: luminal A, luminal B, HER-2 e triplo negativo. Foi 

verificada a presença de receptores positivos para estrogênio e progesterona na maioria das 

amostras analisadas. As amostras das nove pacientes foram positivas para Ki67 (clone MIB-1), 

em células neoplásicas infiltrantes, e a paciente 5 apresentou marcação positiva para E-caderina. 

Os laudos histopatológicos apresentaram: carcinoma infiltrante do tipo não especial, carcinoma 

ductal in situ, carcinoma lobular infiltrante, e carcinoma papilar intraductal. Os tumores se 

localizaram nas mamas direita ou esquerda, em quadrantes distintos. Conclusões: A metilação 

dos genes CDKN2A, RB1 e CDH1, indica um prognóstico desfavorável as pacientes. Todavia, 

a metilação de gene hTERT, apresenta prognóstico favorável na maioria dos casos, podendo 

ocorrer variação no prognóstico, devido a atuação distinta de algumas regiões promotoras. A 

heterogeneidade tumoral foi evidenciada através da classificação dos subtipos de tumores. 

Apesar das limitações das amostras, os resultados realçaram a importância de considerar 

múltiplos fatores para maior precisão nos prognósticos do carcinoma de mama. Este estudo 

contribui, para uma melhor compreensão da epigenética do carcinoma de mama avançado, na 

busca da promoção de tratamento individualizado e o desenvolvimento de novas pesquisas. 

 

Palavras-chave: Carcinoma de mama; Metilação gênica; Genes supressores de tumor; DNA 

circulante.  



     
 

    

ABSTRACT 

Introduction: Breast cancer appears as the second type of malignant neoplasm causing the 

death of women worldwide. Tumor heterogeneity and the pathways through which neoplastic 

cells interact represent great relevance in the development of breast cancer. Genetic and epige-

netic changes are found in the tumor (changes in the expression of genes that do not affect the 

primary DNA sequence). Material and Method: Samples obtained from fifteen women diag-

nosed with breast carcinoma were collected on the day of mastectomy surgery from tumor re-

gions, regions adjacent to the tumors, and blood for circulating DNA analysis. A new peripheral 

blood sample, was collected for circulating DNA analysis one year after surgery. The sodium 

bisulfite conversion method, was used to detect DNA methylation of the hTERT, RB1, 

CDKN2A, and CDH1 genes, followed by polymerase chain reaction, electrophoresis, and silver 

nitrate staining. Immunohistochemistry and histopathology of samples from nine participants, 

were performed. Results: Methylation of the hTERT, RB1, CDKN2A, and CDH1 genes was 

detected in the majority of tumor samples and tumor-free tissues. Methylation of the hTERT, 

RB1, CDKN2A, and CDH1 genes was detected in circulating DNA in only a few samples from 

the first and second collections. The patients presented tumor subtypes: luminal A, luminal B, 

HER-2, and Triple Negative. The presence of positive receptors for estrogen and progesterone, 

was verified in most of the samples analyzed. Samples from the nine patients were positive for 

Ki67 (clone MIB-1) in infiltrating neoplastic cells, and patient 5 showed strong positive staining 

for E-cadherin. The histopathological reports showed: infiltrating carcinoma of the non-special 

type, ductal carcinoma in situ, infiltrating lobular carcinoma, and intraductal papillary carci-

noma. The tumors were located in the right or left breasts in different quadrants. Conclusions: 

Methylation of the CDKN2A, RB1, and CDH1 genes indicates an unfavorable prognosis for 

patients. However, methylation of the hTERT gene presents a favorable prognosis in most cases, 

with variations in prognosis occurring due to the different actions of some promoter regions. 

Tumor heterogeneity, was highlighted through the classification of tumor subtypes. Despite 

sample limitations, the results highlighted the importance of considering multiple factors for 

greater accuracy in breast carcinoma prognoses. This study contributes to a better understanding 

of the epigenetics of advanced breast carcinoma in the search for promoting individualized 

treatment and the development of new research. 

 

 

Keywords: Breast carcinoma; Genetic methylation; Tumor suppressor genes; Circulating DNA. 
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1. INTRODUÇÃO 

 Câncer é a denominação de um conjunto de diversas neoplasias provenientes de várias causas 

ocasionando a proliferação desordenada de células, sendo responsável por 9,6 milhões de óbitos no 

ano de 2018 (DIB et al. 2022). O câncer está entre as quatro principais causas de morte prematura 

(antes dos 70 anos) na maioria dos países. O tumor maligno de pele não melanoma é o de maior 

ocorrência no Brasil (31,3% do total de casos), seguido pelos de mama feminina (10,5%), próstata 

(10,2%), cólon e reto (6,5%), pulmão (4,6%) e estômago (3,1%) (INCA, 2022). Os efeitos 

ambientais no desenvolvimento do câncer têm sido cada vez mais discutidos, tornando-se 

importante o surgimento de novos métodos de prevenção e detecção da doença (PÉREZ-SOLIS, et 

al., 2016). É estimado que nos últimos 25 anos, menos de 10% dos casos de neoplasia de mama nas 

mulheres tenha associação com mutações genéticas, tornando-se importante a realização de novos 

estudos, como o papel que o meio ambiente, e o estilo de vida têm sobre as transformações nas 

células epiteliais e nas glândulas mamárias (PÉREZ-SOLIS, et al., 2016). O desenvolvimento da 

neoplasia de mama tem relação com diversos fatores dos tipos biológicos, psicológicos e sociais (LI, 

et al., 2016). A associação de outros parâmetros também são importantes em todo o contexto da 

doença, tipo: idade avançada maior que 50 anos, menopausa após os 50 anos, nuliparidade, gestação 

após os 35 anos, dieta hipercalórica, obesidade após a menopausa, alcoolismo, falta de atividade 

física (obesidade), tabagismo, menarca precoce, história familiar de câncer de mama, síndromes 

genéticas (Li-Fraumeni, etc.), história pessoal de câncer de ovário ou endométrio, ou hiperplasia 

ductal atípica, exposição à radiação ionizante, algumas drogas (reposição hormonal pós-menopausa, 

anticonceptivos orais), e outros. O prognóstico desfavorável dá-se com o aumento do índice de 

proliferação celular, com a invasão nos tecidos da mama, e a disseminação por continuidade, 

contiguidade ou por metástase (ANDERSON, 2023; INCA, 2022; KASHYAP et al., 2022; 

SCHMITT, et al., 2021; MEDEIROS et al., 2016; SHAH, et al., 2014).  

  Uma pesquisa na Malásia indicou que de 50% a 88% das mortes por câncer de mama poderiam 

ter sido evitadas com diagnóstico precoce e tratamento adequado. Fatores socioeconômicos em 

países em desenvolvimento contribuem para um prognóstico desfavorável em relação ao câncer. 

(SOBRAL et al. 2022). A mutação genética por meio de uma alteração no DNA da célula, e uma 

associação de fatores epigenéticos são relevantes no desenvolvimento do câncer, como observado 

na FIGURA 1.  
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FIGURA 1. A genética e a epigenética como fatores importantes no desenvolvimento do câncer. 

 

  

 

 

 

 

 

 

No Brasil, a estimativa para cada ano do triênio 2023-2025 aponta a incidência de 704 mil casos 

novos de câncer, se destacando as regiões sul e sudeste, onde são concentradas cerca de 70% da 

incidência (INCA, 2022). 

A incidência e a mortalidade por câncer vêm aumentando no mundo, em parte pelo envelhecimento, 

pelo crescimento populacional, como também pela mudança na distribuição e na prevalência dos 

fatores de risco de câncer, especialmente os associados ao desenvolvimento socioeconômico 

(INCA, 2022). Fatores como a idade, sexo/gênero são relevantes na incidência do câncer, tal como 

observado nas FIGURAS 2 e 3. 

 

 

Nossas características físicas (fenótipos) são herdadas de uma geração para outra através da transmissão dos genes, 

sendo uma herança genética. Portanto, características adquiridas ao longo da vida, e que não haviam sido codificadas 

em nosso código genético original, seriam impedidas de serem transmitidas. Curiosamente, modificações químicas 

ocorridas em nosso DNA (metilação), ou nas proteínas associadas a ele (histonas), também podem causar influência 

no nosso fenótipo, ocasionando a transmissão para outras gerações, sem alterar o nosso código genético. A 

epigenética estuda as modificações químicas ocorridas no nosso DNA ao longo da vida. 

Fonte:  https://cienciahoje.org.br/artigo/epigenetica-heranca-alem-dos-genes/   

Acesso em 11/11/2023 

  

 

 

https://cienciahoje.org.br/artigo/epigenetica-heranca-alem-dos-genes/
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FIGURA 2. Taxa de incidência na mortalidade mundial, pelos 10 principais tipos de câncer, 

padronizada por idade 

 

 

 

 

 

Figura 3. Taxa de incidência mundial dos 10 principais tipos de câncer, padronizada por idade e 

sexo/gênero 

 

 

 

 

ASR: Taxas padronizadas por idade. Podemos verificar a taxa de incidência padronizada por idade (mundial) na 

mortalidade dos principais tipos de câncer, baseada no número de casos e óbitos ocorridos por faixa etária em 

grupo específico ou população mundial, obtendo taxas específicas por idade X proporção de pessoas em 

determinada população por grupo etário diferente. 

Adaptado de Globocan. Fonte: https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/900-world-fact-sheets.pdf  

Acesso em 2/8/2023. 

ASR: Taxas padronizadas por idade. Podemos verificar a taxa de Incidência padronizada por sexo (mundial) dos 

10 principais tipos de câncer, baseada nos casos ocorridos por idade e sexo (gênero), em grupo específico ou 

população mundial, obtendo taxas específicas por idade e gênero X proporção de pessoas em determinada 

população. 

Retirado de Globocan. Fonte: https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/900-world-fact-sheets.pdf  

Acesso em 02/08/2023. 

 

https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/900-world-fact-sheets.pdf
https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/900-world-fact-sheets.pdf
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2. REVISÃO DA LITERATURA   

2.1 O CÂNCER DE MAMA 

 O câncer de mama, especialmente as neoplasias epiteliais (carcinomas), figura como uma das 

principais preocupações em saúde para as mulheres, devido às suas elevadas taxas de mortalidade 

e morbidade. Mesmo quando submetido à quimioterapia adjuvante, a taxa de sobrevivência em 

cinco anos para casos de carcinoma de mama metastático permanece abaixo de 30% (KASHYAP 

et al. 2022). A maioria dos casos de carcinoma de mama (cerca de 90%) manifesta-se como lesões 

únicas, podendo surgir em qualquer quadrante da mama, sendo mais comum no quadrante superior 

lateral. A presença de um tumor sincrônico contralateral é identificada em aproximadamente 2% 

dos pacientes. Além disso, uma parcela reduzida, cerca de 0,1%, apresenta-se com metástases 

axilares sem uma lesão mamária primária claramente definida (IARC, 2019). 

 Raramente o câncer de mama se origina em outros tecidos, como, por exemplo: tecido adiposo, 

fibroso ou vascular da mama, caracterizando os sarcomas. Os carcinomas de mama podem ser do 

tipo in situ, quando não ocorre a invasão do estroma, não havendo assim, o risco de metástase, onde 

a probabilidade de cura é de 100%. Os carcinomas invasivos (ocorre a invasão da membrana basal 

do epitélio e do estroma), podem ser curados no caso de diagnóstico precoce da doença (SBP, 2016). 

 Existem vários tipos de carcinomas de mama, com um desenvolvimento rápido (neoplasias 

pobremente diferenciadas) ou um crescimento lento (neoplasias bem diferenciadas). Sendo uma 

doença ocasionada pela multiplicação desordenada das células epiteliais mamárias malignas, há 

sempre o potencial de invadir outros órgãos. O prognóstico pode ser favorável, geralmente quando 

o tratamento da doença se dá em tempo oportuno, como afirmado. Apesar de ocorrer raramente no 

sexo masculino, essa doença acomete os homens em 1% do total dos casos (INCA, 2022).  

 

2.2 ESTADIAMENTO DO CÂNCER DE MAMA  

    O TNM é o sistema predominante na avaliação do estádio do carcinoma de mama. A notável 

simplicidade do sistema elimina a necessidade de técnicas especiais de classificação, o que 

possibilita a coleta de informações comparáveis ao longo do tempo e em diferentes locais (IARC, 

2019).   

        A determinação precisa do estádio tumoral é imperativa para a organização de grupos de 

pacientes semelhantes. Isso viabiliza a comparação em variados cenários, englobando estudos 

clínicos, cirúrgicos, prognósticos, epidemiológicos, e outras formas de investigação (IARC, 2019). 

 O Sistema TNM de classificação dos tumores malignos, é definido pelo tamanho do tumor 

primário (T), a presença ou não de linfonodos comprometidos (N), e a existência de metástase (M). 
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O câncer pode ser classificado em estádios que variam de 0 a IV, podendo, então, se definir o tipo 

de tratamento mais adequado, observado na TABELA 1. 

 

TABELA 1. Nível de estádio, extensão dos tumores de mama e opções de tratamento. 

Nível de Estádio Extensão do Tumor Primário Opções de Tratamento 
Estádio 0 Carcinoma in situ. Cirurgia conservadora / 

radioterapia adjuvante. 

Estádios I e II Tumor de 2 a 5 centímetros. Com ou sem 

linfonodos comprometidos. 

Cirurgia para retirada apenas do 

tumor ou a mastectomia. Após a 

cirurgia pode ser usada a 

radioterapia como tratamento 

complementar. 

Estádio III Tumor maior que 5 centímetros. 

Acometimento dos linfonodos. 

Tratamentos sistêmicos: 

quimioterapia. Após resposta 

adequada do tumor: cirurgia e 

radioterapia. 

Estádio IV Metástases. Mais indicado tratamento 

sistêmico. Atenção para possíveis 

efeitos colaterais. 

     

 

 

 

2.2.1 Padronização da classificação do câncer de mama  

    Foi proposta a classificação de Scarff-Bloom Richardson (SBR), a fim de prover uma 

padronização da classificação morfológica do carcinoma de mama, e assim uma melhoria na 

aplicabilidade clínica dos diagnósticos histopatológicos, sendo posteriormente modificada pelo 

grupo de trabalho de Nottingham, Elston & Elis, (1998), onde a classificação dos tumores passou a 

receber graus histológicos 1, 2 e 3, baseando-se na presença de estruturas tubulares e no grau de 

atipia nuclear celular (pleomorfismo) (AQUINO et al., 2016).  

 Em 1991 foi realizada, pela primeira vez, a demonstração do valor prognóstico, através da 

diferenciação dos carcinomas mamários separados por graus histológicos, sendo feita uma análise 

semiquantitativa das características morfológicas, gerando-se pontuações, segundo os parâmetros: 

(GT: pontos de 1 a 3), que avalia o arranjo estrutural por meio da formação tubular; (GN: pontos de 

1 a 3), que avalia o nível de atipia celular em função do grau de pleomorfismo nuclear observado e 

(GM: pontos de 1 a 3), que quantifica o número de células em mitoses por 10 campos de grande 

aumento (mm2). A partir da aplicação deste método, ocorreu a validação do mesmo, devido aos 

vários estudos realizados, fazendo com que o sistema de classificação para o carcinoma de mama 

fosse recomendado mundialmente (AQUINO et al., 2016; SCHMITT, et al., 2021).  

     Este sistema é utilizado para a classificação de carcinomas invasivos em três graus 

histopatológicos com pontuações finais prognósticas:  

Estádios, extensão dos tumores e opções de tratamento. Adaptada a partir de (RIBEIRO & FORTES, 2021).  

Fonte: https://rechhc.com.br/index.php/rechhc/article/view/50  Acesso em: 23/10/2023. 

https://rechhc.com.br/index.php/rechhc/article/view/50
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Grau 1 (Bem diferenciado ou de baixo grau, com 3 a 5 pontos finais) - As células apresentam baixos 

pleomorfismos nuclear e celular, muitas estruturas tubulares e baixo índice mitótico.  

Grau 2 (Moderadamente diferenciado ou de grau intermediário, com 6 a 7 pontos finais) - Apresenta 

características entre os tipos 1 e 3. 

Grau 3 (Pouco diferenciado ou de alto grau, com 8 a 9 pontos finais) - Possui altos pleomorfismos 

nuclear e celular, poucas estruturas tubulares e alto índice mitótico. A organização em diferentes 

carcinomas de mama invasivos, se dá pelos seus subtipos morfológicos, que se mantêm relevantes 

clinicamente. De fato, pela maioria dos casos não ser de tipo especial (NTE), fatores prognósticos 

e preditivos adicionais que auxiliam significativamente no tratamento e na estratificação de 

resultados e dos prognósticos são abordados diferenciadamente em relação aos carcinomas de tipos 

especiais (TAN et al., 2020). 

     A classificação mais amplamente aceita é a histopatológica associada com a imuno-histoquímica 

(patologia molecular), que se baseia na análise dos receptores hormonais de estrogênio (RE), 

progesterona (RP) e o fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2, HER2/neu; c-erbB2), de 

modo a se ter uma classificação molecular com importâncias prognóstica e terapêutica adjuvante 

(ONCOGUIA, 2020). Tendo ainda o Ki67 que é uma proteína que atua como marcador nuclear 

sendo utilizado na estimativa da proporção de divisão celular para classificação de tumores 

(SOBECKI, et al., 2017).             

     Os mecanismos de regulação da expressão do Ki67 se ligam ao ciclo celular, tendo como 

resultado níveis elevados de Ki67 durante a mitose e mínimos no final da fase G1 (SOBECKI, et 

al., 2017), onde quanto maior o seu índice, maior é a agressividade do tumor. Desse modo, quatro 

principais tipos de carcinomas de mama são reconhecidos: 1) luminal A, 2) luminal B, 3) HER2-

positivo, e 4) triplo-negativo com ou sem fenótipo basal. (BORUNDA et al. 2022; SCHMITT et al., 

2021). 

 Os carcinomas de mama, segundo os estudos histológicos, imuno-histoquímicos e moleculares, 

resumidamente, podem ser agrupados, segundo o esquema abaixo: 

1) Tumores Luminais A com Receptor de Estrogênio (+), Receptor de Progesterona (+, >20%), 

HER2/neu (-), e Índice proliferativo (Ki67 <14%) (40%-55%). Usualmente apresentam-se com 

baixo grau histológico, com baixo índice proliferativo. Predominam em mulheres na pós-

menopausa. Têm boa resposta ao tratamento hormonal antiestrogênio (tamoxifeno). E poucos 

respondem à quimioterapia padrão. 

2-Tumores Luminais B com Receptor de Estrogênio (+), Receptor de Progesterona (-) ou (<20%), 

e HER2/neu (-) ou HER2/neu (+, superexpresso/amplificado) e marcador de índice de proliferação 
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celular (Ki67 ≥14%) (15%-20%). Usualmente são de grau histológico intermediário [HER2(-)] ou 

alto [HER2(+, superexpresso/amplificado)], por serem carcinomas moderadamente diferenciados, 

ou pobremente diferenciados e com alto índice proliferativo (Ki67 ≥14%). Respondem à 

quimioterapia. E têm maior probabilidade de metástase para linfonodos. 

3- Tumores Não-Luminais com Receptor de Estrogênio (-), Receptor de Progesterona (-) e 

HER/2neu (+ superexpresso/amplificado) (7%-12%). São carcinomas de alto grau histológico por 

serem pobremente diferenciados, com alto índice proliferativo (Ki67 ≥14%) e com metástases 

viscerais (cerebrais, etc.). 

4- Triplos-Negativos, com ou sem Fenótipo Basal, com Receptores de Estrogênio (-) e Progesterona 

(-) e HER/2neu (-) (13%-25%). Nem todo triplo-negativo tem fenótipo basal (com diferenciação 

mioepitelial: CK5/6+; CK14+; P-caderina+; EGRF ou p63+). Estes carcinomas têm alto grau his-

tológico, por serem pobremente diferenciados, com alto índice proliferativo. Incluem também os 

carcinomas hereditários com mutação BRCA1; os carcinomas dos subtipos medular, metaplásico, 

etc. Usualmente apresenta comportamento agressivo, com metástases viscerais (pulmões, cérebro). 

15% a 20% respondem à quimioterapia. Estudos genéticos subclassificam os triplo-negativos em 

vários subgrupos prognósticos (ALMAJNOONI et al., 2022; DAVIDSON, 2023; RAKHA et al., 

2022; SCHMITT, et al., 2021).  

 

2.2.2 A importância do diagnóstico precoce do carcinoma de mama  

 O diagnóstico do carcinoma de mama, em estádio inicial, ainda é um desafio para a oncologia. 

Pessoas de baixa renda são diagnosticadas em estádios mais avançados da doença, devido, em geral, 

aos sistemas de saúde mal preparados. O atraso no início do tratamento do câncer de mama é 

associado ao diagnóstico tardio, ocasionando um pior prognóstico e pouca sobrevida da paciente 

(SARVARI et al., 2022). A diminuição do tempo para o diagnóstico está associada a melhores 

prognósticos e chances de cura em mais de 90% dos casos. O tempo superior a três meses entre o 

surgimento dos sinais e sintomas e o início do tratamento reduz a sobrevivência total em 12% 

(TRALDI et al., 2016). 

 A incapacidade de técnicas usuais para a detecção de pequenos cânceres, principalmente em 

mama com tecido mais denso, não favorece o diagnóstico da doença em mulheres mais novas. O 

avanço das técnicas voltadas para o diagnóstico e prognóstico precoces do câncer de mama, 

possibilitará melhores resultados na prevenção e tratamento da doença, ocasionando uma redução 

na morbidade e mortalidade por câncer de mama em todo mundo (SARVARI et al., 2022).       
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2.2.3 Tipos majoritários de Carcinoma de Mama 

 Os casos mais comuns de carcinoma de mama normalmente se apresentam nos ductos ou lóbulos 

(carcinoma ductal in situ, carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular in situ e carcinoma lobular 

invasivo). O tipo histológico define o tipo de carcinoma de mama conforme o local onde houve o 

surgimento do tumor, tal como o modo que este se desenvolve, como observado na FIGURA 4.  

FIGURA 4. Alterações genéticas e epigenéticas na célula normal, no carcinoma in situ, carcinoma 

invasivo e metástase 

2.2.3.1 Carcinoma Ductal in situ (CDIS)       

 O carcinoma ductal in situ é uma forma não invasiva do câncer de mama (FIGURA 5). Apresenta 

comportamento normalmente indolente, o qual são gerados grandes desafios de diagnóstico e 

manejo devidos a esse perfil. A maioria das séries que analisam biomarcadores nessas lesões são 

pequenas (<100 pacientes), e grandes ensaios clínicos não têm sido frequentes (BADVE & 

GÖKMEN-POLAR, 2019). 

 A mamografia detecta até 90% dos carcinomas ductais in situ (CDIS), onde a maioria destes 

casos se apresenta com microcalcificações irregulares e associação com assimetrias mamárias, 

distorção arquitetural ou até a presença de nódulos focais.  De todos os CDIS, apenas 5% têm 

Os ductos mamários são compostos pela membrana basal e uma camada de células epiteliais e mioepiteliais 

luminais. Células que compõem o estroma incluem vários leucócitos, fibroblastos, miofibroblastos e células 

endoteliais. Nos carcinomas in situ as células mioepiteliais são epigeneticamente e fenotipicamente alterados e seu 

número diminui, potencialmente devido à degradação da membrana basal. Ao mesmo tempo, o número de 

fibroblastos estromais, miofibroblastos, linfócitos e células endoteliais aumenta. A perda de células mioepiteliais e 

da membrana basal resulta em carcinomas invasivos, nos quais as células tumorais podem invadir os tecidos 

circundantes e migrar para órgãos distantes, levando eventualmente a metástases. 

Fonte: https://www.jci.org/articles/view/33295/pdf     

Acesso em: 11/09/2023. 

 

 

 

 

https://www.jci.org/articles/view/33295/pdf
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relação com massa palpável na mama. Na atualidade a excisão é o tratamento considerado padrão-

ouro, porém, há a necessidade da utilização de técnicas adequadas, para a garantia do diagnóstico 

por meio de biópsia e ainda um tratamento desejável para doenças ocultas clinicamente (LISENCU 

& LESARU, 2021).  

FIGURA 5. Carcinoma ductal in situ. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3.2 Carcinoma Lobular in situ (CLIS) 

 Sendo uma das formas de câncer de mama, o carcinoma lobular in situ (CLIS), representado na 

(FIGURA 6), foi descrito pela primeira vez em 1941 como uma lesão não invasiva. Geralmente é 

encontrada incidentalmente em amostras obtidas por biópsias e está associada a um risco aumentado 

de neoplasia invasiva. Pode ser encontrado em até 3,6% das biópsias de mama, e é multicêntrico 

68% das vezes e bilateral em 30% dos casos (GRAZIANO et al., 2016). O tratamento e o aumento 

da sobrevida estão relacionados à detecção precoce do câncer de mama, através do rastreamento 

radiológico (HANDE; ARNEJA & DESAI, 2021). Existe uma associação do aumento do risco de 

malignidade da mama com hiperplasias epiteliais atípicas e CLIS. Nas mulheres há a incidência de 

Carcinoma ductal in situ de alto grau (CDIS) visto como cancerização de lóbulos presentes a menos 

de 1 mm da margem lateral desta ampla amostra de excisão local (vista como tinta laranja). 

Fonte: https://www.nature.com/articles/modpathol201040 

Acesso em: 11/09/2023 

https://www.nature.com/articles/modpathol201040
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um risco relativo 12 vezes maior de desenvolvimento de carcinoma de mama invasivo, após o 

diagnóstico de CLIS (HANDE; ARNEJA & DESAI, 2021). 

 

FIGURA 6. Carcinoma lobular in situ. 

 

                 

 

 

 

 

  

 

2.2.3.3 Carcinomas Ductal e Lobular Invasivos 

 Sendo os mais frequentes, os carcinomas mamários invasivos se apresentam em 75% das 

subclassificações como carcinoma ductal (FIGURA 7), tipo não específico (CDI/NTE), 15% como 

carcinoma lobular (FIGURA 8), e 10% denominados carcinomas ductais de tipos especiais. 

Paralelamente, os carcinomas invasores da mama também são categorizados conforme o perfil 

imunofenotípico, por meio do estudo imuno-histoquímico para receptor de estrogênio (RE), 

receptor de progesterona (RP) e receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), 

por serem importantes marcadores prognósticos e preditivos, que definirão o tratamento e o manejo 

clínico (ROCHA et al., 2019). Os carcinomas ductais específicos são de vários tipos, a saber: 

apócrino (1%), papilífero (até 2%), medular (5% a 7%), tubular (até 8%), mucinoso (até 5,3%), 

Histologia da peça cirúrgica (hematoxilina-eosina, 50x) mostrando expansão e distorção de ácinos 

com proliferação de célula monomórfica abaixo do epitélio ductal, sem evidência de 

pleomorfismo, necrose ou atipia, consistente com carcinoma lobular clássico in situ (CLIS).  

Fonte: https://www.scielo.br/j/rbgo/a/Pwf7q39fQDSxwYL9yNJKwby/?format=pdf&lang=en 

Acesso em: 17/11/2023 

 

 

https://www.scielo.br/j/rbgo/a/Pwf7q39fQDSxwYL9yNJKwby/?format=pdf&lang=en
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secretório (menos de 0,1%), metaplásico (menos de 1%), inflamatório (até 10%), doença de Paget 

(1% a 3,2%), etc. (SCHMITT et al., 2021; WHO, 2019). Representando de 5 a 15% dos diagnósticos 

em todo o mundo, o carcinoma lobular invasivo (CLI), é o segundo tipo histológico de câncer de 

mama mais comum. Os CLIs possuem características clínico-patológicas diferentes, sendo: 

tendência a tumores grandes, quando descobertos, multifocais e de lento crescimento; sendo que em 

várias situações têm ocultação no exame de mamografia nas fases iniciais. Devido ao seu 

crescimento padrão, não ocorre a ruptura anatômica visualizada no carcinoma ductal invasivo 

(CDI). Como característica, o CLI, não apresenta o clássico nódulo mamário, dificultando uma 

análise e detecção clínica e radiológica, o que se torna desafiador para o oncologista cirúrgico 

(O’CONNOR et al., 2022).  

 

            

 

           

 

 

 

 

 

 

2.2.4 Tipos menos comuns de Carcinomas de Mama 

 

2.2.4.1 Carcinoma de mama inflamatório (CMI) 

 O carcinoma de mama inflamatório (FIGURA 9), representa cerca de 2% a 4% do total de casos 

de câncer de mama, sendo uma variante rara, porém, essa doença é relacionada a 10% de mortes 

Observe as células neoplásicas infiltrando o estroma em 

“fileiras indianas.” H&E, pequeno aumento.  

Fonte: (http://webpathology.com) 

Acesso em: 11/09/2023 

 

Observe os ductos neoplásicos irregulares, fusionados ou 

não entre si, infiltrando o estroma conjuntivo fibroso 

(reação desmoplásica). Note os fibroblastos e a deposição 

de colágeno (fibras róseas) no estroma. Observe, nos 

ductos neoplásicos, epitélio cúbico, cujas células têm 

núcleos aumentados, em geral, claros, e pouco 

pleomórficos. H&E, médio aumento.  

Fonte: (http://patologia.medicina.ufrj.br) 

Acesso em: 11/09/2023 

FIGURA 7. Carcinoma ductal invasivo de 

mama. 

FIGURA 8. Carcinoma lobular invasivo de 

mama. 

http://webpathology.com/
http://patologia.medicina.ufrj.br/
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por câncer de mama nos EUA. Uma comparação em um estudo entre pacientes com tipos não 

inflamatórios e pacientes com câncer de mama localmente avançado (CMLA), foi observado que 

mulheres diagnosticadas com CMI apresentaram pior sobrevida significativa (2,9 anos x 6,4 anos). 

O CMI é diagnosticado por meio de uma avaliação clínica, requerendo mais de 1/3 de envolvimento 

na área afetada da mama ou pele por eritema, sendo a doença iniciada há menos de 6 meses 

(BALEMA et al., 2021).  

Os profissionais da medicina debatem se a inflamação presente na mama atinge um ponto que 

pode ser classificado como câncer de mama inflamatório. No entanto, mesmo com o termo 

"inflamatório" no nome, esse tipo de câncer aparentemente não demonstra uma expressão 

generalizada de biomarcadores inflamatórios (JAGSI et al. 2022). 

 

FIGURA 9. Carcinoma de mama inflamatório. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

2.2.4.2 Carcinoma de Mama Triplo-Negativo (CMTN) 

    O carcinoma de mama Triplo-Negativo (CMTN), abrange os cânceres de mama negativos para 

os receptores de estrogênio (RE), de progesterona (RP), e para HER2. Estes apresentam uma 

tendência maior de crescer e espalhar mais rapidamente do que os outros tipos de neoplasias 

epiteliais mamárias (DERAKHSHAN & REIS-FILHO, 2022). Baseado em evidências disponíveis 

atualmente, o CMTN compreende diversos subtipos com variações genéticas, transcricionais, 

Carcinoma de mama inflamatório caracterizado por eritema difuso e 

edema em mais de um terço da pele da mama (aspecto em “casca de 

laranja”), devido a carcinoma ductal infiltrante pouco diferenciado, 

com êmbolos tumorais em vasos linfáticos e venosos cutâneos. 

Fonte: http://webpathology.com   

Acesso em 26/8/2023. 

http://webpathology.com/
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histológicas e clínicas relevantes. Estudos mostraram que com um comportamento mais agressivo, 

os CMTNs apresentam usualmente uma rápida evolução patológica, após completa quimioterapia 

neoadjuvante, e com a presença de metástase, os CMTNs mantêm a sua letalidade 

alta (DERAKHSHAN & REIS-FILHO, 2022).      

   

2.2.4.3 Doença de Paget 

     Esta doença foi descrita inicialmente, em 1874, por Sir James Paget (1814-1899), cirurgião 

inglês, sendo individualizada mais tarde por Sir Henry Trentham Butlin (1845-1912), cirurgião 

inglês. Como características marcantes, as células de Paget são apócrinas, grandes e ovais, e 

possuem vacúolos no citoplasma (GANDRA D’ALMEIDA et al., 2016). A classificação pode ser 

em dois grupos: mamária, sendo considerada uma doença rara, e manifesta-se como lesão cutânea 

do 3mamilo e aréola com descamação, prurido e vermelhidão e extramamária que abrange um grupo 

raro de neoplasias cutâneas com localizações distintas, tais como: vulva, ânus, região perianal, 

escroto e axila (GANDRA D’ALMEIDA et al., 2016).            

     Assim, clinicamente parece uma lesão cutânea de aspecto eczematoso (FIGURA 10), devido a 

uma infiltração da epiderme do mamilo e da aréola por células neoplásicas de carcinoma ductal in 

situ, com ou sem componente invasivo, e raramente de outros tipos de carcinomas de mama 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021).  

 

FIGURA 10. Doença de Paget de mama. 

 

 

                 

 

 

 

 

 

                          

 

 

 

 

 

 

 

Doença de Paget mamária pigmentada. Mácula hiperpigmentada 

irregular, com área central eritêmato-crostosa no mamilo esquerdo. 

Fonte: 

https://www.scielo.br/j/abd/a/BgqJwvsb4d8gT6jRdBVKLJC/?format=p

df&lang=pt 
Acesso em: 23/10/2023 

  

 

 

 

 Acesso em: 08/08/2023. 

https://www.scielo.br/j/abd/a/BgqJwvsb4d8gT6jRdBVKLJC/?format=pdf&lang=pt
https://www.scielo.br/j/abd/a/BgqJwvsb4d8gT6jRdBVKLJC/?format=pdf&lang=pt
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2.2.5 Prevenção do câncer de mama 

    Há diversos fatores que envolvem o desenvolvimento desta neoplasia, e o fato de vários desses 

fatores não se modificarem dificulta a prevenção, estando voltada para os fatores de risco e 

protetores, exclusivamente os classificados como modificáveis. Acredita-se que a prática de hábitos 

saudáveis tais como: a alimentação, atividade física, peso corporal adequado, não consumo de 

bebidas alcoólicas, amamentação do bebê por mais tempo, evitar o tabagismo, sejam capazes de 

reduzir em até 30% o risco de desenvolvimento de câncer de mama na mulher (INCA, 2022).  

 É de extrema relevância a implementação de um programa eficaz de informação sobre o câncer 

de mama, visando a conscientização da população a respeito deste tema tão importante. Programas 

de triagem de pacientes aliados a testes diagnósticos são essenciais, para uma detecção antecipada, 

fazendo com que ocorra uma redução da incidência da mortalidade através do câncer de mama 

(KASHYAP et al., 2022).  

 

2.2.6 Sinais e sintomas do câncer de mama 

 Em fases iniciais, o câncer de mama pode ser detectado, geralmente, com alguns sinais e sinto-

mas do tipo: nódulo fixo aos tecidos circundantes e geralmente indolor, presente em torno de 90% 

dos casos, quando observado no autoexame pela própria mulher; pele da mama com coloração aver-

melhada, ser retraída ou com a aparência de casca de laranja; alterações no mamilo; pequenos nó-

dulos nas axilas ou no pescoço; saída espontânea de líquido anormal pelos mamilos (SBP, 2016). 

 

2.2.7 Tratamento da neoplasia de mama 

    Pacientes com diagnóstico de neoplasia mamária podem ter um pior prognóstico, quando ocorre 

um atraso no início do tratamento da doença, podendo abranger três momentos diferentes que são: 

tempo entre o aparecimento dos primeiros sinais e sintomas e a primeira consulta, o segundo é entre 

a primeira consulta e a utilização do serviço especializado e o terceiro é da primeira apreciação do 

serviço de referência especializado e o início da terapia. O intervalo de tempo entre o registro do 

diagnóstico e o início do tratamento da doença não pode ultrapassar mais de 60 dias (MEDEIROS 

et al., 2015).   

    Os tratamentos primários para o câncer de mama englobam cirurgia, radioterapia, quimioterapia, 

terapia endócrina ou terapia direcionada. A terapia endócrina é eficaz em cânceres de mama com 

receptores hormonais positivos, sendo uma escolha comum para terapia adjuvante. No entanto, dada 

a agressividade do carcinoma de mama triplo-negativo, a pesquisa está se concentrando na terapia 

direcionada, visando alvos não endócrinos. Além das abordagens direcionadas ao HER2, terapias 
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inovadoras incluem imunoterapia e terapia focalizada em pontos críticos de controle ou vias de 

crescimento celular (LAU; TAN & SHI.; 2022).  

 

2.2.7.1 Estádios I e II 

 Nas fases iniciais do câncer é indicada a cirurgia, podendo ser conservadora (retirada do tumor), 

ou a mastectomia (retirada da mama), sendo parcial ou total, dando seguimento na reconstrução 

mamária. Passada a cirurgia, recomenda-se o tratamento complementar a base de radioterapia em 

algumas situações. A reconstrução mamária, é uma forma de minimizar os danos físicos e emocio-

nais da paciente após a cirurgia. Pode ser indicado um tratamento sistêmico após o tratamento local, 

devido ao risco de uma recidiva, considerada a idade da paciente, o tamanho e o tipo do tumor e a 

possibilidade de comprometimento dos linfonodos axilares (INCA, 2022). O exame de imuno-his-

toquímica, para a detecção dos receptores hormonais (receptor de estrogênio e progesterona), é fun-

damental para uma possível indicação de hormônio-terapia (tratamento em forma de comprimidos, 

visando a diminuição da produção de hormônios femininos no organismo). Outro aspecto relevante 

é a informação sobre a presença do HER-2, que pode ser detectado por meio de exame imuno-

histoquímico ou hibridização in situ, indicando a necessidade ou não de terapia imunobiológica 

anti-HER-2 (INCA, 2022).  

 

2.2.7.2 Estádio III 

 Tumores com tamanhos acima de 5 cm, mas ainda localizados, são enquadrados no estádio III, 

sendo recomendado o tratamento sistêmico (quimioterapia geralmente). Após a redução do tumor 

devido à quimioterapia, é recomendado o tratamento local (cirurgia e radioterapia) (INCA, 2022).   

 

2.2.7.3 Estádio IV 

 Na apresentação de metástase, é essencial a busca pelo equilíbrio entre o controle da doença e 

um possível aumento da sobrevida da paciente, ressaltando os efeitos colaterais oriundos do 

tratamento. A preocupação com a qualidade de vida da paciente com câncer de mama, deve ser total 

com relação aos profissionais da saúde durante todo o processo terapêutico (INCA, 2022). 

 

2.3 HER2 E RECEPTORES HORMONAIS 

 O gene HER2 ou seja, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano, é um proto-

oncogene, com localização no cromossomo 17q21, sendo responsável pela produção da proteína de 

mesmo nome, que atua de forma relevante no crescimento e desenvolvimento de células epiteliais 
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de diversas categorias (revestimentos interno e externo, tecido glandular mamários), quando esta 

proteína se encontra em quantidades normais. Pode ocorrer o desenvolvimento de neoplasia, quando 

ocorre algum erro aleatório neste gene (PERVEZ et al., 2016). 

 O desenvolvimento de novas técnicas de alto rendimento e perfil de expressão gênica, tem sido 

crucial para a caracterização molecular do câncer de mama em diversos subtipos, tomando por base 

a expressão de receptores hormonais e os estados de proliferação tais como:  

Receptor de estrogênio (RE), receptor de progesterona (RP), marcador de proliferação Ki67 ou 

mutações genéticas na mama. Esses subtipos são divididos em formas específicas, incluindo, 

luminal A, luminal B, basal e triplo-negativo (CMTN) (THAKUR et al., 2022), como já afirmado. 

 Relembrando, o tumor luminal A pode apresentar RE e RP positivo (+) ou HER2 negativo; o 

luminal B, RE positivo (+) ou RP positivo (+), ou RP negativo (-), ou HER2+/-. Existem os tumores 

enriquecidos com HER2, conhecidos como superexpressos/amplificados, se diferenciando do 

CMTN que exibe negatividade para RE, RP e HER2. Os tumores do subtipo luminal A, apresentam 

níveis baixos de Ki67 (menos de 14%), sendo de baixo grau de malignidade e melhor prognóstico, 

quando comparados com os tumores do subtipo luminal B, de alto grau de malignidade e com níveis 

altos de Ki67 (maior ou igual a 14%). Os CMTNs são os que apresentam o pior prognóstico entre 

todos, tendo relação com a alta agressividade e atividade metastática (THAKUR et al., 2022). 

Devido aos vários subtipos de carcinomas de mama, existem implicações relevantes na aplicação 

das terapias de controle e combate ao câncer de mama, compreendendo uma associação com os 

comportamentos e respostas clínicas apresentadas em cada caso específico (THAKUR et al., 2022).  

 Podendo estar dispersa pela membrana celular, a HER2 transmite sinais, ocasionando o 

crescimento celular de forma abrangente, sendo do exterior da célula até o núcleo na parte interna 

da mesma (PERVEZ et al., 2016). A atuação da HER2 na célula, pode ser satisfatória (FIGURA 

11), quando esta proteína não está ligada a fatores desfavoráveis, tais como descritos abaixo.  

  Estando a regulação da HER2 associada com diversos parâmetros clínicos, tais como: grau 

tumoral, e receptores hormonais, a ativação desta proteína desenvolve resistência à apoptose, 

interrompe a organização das células epiteliais e induz a proliferação descontrolada. Esta proteína 

é um biomarcador, que teve uma expressão em média de 20% a 30% na neoplasia de mama 

detectada através da imuno-histoquímica (PERVEZ et al., 2016).   
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FIGURA 11. Atuação da HER2 na célula 

 

 

    

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 CICLO CELULAR 

 A base do surgimento do câncer decorre de alterações não letais nos genes que regulam o ciclo 

celular, ou seja, com ganho de função por mutação pontual, amplificação ou translocação 

cromossomial dos proto-oncogenes, que promovem a proliferação e a diferenciação celulares, e a 

perda de função dos genes supressores de tumor (por mutação, deleção, etc.), os quais inibem a 

proliferação celular, promovem a apoptose, o reparo do DNA, etc. Assim, no câncer, dá-se a 

desregulação dos genes e proteínas envolvidas no controle do ciclo celular, favorecendo-se o 

acúmulo de danos genéticos celulares não letais e o surgimento e a proliferação descontrolada de 

células neoplásicas heterogêneas sob os aspectos fenotípico, genético e citocinético (capacidade 

proliferativa) (MALORNI et al., 2016; BRASILEIRO FILHO, G. et al., 2021). 

 A manutenção da integridade e a transmissão precisa da informação genética que ocorre entre as 

células filhas, são essenciais para a garantia da funcionalidade normal de um organismo. 

Mecanismos moleculares são utilizados pelas células, para separar a replicação de DNA na fase S 

(síntese) a partir de uma distribuição igual de informação genética ocorrida no decorrer da fase M 

Habitualmente, as células contêm duas cópias do gene HER2, e são responsáveis 

pela produção da proteína HER2 na superfície celular de forma equilibrada.  To-

davia, em alguns casos o gene HER2 está amplificado, resultando em grandes 

quantidades de cópias do gene e uma superprodução da proteína HER2. Tal ex-

cesso ocasiona a liberação de sinais que impulsionam a célula a se dividir, multi-

plicar e crescer em proporção maior do que as células normais, colaborando no 

surgimento e progressão do câncer. 

Fonte: https://noticiasnaspec.blogspot.com/2010/08/o-que-e-o-her2.html  

Acesso em: 23/10/2023 

 

https://noticiasnaspec.blogspot.com/2010/08/o-que-e-o-her2.html
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(mitose) (GOMEZ & HERGOVICH, 2016). A não reduplicação dos cromossomos antes da 

separação das cromátides, é possível devido a um rígido e preciso controle do ciclo celular, mas de 

qualquer forma, as células só entram em mitose na ocorrência completa da duplicação do DNA 

(GOMEZ & HERGOVICH, 2016).   

 Os principais reguladores da progressão do ciclo celular são as quinases dependentes de ciclina 

(CDKs). O apoio e o recrutamento de substrato ocorre, conforme a formação, com ciclinas 

diferentes específicas da fase do ciclo celular. O controle da síntese e degradação das ciclinas em 

toda a célula regula as ligações entre os complexos CDK-ciclina, sendo que ainda ocorre a 

modulação de CDK, pelas fosforilações específicas de ativação ou inibição e interações com 

inibidores específicos de CDK. Tais fatores são importantes para a preservação da estabilidade 

genômica (GOMEZ; HERGOVICH, 2016). A integridade dos genomas dos mamíferos é ameaçada 

pela replicação, segregação do genoma defeituoso e ainda pelo dano endógeno de DNA ou lesões 

de DNA induzidas de forma endógena. Para tal as células se utilizam de um dano de DNA ajustado 

(DDR), a fim de que ocorra a coordenação da detecção, sinalização e reparo de danos no DNA 

(GOMEZ; HERGOVICH, 2016). O progresso do ciclo celular em células de mamíferos ocorre por 

meio de um complexo desafiador e bastante coordenado para as células eucarióticas, 

especificamente em organismos multicelulares onde existe uma gama de células especializadas, 

sendo que a detecção do DNA pela célula é essencial para a garantia da integridade genômica 

(GOMEZ & HERGOVICH, 2016). 

 A complexa reação da rede de sinalização HER2 com a baixa sinalização, contando ainda com a 

via do ciclo celular (eixo CDK4/6-Ciclina D1-RB1), explica a resistência à terapia anti-HER2 

frequentemente observada. Uma mediação por HER2 e receptor de estrogênio dos sinais 

mitogênicos, faz a convergência destes, para o complexo Ciclina D1-CDK4/6, o regulador chave 

da transição G1-S para a progressão do ciclo celular (KOIRALA et al., 2022). A família HER 

(ERBB), de RTK (HER1/HER2/HER3/HER4), consiste em uma ligação de ligante extracelular 

glicosilada ectodomínio (subdomínios ricos em leucina e cisteína), tendo como característica uma 

única α-hélice transmembranar e uma região intracelular (citossólica) abrangendo um segmento 

justamembranar curto, tirosina de domínio quinase e uma cauda C-terminal flexível contendo 

tirosina. O domínio extracelular do receptor é conhecido por ser ativado por 11 ligantes peptídicos 

e, após estimulação, homo- ou hetero- dimerizam para ativar as vias de transdução de sinal de 

tirosina quinase a jusante que resultam em proliferação celular, motilidade/adesão e resistência à 

apoptose: todas as principais características da malignidade celular (KOIRALA et al., 2022). 

 Embora tenha ocorrido uma melhora expressiva da sobrevida dos pacientes, devido ao 

desenvolvimento de terapias voltadas ao HER2, gerando uma maior qualidade de vida e 
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possibilitando o gerenciamento dessas pessoas, ainda ocorrem resistências eventuais a terapias 

direcionadas ao HER2, isso devido à ativação de vias compensatórias, onde é desenvolvido um 

fenótipo da doença de forma mais agressiva (KOIRALA et al., 2022).  

 

2.5 DNA CIRCULANTE 

     Também conhecido como biópsia líquida, o DNA circulante do tumor (ctDNA), pode ser 

detectado em diferentes estádios, sendo precoce e tardiamente em uma proporção alta de casos, 

podendo persistir durante anos, após uma terapia supostamente bem sucedida, apesar das metástases 

(SHAW et al. 2017).  

 De acordo com trabalho realizado por Birknerova et al., (2022), através de estudo de câncer de 

cabeça e pescoço, foi ressaltado que a biópsia líquida pode ser utilizada como uma alternativa mais 

eficaz quando comparada com as biópsias padrões de tecidos, podendo ter vários aspectos mais 

relevantes do tipo: invasividade, custo, limitação a uma única região de observação, e o tempo para 

se obter o resultado. Um maior entendimento sobre a detecção, análise do (ctDNA) e principalmente 

o perfil de metilação, configura um caminho seleto para a detecção e monitoramento dos 

componentes do tumor.  

 O aumento da concentração de DNA circulante livre de células (cfDNA), e alterações 

epigenéticas, são evidenciados em pacientes com câncer, durante o desenvolvimento da doença e 

utilização de terapia. É possível se ter em tempo real, uma avaliação não invasiva do câncer através 

do cfDNA. Outro fator importante é que o cfDNA expresso pelo tumor, apresenta as mesmas 

variantes visualizadas nas células tumorais (BERA et al., 2022).  

  A origem, assim como a relevância biológica do cfDNA, pode ser encontrada tanto em 

indivíduos saudáveis, quanto em pacientes com câncer (ctDNA), porém, existem relatos passados 

de indícios de correlação do câncer com o aumento do cfDNA, mais especificamente em câncer 

metastático, onde aparece como a causa principal desse aumento, a morte celular programada 

(apoptose), e por necrose, fenômenos característicos em tumores (BERA et al., 2022). Pacientes 

com câncer possuem (ctDNA), abrigando alterações específicas do tumor, como mudanças 

genéticas e epigenéticas (NAKAUCHI et al., 2016).  

 A liberação do cfDNA em indivíduos normais é realizada principalmente pelas células 

hematopoéticas. Em casos de pacientes com câncer existe uma porção variável de cfDNA composta 

por DNA tumoral circulante (ctDNA), liberado pelas células tumorais (BIRKNEROVA et al., 

2022).  

 Conforme as conclusões de Birknerova et al., (2022), existe um potencial na tecnologia de 

detecção obtida através da utilização do cfDNA, porém se faz necessário um avanço na busca por 
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melhoria na sensibilidade em se tratando de pequenas quantidades de cfDNA, especificamente em 

estágios iniciais de câncer. 

 

2.6 A EPIGENÉTICA E GENES SUPRESSORES TUMORAIS NO CARCINOMA DE 

MAMA 

 A metilação do DNA é um processo reversível que altera os padrões de expressão gênica sem 

que ocorra a modificação da sequência de DNA. A hipermetilação de regiões genômicas ricas em 

CpG também ocorre de forma semelhante, reprimindo genes supressores de tumor em uma faixa de 

quase 80% dos casos (CHEUK; SHIN & KWONG, 2017). As regiões CpGs estão associadas com 

promotores de genes, que estão localizados perto dos locais de início da transcrição em 70% dos 

genes (CHEUK; SHIN & KWONG, 2017).  A metilação do DNA em mamíferos é obtida de um 

grupo metil (CH₃), ao carbono localizado na posição 5 do anel aromático da citosina., como 

observado na FIGURA 12.  

FIGURA 12. Representação esquemática da metilação da citosina e controle da expressão gênica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 O estudo de mecanismos que alteram a expressão dos genes sem qualquer alteração na sequência 

primária do DNA é denominado epigenética, sendo tais, herdáveis e reversíveis. A metilação do 

DNA, modificações de histonas, RNAs não codificadores (miRNA, siRNA), são classificados como 

os principais fenômenos relacionados às alterações epigenéticas (THAKUR et al., 2022). 

A: metilação de citosina genômica, modificando o carbono-5 do anel aromático da base nitrogenada 

pela ação de enzimas DNA-metiltransferases, transformando citosina em 5-metilcitosina (5mC). B: 

controle de expressão gênica por ação de metilação de citosinas em regiões promotoras de genes, 

impedindo que fatores de transcrição e a RNA-polimerase possa ancorar de maneira adequada ao 

DNA e assim iniciar a transcrição gênica. 

Fonte: https://www.pensamentoevolutivo.com/post/epigen%C3%A9tica-e-a-desconfian%C3%A7a-

a-respeito-do-lamarckismo 

Acesso em: 23/10/2023. 

https://www.pensamentoevolutivo.com/post/epigen%C3%A9tica-e-a-desconfian%C3%A7a-a-respeito-do-lamarckismo
https://www.pensamentoevolutivo.com/post/epigen%C3%A9tica-e-a-desconfian%C3%A7a-a-respeito-do-lamarckismo
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  A probabilidade de ocorrência do câncer de mama pode ter alguns sinais oriundos das alterações 

na metilação do DNA em tecidos normais distantes ou adjacentes ao câncer. É sugerido que as 

variabilidades de metilação vistas em alguns genes que possuem relação com câncer em tecidos 

mamários normais, podem ter ocorrência antes do surgimento do câncer de mama (THAKUR et al., 

2022). O rastreamento de diferentes tipos de câncer de mama, pode ser dado até a população 

progenitora, através da implantação de perfis de metilação única, levando em conta a célula de 

origem ou a heterogeneidade biológica visualizada no câncer de mama (THAKUR et al., 2022).  

 Os estudos voltados para a epigenética tiveram um avanço nesse tema nos últimos 20 anos, 

gerando milhares de metilomas normais e mapas cancerosos, aliados a uma grande diversidade de 

ferramentas sofisticadas baseadas na informática, para possíveis análises de todo o genoma. Tais 

metilomas oferecem informações essenciais, para o entendimento da biologia do câncer, assim 

como a descoberta de biomarcadores de metilação do DNA para possibilitar uma detecção precoce 

e ainda o acompanhamento do câncer (CLARK & MOLLOY, 2022).    

    Tanto as alterações epigenéticas, como as alterações genéticas, estão relacionadas com o 

desenvolvimento e a progressão do câncer. É bastante relevante o estudo dessas alterações, através 

da detecção da metilação, por mostrar uma grande versatilidade, quanto ao monitoramento 

molecular de pacientes com câncer, fazendo com que ocorra um aumento das pesquisas de métodos 

diagnósticos e terapêuticos do câncer (AIDÉ et al., 2008). 

 

2.7 A PROTEÍNA P53 E O CÂNCER DE MAMA 

     A proteína p53 é o produto do gene TP53, e apresenta um papel vital na supressão tumoral, 

regulando a estabilidade de genomas através da modulação do ciclo celular e apoptose. Alterações 

na p53 ocorrem em cerca de 80% dos tumores de mama do tipo triplo-negativo (CMTN), (BERKE; 

SLIGHT & HYDER, 2022). O gene TP53 se localiza no cromossomo 17, possui 13 éxons e 11 

íntrons. Existe associação entre mutações no gene TP53 e diversos tipos de câncer (BERKE; 

SLIGHT & HYDER, 2022).   

 Foi vista a modulação da dinâmica mitocondrial pela p53, onde ocorre a restrição das 

propriedades metastáticas das células cancerosas. O alvo mamífero do complexo 1 de rapamicina 

(mTORC1), é inibido pela p53, dando-se a sinalização para ocorrer a diminuição do nível de 

proteína do processo de fissão mitocondrial (MTFP1) (PHAN et al., 2022). Este promove a proteína 

1 que é relacionada à fosforilação da dinamina pró-fissão (Drp1). Este mecanismo, possibilita a p53 

restringir a migração celular e a invasão mediada pela DRP1 (PHAN et al., 2022).   

 A p53 tem um papel central e multifuncional na resposta celular ao dano no DNA. É regulada 

positivamente após estresse genotóxico, induzindo programas de transcrição que realizam a 
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interrupção do ciclo celular transitório e parada permanente do ciclo na forma de senescência. O 

gene TP53 é o mais comumente mutado no câncer, aparecendo as suas mutações em cerca 50% de 

todos os tipos de cânceres humanos (KULABEROGLU; GUNDOGDU & HERGOVICH, 2016). 

 A presença da p53 é normalmente de extrema importância, onde pesquisas mostram que 

camundongos deficientes de p53 morrem em uma faixa de quase 100% de penetrância do câncer 

em torno dos 6 meses. Foi mostrado em um estudo com camundongos chamados “super-p53” que 

uma expressão moderadamente aumentada de p53 combinada com p16INK4A/p19ARF, pode 

ocasionar a extensão de vida livre de tumor (KULABEROGLU; GUNDOGDU & HERGOVICH, 

2016). 

 

2.8 A METILAÇÃO DO GENE CDKN2A NO CÂNCER DE MAMA 

    Há mais de uma década foi debatido sobre o gene CDKN2A, como um fator prognóstico no 

âmbito do câncer de mama. Este gene é um supressor tumoral, localizado no cromossomo 9p21, e 

o seu produto é a proteína p16, que tem a função de inibir a proliferação celular, ocasionando a 

manutenção da célula em G1, inibindo a progressão da mesma para a fase S da mitose (FIGURA 

13). A inibição da p16 está presente em diversos tumores, incluindo o câncer de mama. A relação 

entre o p16 e o câncer de mama em seus diversos estádios, objetiva o estabelecimento das 

associações causais, preditivas e prognósticas (LEBOK et al., 2016). Pertencente à família INK4 

que inibe CDk4 e CDK6, mantém a hipofosforilação do gene RB1 (Retinoblastoma), que desta 

forma tem atuação direta na interrupção do ciclo celular na fase G1, (VOHRA & SIDDIQUI, 2015).  

 

FIGURA 13. Esquema de atuação da p16, interrompendo o ciclo celular na fase G1 

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           Esquema de atuação da p16, através inibição da CDK4/6, associada a proteína do      

           retinoblastoma fosforilada interrompendo o ciclo celular na fase G1. 

           Fonte: https://ar.iiarjournals.org/content/35/8/4397.figures-only   

          Acesso em: 23/10/2023 

  

 A hipermetilação das ilhas CpGs de forma interna e diretamente nas regiões promotoras de genes, 

é uma via cada vez mais fundamental na inativação da transcrição para muitos genes supressores 

https://ar.iiarjournals.org/content/35/8/4397.figures-only
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tumorais. O gene CDKN2A tem função importante na via ciclina D-Rb, atuando na manutenção da 

proteína Rb na forma ativa em estado não fosforilado. Praticamente todos os tumores perdem o 

controle da ciclagem celular por essa via, através da interrupção da função p16INK4A, ou ainda por 

mutações na Rb, não ocorrendo em ambos de forma geral. Normalmente a perda da p16INK4A 

ocorre por meio de deleção, hipermetilação do promotor e de forma menos comum, por mutação 

casual (ROSAS et al., 2001). Um estudo analisou a expressão da proteína p16 em 202 amostras de 

tecidos parafinados de câncer de mama em mulheres oriundas do Sudão, utilizando o método de 

imuno-histoquímica. Foi enfatizada uma associação da proteína p16 com o alto grau histológico, 

metástase de linfonodo e prognóstico desfavorável. É ressaltado que a p16 pode ser utilizada como 

um potencial marcador prognóstico (SALIH; HIGGO & EED, 2022). 

  

2.9 A METILAÇÃO DO GENE RB1 NO CÂNCER DE MAMA 

    O gene RB1 expressa a proteína retinoblastoma, onde em uma ação conjunta a fosforilação do Rb 

por quinases dependentes de Ciclina D1-Ciclina 4 e 6 (CDK4/6), e outros complexos de ciclina-

CDKs, ocorre a indução da liberação de fatores transcricionais da família E2F e a consequente 

transcrição de genes necessários para entrada da fase S (MALORNI et al., 2016). 

 Frequentemente ocorre a atividade aberrante da quinase CDK4/6, ocasionada pela amplificação 

da ciclina D1, tal como a desregulação de várias vias de sinalização (KUMARASAMY et al., 2022). 

 O Rb desempenha papel crucial em todos os tipos de carcinomas de mama, porém a inativação 

da via ocorre por mecanismos variáveis. A desregulação da ciclina D1, está associada à positividade 

do HER2 no carcinoma de mama, porém sem a perda da Rb geralmente, onde de forma contrária, a 

desregulação da via ocorre primordialmente pela perda da Rb em câncer de mama triplo-negativo, 

estando a perda da Rb associada a uma resposta favorável à quimioterapia (LESER et al., 2022). 

 

2.10 A METILAÇÃO DO GENE CDH1 NO CÂNCER DE MAMA 

 O gene CDH1 codifica a proteína E-caderina, onde a metilação deste gene tem grande relevância 

na inibição da expressão da E-caderina. A E-caderina atua diretamente na supressão de tumores, 

mas com a sua inibição, ocorre um maior aumento da agressividade no tumor da mama (LIU et al., 

2016). 

 Estudo recente mostra que a mutação no CDH1, não impacta o prognóstico de pacientes com 

câncer de mama lobular invasivo, porém no caso de mutações de CDH1 + ERBB2, ocasiona um 

prognóstico desfavorável (CORSO et al., 2018). 

 O carcinoma lobular invasivo (CLI) compreende até 10-15% entre todos os cânceres de mama 

diagnosticados. Os CLIs apresentam padrões de crescimento e exibem células desconexas 
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individualmente dispersas ou dispostas em arranjos lineares no estroma fibroso, quando comparados 

aos carcinomas ductais invasivos tipos não específicos (CDI/NTE), porém, há diferenças do CLI, 

quando comparado ao carcinoma ductal invasivo (CDI/NTE), relacionadas às características 

clinicopatológicas e a capacidade de resposta à terapia (ALEXANDER et al., 2022; CHEN et al., 

2017). Uma característica desconexa de CLI, ao nível molecular, se dá devido à desregulação da 

adesão célula-célula, principalmente impulsionada pela falta de expressão da proteína E-caderina 

(CDH1), o que é verificada geralmente, sendo ainda uma característica discriminante do CLI, pois 

que uma forte expressão membranar de E-caderina é observada na maioria dos CDI/NTE 

(ALEXANDER et al., 2022). 

 

2.11 A METILAÇÃO DA HTERT NO CÂNCER DE MAMA 

 Dois dos principais componentes da telomerase humana são a subunidade enzimática 

transcriptase reversa da telomerase (hTERT), e uma subunidade de RNA (hTR), a qual serve como 

molde para o alongamento do DNA telomérico (NGUYEN et al., 2022). Os telômeros são 

extremidades terminais presentes nos cromossomos lineares (FIGURA 14), e essas estruturas são 

compostas por uma sequência de repetição de DNA (TTAGGG), na maioria dos eucariotos. A 

terminação dessa sequência se dá através da ligação específica de telômero proteínas. Em cada 

divisão celular ocorre progressivamente o encurtamento dos telômeros, o que ocasiona a 

senescência e morte celulares (NGUYEN et al., 2022).  

 A regulação positiva da hTERT ocorre em tumores, sendo possibilitada por mecanismos 

genéticos distintos tais como: amplificações, variantes estruturais, mutações do promotor hTERT e 

epigenéticas através da metilação do promotor hTERT. Tanto as mutações do promotor hTERT, 

quanto a metilação do promotor hTERT e miRNAs, possuem consequências clínicas em cânceres 

dependentes da ativação da hTERT (LEÃO et al., 2018). Apesar de serem necessários novos estudos 

a respeito da regulação do hTERT, é conhecido que uma das suas regiões promotoras, denominada 

Região Oncológica Hipermetilada (THOR), quando se apresenta hipermetilada mostra uma 

associação com a progressão tumoral (APOLÓNIO et al., 2022).  

 A auto-renovação replicativa celular ilimitada é de grande relevância, sendo uma característica 

do câncer, o que é possível através da manutenção dos telômeros, ocorrendo principalmente pela 

ativação da telomerase hTERT (LEÃO et al., 2018). 

 O silenciamento de hTERT causa encurtamento gradual dos telômeros a cada divisão celular, 

levando a um ponto de atrito crítico que desencadeia uma parada no ciclo celular, resultando em 

senescência ou apoptose através das vias supressoras tumorais p53, ou Rb. Isso age como uma 

barreira para a imortalidade replicativa (GUTERRES & VILLANUEVA, 2020). 
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FIGURA 14. Telômeros como pontos brilhantes nas extremidades dos cromossomos. 

 

 

 

 

     Algumas mudanças neoplásicas permitem replicação após esse ponto crítico. No entanto, a 

contínua erosão dos telômeros finalmente desencadeia uma crise dos telômeros, caracterizada por 

disfunção que leva à instabilidade genômica e morte celular. Alguns clones viáveis podem escapar 

dessa crise reativando mecanismos de manutenção dos telômeros (GUTERRES & VILLANUEVA, 

2020). A maioria dos cânceres supera a senescência replicativa aumentando a expressão de hTERT 

e, assim, a atividade da telomerase. A atividade da telomerase é encontrada em cerca de 90% dos 

cânceres (GUTERRES & VILLANUEVA, 2020). Estudo recente de genômica pan-câncer 

identificou expressão de hTERT em cerca de 75% das amostras tumorais, com 31% delas abrigando 

mutações pontuais no promotor hTERT e 53% exibindo metilação desse promotor (GUTERRES & 

VILLANUEVA, 2020).     

 Embora o comprimento dos telômeros em tumores seja tipicamente menor do que nos tecidos 

normais, possivelmente devido ao aumento das divisões celulares nas células tumorais, estudos 

prospectivos não encontraram associações significativas entre o comprimento dos telômeros e um 

maior risco de câncer.  Por outro lado, análises utilizando randomização mendeliana, que são menos 

propensas a efeitos de confusão e causalidade reversa, sugerem que variantes genéticas associadas 

a telômeros mais longos tendem a aumentar o risco de desenvolvimento da maioria dos tipos de 

câncer. Assim, o estudo destaca a natureza complexa da relação entre telômeros, regulação da 

telomerase e câncer, enfatizando a necessidade de investigações adicionais (GUTERRES & 

VILLANUEVA, 2020), FIGURA 15.  

Os telômeros aparecem como pontos brilhantes nas extremidades de cada cromossomo na figura 

mostrada acima. Crédito da imagem: "Capas de telômeros," by U.S. Department of Energy Human 

Genome Program (public domain). Fonte: https://pt.khanacademy.org/science/biology/dna-as-the-

genetic-material/dna-replication/a/telomeres-telomerase  Acesso em: 23/10/2023. 

 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Telomere_caps.gif
https://pt.khanacademy.org/science/biology/dna-as-the-genetic-material/dna-replication/a/telomeres-telomerase
https://pt.khanacademy.org/science/biology/dna-as-the-genetic-material/dna-replication/a/telomeres-telomerase
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FIGURA 15. Regulação da hTERT em câncer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.12 JUSTIFICATIVA 

 Este trabalho poderá contribuir com a compreensão do câncer de mama, através da busca pelo 

entendimento da atuação dos genes supressores de tumor (hTERT, CDKN2, RB1 e CDH1) estudados 

especificamente neste tipo de neoplasia, sabendo que a correlação do estado da metilação dos genes 

analisados em momentos distintos, juntamente com os subtipos de tumores classificados pela 

imuno-histoquímica e com os dados clínicos e demográficos das participantes deste estudo, são de 

grande relevância, no qual tanto a clínica poderá obter informações valiosas relacionadas a possíveis 

orientações terapêuticas, quanto servirá para o desenvolvimento de novos trabalhos no contexto do 

câncer de mama avançado. 

 

2.13 HIPÓTESE 

 A metilação dos genes supressores de tumor (hTERT, CDKN2A, RB1 e CDH1) apresenta 

variações relevantes nos fragmentos de tumor, margem tumoral e DNA circulante, evidenciando 

alterações epigenéticas relacionadas a progressão do carcinoma de mama. Ainda é esperado que 

detecção da metilação do DNA possibilite uma correlação com os dados clínicos e demográficos 

das participantes do estudo, relacionando-os ainda com as expressões dos receptores hormonais e 

Ki67, através de análise imuno-histoquímica, o que fornecerá informações valiosas referentes a 

heterogeneidade tumoral, assim como o comportamento da doença. 

 

Dinâmica do comprimento dos telômeros em diferentes células ao longo do tempo. Os telômeros encurtam 

com o tempo. As células germinativas e as células-tronco embrionárias têm longos telômeros que são mantidos 

pela atividade da telomerase. As células-tronco têm telômeros mais curtos e as células somáticas ainda mais 

curtas. Após múltiplas divisões celulares, essas células atingem um estado de senescência (M1). No estágio 

M2, as células entram em crise devido aos seus telômeros curtos que levam à instabilidade cromossômica e 

genômica, resultando em apoptose. As células cancerígenas escapam da crise por meio da ativação da 

telomerase, readquirem telômeros mais longos e capacidade ilimitada de autorrenovação. 

Fonte: (Leão et al, 2018) Disponível em: https://jbiomedsci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12929-018-

0422-8  Acesso em: 23/10/2023. 

https://jbiomedsci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12929-018-0422-8
https://jbiomedsci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12929-018-0422-8
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3. OBJETIVOS  

Geral 

. Avaliar a metilação dos genes supressores de tumor hTERT, CDKN2, RB1 e CDH1, em fragmentos 

cirúrgicos de câncer de mama: região tumoral, margem tumoral, e em DNA circulante, através do 

painel de metilação identificado.  

 

Específicos 

. Monitorar as participantes desta pesquisa, através do painel de metilação do DNA circulante, 

durante o período da primeira coleta do material no dia da cirurgia, até a segunda coleta de sangue 

um ano após a mastectomia. 

. Correlacionar o painel de metilação dos genes analisados, com os dados clínicos e demográficos 

das participantes, e com as expressões de receptores hormonais, HER2 e Ki67 das pacientes com 

amostras analisadas pela imuno-histoquímica. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 TIPO DE PESQUISA  

 Tratou-se de estudo prospectivo, onde todas as participantes foram acompanhadas, durante todo 

o período da pesquisa através das alterações epigenéticas no DNA do tumor, margem e DNA 

circulante no soro. Foram incluídas 15 mulheres com idades entre 44 e 78 anos (a idade média foi 

de 56,7 ± 9,6 anos).  O número reduzido de participantes neste estudo é atribuído ao grupo limitado 

de pacientes atendidas no Instituto de Ginecologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, 

Brasil, entre outubro de 2018 e julho de 2021, devido ao período da pandemia (COVID19). 

Código de aprovação do estudo pelo Comitê de Ética em Pesquisa Clínica do HUCFF/UFRJ: 

Número do parecer: 2.927.243 (2018) 

CAAE: 91406118.6.0000.5257 

Protocolo: 186-18 do grupo III 

 

4.1.1 Locais de Pesquisa e Procedimentos Clínicos 

    As coletas cirúrgicas das amostras das regiões tumorais, regiões adjacentes aos tumores, do 

sangue para a análise do DNA circulante pelo soro, e as análises histopatológicas foram realizadas 

no Instituto de Ginecologia da UFRJ, Hospital Moncorvo Filho, na cidade do Rio de Janeiro. As 

avaliações das alterações moleculares das amostras foram realizadas no Laboratório de Biologia 

Celular do Departamento de Patologia/SAP-HUCFF, UFRJ.  
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4.1.2 Critérios de Inclusão  

 Foram incluídas na pesquisa as participantes que tiveram o diagnóstico de câncer de mama, e 

que concordaram em participar da pesquisa, através da assinatura do termo de consentimento livre 

e esclarecido (TCLE), maiores de 18 anos. 

4.1.3 Critérios de Exclusão  

 Foram excluídas as mulheres que não autorizaram as participações no estudo, não assinando o 

(TCLE), mesmo que o diagnóstico seja de câncer de mama;  

 Foram excluídas da pesquisa, as pessoas do sexo feminino menores de dezoito anos, ou com 

HIV; 

4.1.4 Amostras 

 Foram utilizadas amostras provenientes de coletas de fragmentos de tecidos extraídos da peça 

cirúrgica das participantes (N=15), em procedimentos cirúrgicos das mamas, abrangendo regiões 

tumorais, margens tumorais, sendo identificadas pelo patologista que procedeu com a manipulação 

do material cirúrgico. 

 Da peça proveniente após cirurgia encaminhada para o patologista identificar a área tumoral e 

livre de tumor foram retirados dois fragmentos: um da região tumoral e outro da margem tumoral.  

 Todas as cirurgias fizeram parte dos procedimentos de rotina da clínica, ressaltando que as 

participantes desta pesquisa não se dirigiram ao Instituto de Ginecologia da Universidade Federal 

do Rio de Janeiro somente para participarem deste estudo, sendo então, aproveitada a oportunidade 

do comparecimento das mesmas ao local do tratamento, quando foram coletadas em uma única vez, 

as amostras mencionadas, para serem analisadas, como planejado neste trabalho. Foi realizada no 

ato da cirurgia de rotina, a coleta de uma amostra de 5ml de sangue periférico de cada participante, 

para a análise de DNA tumoral circulante (ctDNA). As coletas e análises dos materiais para a 

histopatologia também foram realizados no mesmo local citado acima.  

 Foram coletadas no total 2 amostras de sangue periférico das participantes de retorno que foram 

localizadas durante o estudo, em um período entre 1 e 2 anos após as cirurgias, sendo a primeira 

coleta no ato do procedimento cirúrgico, e as demais coletas, no retorno das participantes ao 

hospital. 

  

4.1.5 Armazenamento das amostras 

 Todas as amostras de DNA circulante coletadas para este estudo foram armazenadas em um 

Biorrepositório transitório, no Laboratório de Biologia Celular do Departamento de Patologia/SAP-

HUCFF, UFRJ, de acordo com as especificações dos protocolos locais para cada tipo de amostra (-
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20ᴼC DNA extraído do sangue). Somente foram armazenadas as amostras de DNA circulante das 

participantes deste estudo que autorizaram o armazenamento de suas amostras, mediante as 

assinaturas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). As amostras de DNA 

circulante oriundas das participantes que não autorizaram o armazenamento serão descartadas após 

o estudo. Caso seja realizado um novo projeto de pesquisa sendo utilizadas as amostras das 

participantes que autorizaram a utilização de suas amostras sem uma nova autorização, será feita 

uma nova submissão do projeto a ser realizado, a ser apreciado pelo CEP do HUCFF/UFRJ. É de 

grande relevância o armazenamento das amostras de DNA, para que futuramente possam ser 

realizadas comparações das amostras armazenadas, com amostras novas coletadas das participantes 

durante o decorrer da pesquisa, tal como descrito no item metodologia proposta. 

 

4.1.6 Análise das amostras coletadas 

 As análises histopatológicas foram realizadas no Serviço de Anatomia Patológica do Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho - UFRJ. As análises da metilação do DNA tumoral circulante 

foram realizadas no Laboratório de Biologia Celular do Departamento de Patologia/SAP-HUCFF, 

através da utilização de iniciadores específicos para metilação (ROSAS; KOCH et al. 2001).  

 

4.1.7 Extração de DNA do soro com kit Quick-gDNA™ MiniPrep (ZymoResearch) Catalog number 

D3024  

 Foi adicionado 400μl do tampão de lise genômico para 100μl de soro. Foi feito um vortex de 4 

a 6 segundos e deixado em temperatura ambiente entre 5 e 10 minutos. Foi transferida a mistura 

para uma coluna zymo-spin em um tubo de coleta.  Os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 

um minuto. Foi descartado o tubo de coleta com o sobrenadante. A coluna foi transferida para para 

um novo tubo de coleta.  Adicionado 200μl de DNA Pre-Wash Buffer a coluna spin. Foi 

centrifugado a 10.000 x g por um minuto.Adicionado 500μl de g-DNA Wash Buffer a coluna spin. 

Centrifugado a 10.000 x g por um minuto. Transferida a coluna para um novo tubo limpo. 

Adicionado ≥ 50μl de DNA Elution buffer ou água na coluna spin. Incubado por 5 minutos e 

centrifugado após por um minuto para eluir o DNA.  

 

4.1.8 Extração de DNA dos fragmentos de tumor e margem pelo método de Fenol:clorofórmio 

Reagentes utilizados: 

Tampão de lise SEB: 

1M Tris.HCl pH 7,5 120µL (10mM), 0,5M EDTA pH 8,0 240µL (10mM), 5M NaCl 24µL (10 

mM), 10% SDS 2,4mL (2%), água para volume final de12mL. 
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PK (proteinase K) a 10mg/mL 

Tampão de diluição: 1M Tris-HCl pH 7,5 100µL (10mM), 5M NaCl 200µL (100mM), 100% 

Glicerol 1ml (10%), água para volume final de 10ml (8,7mL de água)  

Fenol:Clorofórmio:Álcool Isoamílico (25:24:1) 

Foi utilizado o UltraPure™Phenol:Chloroform: IsoamylAlcohol (Invitrogen™) Cat. no. 15593-031 

A amostra de tumor (0,5cm), foi adicionada em tubo eppendorf contendo 500µl de tampão de lise 

celular (Tris-HCl 10mM, pH 7,5; EDTA 10mM; NaCl 10mM; SDS 2%), e adicionado 

posteriomente 15µL de PK a 10mg/ml. Após foi feita a incubação dos fragmentos por 2 horas a 

56°C. Foi adicionado volume igual de fenol:clorofórmio, agitado 1 minuto e centrifugado por 5 

minutos a 5000 rpm para separar as fases. A fase aquosa (parte superior), foi colocada em outro 

tubo e adicionados 2 volumes de etanol e 15µL de 5M NaCl. A suspensão foi incubada por 2 horas 

a -20°C e depois centrifugada por 20 minutos a 10 000 rpm. O pellet foi lavado com etanol a 80%. 

Após, foi seco à temperatura ambiente e ressuspenso em 15µL de água milli-Q. Os DNA’s 

provenientes dos fragmentos dos tumores coletados nas cirurgias, foram extraídos a fim de evitar a 

degradação da amostra. Após as extrações, o DNA de cada amostra foi dosado utilizando o 

espectrofotômetro Nanodrop 2000 da Thermo Scientific. Após isso, todos os DNA’s foram diluídos 

numa mesma concentração (0,05 µg/µl).  

 

4.1.9 Análise da Integridade do DNA  

 O DNA extraído foi submetido à reação em cadeia pela polimerase (PCR), para confirmação da 

sua integridade e como um controle interno para confirmar a eficácia da extração e da 

amplificação do DNA, usando iniciadores para um fragmento do exon 5 do gene codificante da 

proteína p53, que amplificam um fragmento de 274 pb segundo descrito por Pestener e cols. (1994). 

Os iniciadores utilizados para amplificar o gene p53 foram: p53: 5'-GCA ACC AGC CCT GTC 

GTG TCT CCA-3’; 5'-GGA ATT CTG TTC ACT TGT GCC CTG ACT TTC AAC-3’ (TABELA 

2). Para a amplificação, 2µl de DNA tratado foram adicionados a 50µl de volume final de mistura 

de reação, contendo 1 X Tampão de PCR, dNTPS (1,25 mM cada), iniciadores (300ng cada por 

reação), 25 mM MgCl2, e 5µl/ml de Taq polimerase. A ciclagem usada para a p53 foi: Desnaturação 

inicial 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de: 95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; 

extensão final 72°C por 5 minutos. 

  

 

 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/840-329700
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TABELA 2. Sequências dos iniciadores para avaliação dos genes por MSP (Methylation Specific 

PCR), e o tamanho do produto.  

Gene Iniciador                      Senso 5’-3’ Antisenso 5’-3’ 
Tamanho 

(pb) 

P53 P53 
                 GCA ACC AGC CCT GTC                          

                 GTG TCT CCA 

GGA ATT CTG TTC ACT TGT 

GCC CTG ACT TTC AAC  
274 

 
 

   

    pb, pares de base. P53: Gene que codifica a proteína p53 

 

4.1.10 Tratamento do DNA com Bissulfito de Sódio 

Kit EZ DNA Methylation-GoldTMKit) ZymoResearch Ref: D5005 

 As amostras foram preparadas para tratamento com Bissulfito (BST) (volume total: amostra + 

H2O/PCR= 20µl).  

 Foram utilizados 5µl da amostra de DNA+15µl H2O/PCR para tumor e margem. Para as 

amostras de soro foi utilizado 20µl da amostra de DNA extraído. Para as células utilizadas como 

controle foi utilizado 1µl do DNA celular+19µl de H2O/PCR.   

 Para iniciar o tratamento com BST foram adicionados 24ml de etanol 100% para 6ml M- wash 

Buffer. Após foi preparado 1 tubo CT Conversion Reagent na hora do tratamento (10 amostras). 

Em seguida foram adicionados 900µl de H2O/PCR, e após foram adicionados 300µl M-dilution-

Buffer (tampa vermelha). Após essa etapa foram adicionados 50µl M-dissolving–Buffer. Foi feito 

Mix/vortex por 10 min. Em seguida foram adicionados 130µl do CT Conversion Reagente em cada 

amostra. As amostras foram incubadas no termociclador a 98ºC por 10 minutos, 64ºC por 2,5h, e a 

4ºC por 7 min. Foram adicionados 600µl Binding-Buffers nas colunas Zymo Spin e colocadas em 

um tubo coletor. Cada amostra foi identificada na tampa de cada coluna. As amostras foram 

colocadas nas respectivas colunas. Foram bem fechadas as tampas das colunas, e invertidos os tubos 

3x cada um.  

 Na sequência as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 30 a 60 segundos, e após foi 

descartado o líquido (tubo coletor), que passou pela coluna. Foram adicionados 100µl M-Wash-

Buffer em cada coluna e após foi centrifugado a 12.000 rpm por 30 a 60 segundos). Foram 

adicionados 200µl de M-Desulphonation buffer em cada coluna e deixado a temperatura ambiente 

(20ºC – 30ºC), de 15min a 20 min. Após a incubação, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm 

por 30 segundos a 1 min), seguido da adição de 200µl de M-Wash-Buffer em cada coluna e 

centrifugado na velocidade máxima (12.000 rpm por 30 seg e no máximo 1 min). A etapa de 

lavagem foi repetida, sendo adicionados 200µl de M-Wash-Buffer em cada coluna e os tubos 
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centrifugados a 12.000 rpm por 30 segundos a 1 min). As colunas foram colocadas em tubos 

Eppendorfs (p/ PCR 1,5ml), e adicionados 15µl de M-Elution-Buffer (no mínimo 10µl), e 

centrifugadas a 12.000 rpm por 1 min p/ eluir o DNA. 

 

4.1.11 Metilação da região promotora dos genes RB1 e CDH1  

 Para analisar o estado de metilação dos sítios CpGs da região promotora dos genes que codificam 

pRb e E-caderina, 1µg do DNA genômico de cada célula das amostras foi tratado com Bissulfito de 

sódio e depois analisado pelo método MSP (do inglês, Methylation-Specific Polymerase Chain 

Reaction). Esta técnica é baseada no princípio de que as sequências de DNA de regiões genômicas, 

metiladas e desmetiladas diferem após o tratamento com o Bissulfito de sódio, e podem, assim, 

serem distinguidas por PCR (do inglês, Polymerase Chain Reaction) sequência-específica, 

(TABELA 3).   

 Para a amplificação, 4µL de DNA tratado foram adicionados a 50µL de volume final de mistura 

de reação, contendo 1 X Tampão de PCR, dNTPS (1,25mM cada), iniciadores (300ng cada por 

reação), 1,5mM MgCl2, e 1,25 unidades de Taq polimerase. Ambas as amplificações foram 

realizadas no termociclador (Applied Biosystems 9700). Os reagentes utilizados na PCR foram da 

fabricante Promega. A polimerase utilizada para o MSP foi GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix, 

Cat. No: M7422, Promega. A ciclagem para análise do gene RB1 foi: desnaturação inicial a 96°C 

por 7 minutos; 35 ciclos de: 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; extensão 

final 72°C por 5 minutos. A ciclagem para a PCR do gene CDH1 foi: desnaturação inicial a 96°C 

por 7 minutos; 35 ciclos de: 95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; extensão 

final 72°C por 7 minutos.  

TABELA 3. Sequências dos iniciadores para avaliação dos genes RB1 e CDH1 por MSP 

(Methylation Specific PCR), e os tamanhos dos produtos.  

 pb, pares de base. RB1: Gene do retinoblastoma. CDH1: Gene E-caderina 1. M: metilado. U: não metilado.  

Gene Iniciador                      Senso 5’-3’ Antisenso 5’-3’ 
Tamanho 

(pb) 

RB1 

RBM 

GGGAGTTTCGCGGACGTGAC ACGTCGAAACACGCCCCG 

172 Sippl 

C, et al. 

2018 

RBU 

GGGAGTTTTGTGGATGTGAT ACATCAAAACACACCCCA 

172 Sippl 

C, et al. 

2018 

CDH1 

ECM 

GGTGAATTTTTAGTTAATTAGCGGTAC CATAACTAACCGAAAACGCCG 

204 

GRAFF, 

J. R, et.al, 

1997 

ECU 

GGTAGGTGAATTTTTAGTTAATTAGTGG

TA 

ACCCATAACTAACCAAAAACACC

A 

211 

GRAFF, 

J. R, et.al, 

1997 
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Os produtos amplificados por MSP foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% 

e detectados através da coloração pelo método do nitrato de prata.  

 

4.1.12 Metilação da região promotora dos genes CDKN2A e hTERT 

 Para analisar o estado de metilação dos sítios CpGs da região promotora dos genes que codificam 

P16 e hTERT, as amostras de DNA foram modificadas com bissulfito de sódio e depois analisados 

pelo método MSP (do inglês, Methylation-SpecificPolymerase Chain Reaction). Esta técnica é 

baseada no princípio de que as sequências de DNA de regiões genômicas, metiladas e desmetiladas 

diferem após o tratamento com o Bissulfito de sódio, e podem, assim, serem distinguidas por PCR 

(do inglês, Polymerase Chain Reaction) sequência-específica (TABELA 4). Para a amplificação, 

4µL de DNA tratado foram adicionados a 50µL de volume final de mistura de reação, contendo 1 

X Tampão de PCR, dNTPS (1,25mM cada), iniciadores (300ng cada por reação), 1,5mM MgCl2, e 

1,25 unidades de Taq polimerase. Ambas as amplificações foram realizadas no termociclador 

(Applied Biosystems 9700). A polimerase utilizada para o MSP foi GoTaq G2 Hot Start Green 

Master Mix, Cat. No: M7422, Promega. A ciclagem para análise do gene CDKN2A foi: 

desnaturação inicial a 96 °C por 7 minutos; 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto, 

72°C por 1 minuto; extensão final: 72°C por 7 minutos.  

 A polimerase utilizada para o MSP foi GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix, Cat. No: M7422, 

Promega. A ciclagem para análise do gene hTERT foi: Desnaturação inicial 96°C por 7 minutos; 35 

ciclos de: 95°C por 1 minuto, 62°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; Extensão final 72°C por 5 

minutos.  

TABELA 4. Sequência dos primers utilizados no PCR – MSP produtos dos genes CDKN2A e 

hTERT e os tamanhos dos produtos. 

Gene Iniciador Senso 5’-3’ Antisenso 5’-3’ 
Tamanho 

(pb) 

CDKN2A 

CDKN2A U 5’-TATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3’ 5’CAACCCCAAAC

CACAACCATAA-3’ 

151  

Rosas, 

2001 

CDKN2A M 5’-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3’ 5’-

ACCCCGAACCGCG

ACCGTAA-3’ 

150 

Rosas, 

2001 

 

hTERT  

hTERT U 5′‐GAGGTATTTCGGGAGGTTTCGC‐3′  5′‐

ACTCCGAACACCA

CGAATACCG‐3′ 

126 

Haraguchi, 

2017 

hTERT M 5′‐GGAGGTATTTTGGGAGGTTTTGT‐3′  5′CAAACTCCAAA-

CACCACAAATA-

CCA‐3′ 

121 

Haraguchi, 

2017 

  pb, pares de base. CDKN2A: Gene Inibidor de quinase dependente de ciclina 2a. hTERT: Gene Transcriptase    

  reversa da telomerase humana. M: metilado. U: não metilado.  
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4.1.13 Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 O produto amplificado da PCR foi submetido à corrida por eletroforese em gel de poliacrilamida 

na concentração de 10%. Todos os géis receberam a aplicação do padrão de DNA 100 bp ladder® 

da Invitrogen em um dos poços, e nos demais poços as amostras do produto amplificado da PCR. 

4.1.14 Coloração dos géis pelo método do nitrato de prata  

 Após a eletroforese do produto da PCR, os géis foram corados pelo método do nitrato de prata 

de acordo com o método descrito em (SILVA M M. 2013), que consiste numa etapa inicial de 

fixação do DNA onde o gel é banhado por dez minutos em uma solução de 0,8% de ácido acético 

glacial e 10% de etanol absoluto em água destilada, seguida por uma etapa de impregnação pelo 

nitrato de prata numa concentração de 0,2% em água destilada por dez minutos após a qual se lava 

com água destilada por 15 seg. para retirar o excesso de nitrato de prata, e por fim o gel é banhado 

na solução de revelação composta de NaOH a 3% e formaldeído a 0,8% em água até o nítido 

aparecimento das bandas.  

4.1.15 Análise das fotomicrografias das lâminas da Histopatologia 

 As lâminas provenientes dos cortes histológicos dos blocos parafinados das amostras das 

pacientes acompanhadas neste estudo, foram analisadas no Serviço de Anatomia Patológica do 

Hospital Universitário Clementino Fraga Filho, onde foram diagnosticados os diferentes tipos de 

carcinomas mamários apresentados. Foi elaborada uma tabela dos laudos das análises 

histopatológicas, evidenciando os tipos de carcinomas e os graus de extensão de cada caso. Foram 

realizadas as fotomicrografias dos cortes histológicos das lâminas das amostras das participantes 

deste estudo. As lâminas e os blocos analisados, foram obtidos no arquivo do Serviço de Anatomia 

Patológica do HUCFF.  

 

4.1.16 Avaliação Histopatológica e Imuno-histoquímica 

 Os tecidos mamários foram fixados em solução aquosa de formol tamponado a 10%, processados 

e incluídos em parafina, cortados com 4µm de espessura e corados pelo método da Hematoxilina e 

Eosina.  

 A Imuno-Histoquímica foi realizada no Serviço de Anatomia Patológica do Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho, onde foram avaliadas as presenças de receptores, clones e 

genes por meio dos anticorpos  monoclonais primários: Receptor antiestrogênio de coelho (Clone 

SP1, diluição 1:200, fabricante Cell Marque), Receptor antiprogesgterona de camundongo (Clone 

16, diluição 1:100, fabricante Cell Marque),  anti-Ki67 de coelho (clone SP6, diluição 1:300, 

fabricante Spring), anti-HER2 de camundongo (clone CB11, diluição 1:600, fabricante Cell 
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Marque), anti-E-caderina de coelho (clone EP700Y, diluição 1:200, fabricante Cell Marque), sendo 

o sistema de revelação pelo KIT NovolinkTM Max Polymer Detection System® (Leica Biosystem, 

New Castle/Tyne and Wear/UK, código do produto: RE7280-K). Todos os dados obtidos das 

análises histopatológicas e imuno-histoquímicas, foram confrontados com os resultados obtidos do 

painel de metilações dos genes avaliados neste estudo.  
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5. RESULTADOS            

Conforme a TABELA 5, das quinze pacientes acompanhadas, dez apresentavam idades acima de 

50 anos. Doze apresentavam estádio elevado (III ou IV). Para três participantes, a descrição do 

estádio não estava disponível nos prontuários. Onze pacientes foram submetidas à quimioterapia 

neoadjuvante.  

TABELA 5. Dados das variáveis das mulheres acompanhadas neste estudo. 

 

 

       Dados das                                                               Óbitos por                Óbitos por   

       Variáveis                                                            Câncer de Mama       Outras causas 

Total de Pacientes                            15                                 1                                1  

              Idades  

            > 50 anos                               10                                                                     

            ≤ 50 anos                                5                       

Estadiamento do Tumor 

                   III                                     5          

                   IV                                     7                                                                       

Estadiamento não informado           3                                                                         

Com início de tratamento                                            

         antes da cirurgia                       11 

(Quimioterapia Neoadjuvante)  

Sem início de tratamento                     

        antes da cirurgia                        2 

Início de tratamento não informado                                                                         

         antes da cirurgia                       2 

>: Superior a 50 anos. ≤: inferior ou igual a 50 anos. III, IV: Estadiamento do tumor. Esta tabela apresenta 

a distribuição das participantes do estudo de acordo com a faixa etária. Além disso, destaca que todas as 

mulheres foram diagnosticadas com o estádio III ou IV da doença. Onze mulheres deram início ao trata-

mento antes da cirurgia, enquanto duas mulheres não começaram a terapia pré-cirúrgica. Importante res-

saltar que ocorreram os óbitos de duas pacientes durante este estudo. 
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Conforme a TABELA 6, houve uma prevalência dos carcinomas ductais invasivos, representados 

por sete pacientes. As pacientes (5 e 6), apresentaram carcinoma lobular invasivo, e a paciente (6), 

ainda apresentou carcinoma papilar intraductal. Somente a paciente (5), teve positividade para E-

caderina. Todas as pacientes avaliadas pela imuno-histoquímica, apresentaram positividade para 

Ki67. Também foi evidenciada uma prevalência da positividade para os receptores de estrogênio e 

progesterona.     

TABELA 6. Carcinomas Ductais Invasivos, Papilar Intraductal, Lobulares Invasivos e dados das 

análises Imuno-histoquímicas. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Pacientes 

Números 

Carcinoma Ductal Invasivo de mama - Pacientes 2, 3, 4, 7, 8, 10, 14 

Carcinoma Papilar Intraductal – Paciente 6 

Carcinoma Lobular Invasivo de mama – Pacientes 5, 6 

 RE 

Positivo 

RP 

Positivo 

Ki67 

Positivo 

HER-2  

Positivo 

E-caderina  

Positivo 

  2 100% 100% 1–5% 0 0 

  3 0 0 80-90% 0 0 

  4 0 0 80-90% 0 0 

  5 Não 

avaliada                            

20–30% 20–30% Pontuação 3  

(>30%)   

Positivo 

  6 100% 90–95% (infiltrante) 

20–30% (intraductal) 

30–40% 0 0 

  7 60–70% 10–20% 5–10% 0 0 

  8 100% 100% 5–10% 0 0 

 10 100% 90–95% 50-60% Pontuação 1 

(≤10%) 

0 

 14 0 0 80-90% Pontuação 1 

(≤10%) 

0 

 

 

 

TABELA 2: Carcinomas Lobulares e Ductais Invasivos  - Relatório das análises 

Imuno-histoquímicas 

. 

 

RE: Receptor de Estrogênio.  RP: Receptor de Progesterona. HER-2: receptor 2 do fator 

de crescimento epidérmico humano. Ki-67: Marcador de Proliferação Celular. 

TABELA 5. Dados das variáveis das mulheres acompanhadas neste estudo.  

RE: Receptor de Estrogênio. RP: Receptor de Progesterona. HER: Receptor do fator 2 de crescimento 

epidérmico humano. Ki67: Marcador de proliferação celular. Podemos ver as classificações 

moleculares dos tumores que foram analisados pela Imuno-histoquimica. As análises confirmaram a 

presença positiva de receptores de estrogênio (RE), receptores de progesterona (RP), marcador de 

proliferação celular Ki67 (clone MIB-1), mutação do gene do câncer de mama, proto-oncogene Her2 

e proteína E-caderina. Todas as nove pacientes testaram positivo para o Ki67. Somente a paciente (5), 

testou positivo para E-caderina na análise pela Imuno-histoquímica. Conforme mostrado no anexo 10, 

a análise da imuno-histoquímica determinou a classificação dos subtipos de tumores das pacientes 

avaliadas sendo: luminal A (pacientes 2, 7 e 8), luminal B (pacientes 6 e 10), HER-2 (paciente 5) e 

triplo-negativo (pacientes 3, 4 e 14). 
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Na TABELA 7, podemos ver os tipos de carcinomas de mama apresentados, mantendo um 

equilíbrio na ocorrência entre ambos, porém a maioria dos casos apresentou grau 1 e 2, o qual o 

prognóstico vai de favorável até intermediário. 

 

Paciente 

Número 

Carcinoma 

Ductal 

Invasivo 

Tipo não 

Especial 

Carcinoma 

Ductal 

in situ 

Carcinoma 

Ductal  

in situ Grau 1 

sem 

Comedonecrose 

Carcinoma 

Ductal 

in situ 

Grau 2 com 

Comedonecrose 

Carcinoma 

Papilar 

Intraductal 

Carcinoma 

Lobular 

Invasivo 

2 Grau 2 Grau 1 P - - -  

3 P - - - - - 

4 Grau 3 - - - - - 

5 - - - - - P 

6 - - - - P P 

7 Grau 1 - - - - - 

8 Grau 1 Graus 1, 2 P - - - 

10 Grau 2 Grau 2 - P P - 

14 Grau 3 - - - - - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P: Positivo para os tipos de carcinomas das pacientes do estudo. Grau 1: bem diferenciado. Grau 2: moderadamente 

diferenciado. Grau 3: pouco diferenciado. -: Ausente. Podemos ver que os tipos de carcinomas apresentados foram 

diversos, mantendo um equilíbrio na ocorrência entre ambos, porém a maioria dos casos apresentou grau 1 e 2, o qual 

o prognóstico vai de favorável até intermediário. As pacientes (4 e 14), apresentaram grau 3, no qual o prognóstico é 

desfavorável. 

 

TABELA 7. Laudos das análises histopatológicas (Graus de carcinomas de mama). 
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As fotomicrografias das lâminas dos cortes histológicos das participantes deste estudo, estão 

disponibilizadas no ANEXO 5. Podemos ver as FIGURAS 16 e 17, representando alguns subtipos 

de carcinomas de mama, receptores positivos para estrogênio, progesterona e Ki67. 

 

FIGURA 16. Fotomicrografias dos cortes histológicos dos tumores de mama. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Podemos ver em A: Um carcinoma papilar intraductal. HE. B: Carcinoma papilífero intraductal com receptor 

nuclear de progesterona positivo. IHQ. C: Carcinoma papilar intraductal com núcleo Ki67 positivo. IHQ. D: 

Carcinoma papilífero intraductal com receptor nuclear de estrogênio positivo. HE: coloração hematoxilina-eosina. 

IHQ: imuno-histoquímica. As escalas correspondem a 50 μm de comprimento. 
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FIGURA 17. Fotomicrografias dos cortes histológicos dos tumores de mama. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os nossos resultados visualizados no painel de metilação (TABELA 8), mostraram que a maioria 

das pacientes apresentou metilação nas regiões tumorais para os genes analisados, compreendendo: 

100% para os genes hTERT e CDH1, e ainda a maioria para os genes RB1 e CDKN2A. As regiões 

de margens tumorais também apresentaram metilação, porém, 100% das pacientes para o gene 

hTERT e na maior parte das pacientes nos genes CDH1, RB1 e CDKN2A, o que não foi amplamente 

detectado nas amostras de DNA circulante de primeira e segunda coletas. 

Podemos ver em A: Um carcinoma ductal in situ. HE. B: carcinoma ductal in situ com receptor nuclear de 

progesterona positivo. IHQ. C: carcinoma ductal invasivo com receptor nuclear de progesterona positivo. IHQ. D: 

carcinoma ductal invasivo com receptor nuclear de estrogênio positivo. IHQ. E: ductal invasivo carcinoma com Ki67 

nuclear positivo. IHQ. F: carcinoma ductal invasivo com Ki67 nuclear positivo. IHQ. HE: coloração hematoxilina-

eosina. IHQ: imuno-histoquímica. Em A, E e F, as escalas correspondem a 50 μm de comprimento. Em B, C e D, as 

escalas correspondem a 100 μm de comprimento. 
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TABELA 8. Painel de metilação dos genes (hTERT/CDKN2a/RB1/CDH1), Regiões de tumor, tecido 

não tumoral e DNA circulante (soro), prognóstico, estadiamento, tipo de tratamento prévio e recep-

tores hormonais com marcadores para câncer de mama. 
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ID: identificação das pacientes. Cor verde: Prognóstico positivo. Cor vermelha: Prognóstico negativo. T: tumor. N: sem 

tumor. M: metilado. U: não metilado. cfDNA1: DNA circulante 1a coleta. cfDNA2: DNA circulante 2a coleta. TNM: 

estadiamento do tumor. QN: quimioterapia neoadjuvante. ND: não descrito no prontuário. RE: receptor de estrogênio. 

RP: receptor de progesterona. HER 2: Receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2. Ki67: Marcador de 

proliferação celular. E-caderina: glicoproteína membranar de adesão célular. -----: não compareceu para a segunda 

coleta de sangue. Podemos verificar nesta tabela que a metilação do CDKN2A foi detectada em treze amostras de 

tumores e doze tecidos não tumorais. As pacientes (2 e 3) apresentaram metilação de DNA circulante na primeira coleta 

de sangue. Apenas a paciente (14) apresentou metilação na segunda coleta de sangue para o CDKN2A.  

Todas as 15 pacientes apresentaram metilação do gene hTERT em células de tumores e tecido não tumoral. Cinco 

pacientes tiveram metilação do hTERT no DNA circulante da primeira coleta. Duas pacientes faleceram após a primeira 

coleta, e três não retornaram para a segunda coleta de sangue por outros motivos. Das dez pacientes que retornaram 

para a segunda coleta de sangue, três (8, 10, 14), tiveram metilação do hTERT. As pacientes (3 e 13), tiveram metilação 

do hTERT na primeira coleta, mas não apresentaram metilação na segunda. A paciente (14), teve menor metilação na 

segunda coleta do que na primeira. 

A metilação do RB1 foi detectada em onze tumores e oito tecidos não tumorais. A paciente (8) mostrou metilação para 

DNA circulante na primeira e na segunda coleta, e a paciente (14) apresentou metilação na segunda coleta para o RB1. 

A metilação do CDH1 foi detectada na região do tumor em todas as 15 pacientes e também foi encontrada no tecido 

não tumoral de nove pacientes. Duas pacientes (3 e 4), apresentaram metilação de CDH1 no DNA circulante apenas na 

primeira coleta. Apenas a paciente (8), apresentou metilação de CDH1 no DNA circulante da segunda coleta e não na 

primeira.  

 

 

 

6. DISCUSSÃO 

É de grande relevância a análise de regiões de tumor, margem tumoral, e DNA circulante, 

através da metilação do DNA, a fim de se entender melhor o desenvolvimento da neoplasia da mama 

e a sua regulação.  

Trabalhamos com a hipótese de que os genes supressores de tumor (hTERT, CDKN2A, RB1 e 

CDH1), apresentariam variações relevantes nos fragmentos de tumor, margem tumoral e DNA 

circulante, através da detecção da metilação do DNA, evidenciando alterações epigenéticas 

relacionadas a progressão do carcinoma de mama. Fizemos uma correlação do perfil de metilação 

observado, com os dados clínicos e demográficos das participantes do estudo, relacionando-os ainda 

com as expressões dos receptores hormonais e Ki67, através de análise imuno-histoquímica. 

Podemos verificar tais associações na TABELA 8, destacando ainda, a grande heterogeneidade 

tumoral, e uma diferença na expressão dos genes em cada caso específico. 

Todos os objetivos deste estudo foram contemplados, através da detecção da metilação dos 

genes analisados (hTERT, RB1, CDKN2A e CDH1), que atuam na supressão tumoral, possibilitando 
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o acompanhamento das pacientes analisadas, desde o dia da cirurgia até um ano após as 

mastectomias, assim como o confrontamento do painel de metilação proposto, com as análises 

prospectivas através da imuno-histoquímica dos materiais de nove das quinze participantes do 

estudo, que tiveram a avaliação da presença de receptores de estrogênio, progesterona, do marcador 

de índice de proliferação celular Ki67, HER-2 e E-caderina, o que pode ser visto na TABELA 8.  

Após análise das colunas da TABELA 8, podemos ver uma homogeneidade de 100% nos 

estádios relatados da doença nos prontuários, estando todos avançados. Curiosamente, também 

verificamos 100% de positividade para Ki67 (fator de proliferação celular), sabendo que quanto 

maior a proliferação celular, maior é a gravidade do tumor, e a maioria das mulheres apresentou 

idade acima de 50 anos. Tal fato é sugestivo, de uma associação entre a alta proliferação celular, 

com os estádios avançados, indo de encontro com a descrição de Jogie, et al. (2023), que mostraram 

uma associação do Ki67 com altos graus de tumor, idade avançada, e ainda uma alta expressão do 

Ki67 em carcinoma de mama triplo-negativo, e positividade do HER2, enquanto o subtipo luminal 

A apresentou o menor número de casos. Os nossos resultados divergem dos estudos de Jogie, et al. 

(2023), na questão da positividade do HER2, pois, somente a paciente (5), apresentou esse subtipo 

de tumor, e ainda houve um equilíbrio entre o subtipo luminal A e triplo-negativo, com três casos 

para cada um desses subtipos.  

Nossos achados visualizados no painel de metilação (TABELA 8), mostraram que a maioria das 

pacientes apresentou metilação nas regiões tumorais para os genes analisados, compreendendo: 

100% para os genes hTERT e CDH1, e ainda a maioria para os genes RB1 e CDKN2A. As regiões 

de margens tumorais também apresentaram metilação, porém, 100% das pacientes para o gene 

hTERT, e na maior parte das pacientes nos genes CDH1, RB1 e CDKN2A, o que não foi amplamente 

detectado nas amostras de DNA circulante de primeira e segunda coletas. A metilação dos genes 

CDH1, RB1 e CDKN2A, nas regiões de tumor e margem na maioria dos casos, apresenta um 

prognóstico negativo as pacientes. Conforme Marczynski, et al. (2020), o DNA tumoral circulante, 

faz parte do DNA livre de células, e compreende pequenos fragmentos de DNA (160 – 180 pares 

de bases), sendo originado dos processos de morte celular, incluindo necrose, apoptose e secreções 

celulares. A concentração do DNA circulante é menor em indivíduos saudáveis, todavia, ocorre o 

aumento em casos de inflamação, exercício, lesão tecidual e pacientes com câncer 

(MARCZYNSKI, et al., 2020). O fato da metilação negativa na maioria das amostras de DNA 

circulante analisadas, pode ser devido a uma possível resposta terapêutica favorável na maioria dos 

casos, o que é esperado no caso da eficácia do tratamento, no qual as proteínas que são produtos 

dos genes supressores tumorais, têm a detecção diminuída ou eliminada no DNA circulante. 

https://www.nature.com/articles/s41598-020-75792-1#auth-Gabriella_Taques-Marczynski-Aff1
https://www.nature.com/articles/s41598-020-75792-1#auth-Gabriella_Taques-Marczynski-Aff1
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A inibição da E-caderina tem relação com o aumento da agressividade dos tumores de mama 

LIU, et al., (2016), sendo tal fato uma característica dos carcinomas lobulares in situ e invasivos de 

mama, porém o carcinoma lobular invasivo apresenta uma desregulação da adesão célula-célula, 

ocasionada principalmente pela falta da expressão da E-caderina, o que difere da maioria dos 

carcinomas ductais invasivos, que apresentam forte expressão membranar de E-caderina 

(ALEXANDER, et al., 2022). Os nossos resultados estão em concordância com as descrições acima, 

pois de todas as pacientes com carcinomas de mama, somente duas pacientes (5 e 6), apresentaram 

carcinoma lobular invasivo, e reforçando a baixa expressão da E-caderina em carcinoma in situ e 

invasivo, somente a paciente (5), teve detectada a metilação para esta proteína.    

Três pacientes (2, 7 e 8), foram diagnosticadas com carcinoma do subtipo Luminal A, 

caracterizado por positividade forte para RE e RP, negatividade para HER-2 e positividade fraca 

para Ki67 (<10%) (TABELA 11). Este subtipo está associado a neoplasias menos agressivas 

biologicamente e é responsivo à terapia antiestrogênica, reduzindo o risco de recorrência em cerca 

de 50% (VICENTE, L, W. et al., 2021). Todavia, ao longo do tempo, as células neoplásicas podem 

desenvolver resistência a essa terapia devido a mutações nos genes dos receptores de estrogênio, o 

que pode interferir na ação de medicamentos antiestrogênicos, como o tamoxifeno, favorecendo a 

progressão do câncer (SANTO, I. De. et al., 2019; VICENTE, L, W. et al., 2021).  

As pacientes (três, quatro e quatorze) foram diagnosticadas com o subtipo triplo-negativo, 

caracterizado por Ki67+ elevado (80-90%) devido ao alto grau de proliferação das células 

neoplásicas, observado na TABELA 6. Tal fato vai de encontro com as afirmações de 

(DERAKHSHAN & REIS-FILHO, 2022), mostrando que este subtipo está associado a neoplasias 

de alto grau histopatológico, apresentando geralmente uma baixa resposta curativa, após a 

quimioterapia neoadjuvante, se justificando pelo alto grau tumoral apresentado nas pacientes 

mencionadas acima.  

 A paciente (5) com carcinoma lobular infiltrante foi positiva para HER-2 em análise imuno-

histoquímica, como observado na TABELA 6, apresentando metilação do CDH1 apenas na região 

tumoral, observado na TABELA 8. Todavia, a metilação negativa do gene CDH1 na região de 

margem tumoral e DNA circulante de primeira e segunda coletas, mantém a atividade da proteína 

E-caderina, apresentando um prognóstico favorável neste caso específico, pois conforme LIU, et al. 

(2016), a E-caderina atua diretamente na supressão de tumores, mas com a sua inibição, ocorre um 

maior aumento da agressividade no tumor da mama. 

Nossos resultados mostraram que todas as pacientes tinham carcinoma de mama em estádio III 

ou IV durante este estudo, com uma frequência notável de tumores no quadrante superior da mama. 

Shah et al. (2022), enfatizaram um aumento no risco de gravidade do carcinoma de mama com base 
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na localização do tumor. No entanto, devido às limitações no recrutamento das pacientes desse 

estudo, não podemos afirmar com exatidão, as descrições do estudo de Shah et al. (2022), sendo 

necessárias investigações adicionais com um número maior de pacientes. Porém, nosso estudo 

demonstrou uma heterogeneidade tumoral e verificou o estado específico de metilação para cada 

paciente, destacando um perfil de metilação diferente para cada caso, nas regiões de tumorais, 

margem tumoral e DNA circulante. 

Conforme a literatura, as alterações na metilação do DNA são eventos precoces na tumorigênese 

(GAO, et al., 2022). Um estudo mostrou que alterações na metilação foram detectadas no plasma 

quatro anos antes de um diagnóstico clínico (CHEN, et al., 2020). Os nossos achados mostraram 

uma hipermetilação do hTERT no tumor e margem tumoral de todas as pacientes, sendo muito 

semelhante ao que foi relatado por Masood, et al. (2016), que constatou que 94% dos carcinomas 

de mama investigados apresentaram hipermetilação duas vezes ou mais em comparação com o 

tecido mamário normal. Em contrapartida, apenas cinco das quinze pacientes apresentaram 

metilação do gene hTERT no DNA circulante. Tal fato pode indicar neste caso, que o prognóstico 

é favorável, onde a metilação do gene hTERT ocasiona o silenciamento deste gene, inibindo a 

replicação dos telômeros, e diminuindo a propagação de células cancerígenas. Além disso, duas 

pacientes (3 e 13) apresentaram metilação na primeira coleta de sangue, mas não apresentaram na 

segunda, o que pode indicar uma possível recidiva da doença devido à reativação do gene hTERT 

não metilado. A paciente 14 apresentou metilação na primeira e segunda coleta de DNA circulante, 

sugerindo um prognóstico favorável a esta paciente, embora, segundo Apolónio et al., (2022), 

apesar da metilação do gene hTERT apresentar um prognóstico favorável de uma forma abrangente, 

existe uma região promotora do gene hTERT denominada Região Oncológica Hipermetilada 

(THOR), onde a hipermetilação desta região favorece o desenvolvimento de novos tumores, devido 

à ativação do gene hTERT, de modo a ocorrer a síntese da telomerase, se tornando um prognóstico 

negativo para as pacientes. Neste trabalho foram utilizados iniciadores específicos para a metilação 

da região THOR.  

  Nossos achados destacaram que entre as quinze pacientes estudadas, onze exibiram metilação 

positiva na região promotora do gene RB1 dentro da área do tumor, com oito mostrando metilação 

em margem tumoral, exibindo um perfil negativo com relação ao prognóstico. Curiosamente, a 

metilação do gene RB1 foi detectada apenas no DNA circulante da primeira e segunda coleta na 

paciente (8). A presença de metilação do gene RB1 na margem tumoral de oito pacientes sugere 

uma potencial associação com migração de células neoplásicas ou células normais geneticamente 

modificadas, conforme Lepomaki et al. (2022), possivelmente indicando uma região de 

cancerização, sugerindo um prognóstico mais favorável da doença para esses casos em particular.      

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lepom%C3%A4ki%20M%5BAuthor%5D
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A perda da Rb na paciente (5), que apresentou subtipo de tumor HER2, pode estar associada a 

descrição de LESER et al., (2022), que relata que a desregulação da ciclina D1, está associada à 

positividade do HER2 no carcinoma de mama, porém sem a perda da Rb geralmente. Neste caso 

específico, a metilação da Rb só foi detectada na região tumoral, o qual é sugestivo da perda da Rb 

nas amostras de margem tumoral e DNA circulante. 

 As pacientes (3, 4 e 14), apresentaram subtipo tumoral triplo-negativo, porém as pacientes (3 e 

4), não apresentaram metilação nas amostras de margem tumoral e DNA circulante de primeira e 

segunda coletas, reforçando LESER et al., (2022), onde de forma contrária a HER2, a desregulação 

da via ocorre primordialmente pela perda da Rb em câncer de mama triplo-negativo, estando a perda 

da Rb associada a uma resposta favorável à quimioterapia (LESER et al., 2022).  

Além disso, a paciente (14) não exibiu metilação de RB1 na primeira coleta de DNA circulante, 

mas exibiu metilação na segunda coleta. Essa alteração pode significar uma possível progressão da 

doença (WITKIEWICZ, et al., 2018). Tais percepções lançam luz sobre a complexa interação entre 

a metilação de RB1 e a progressão do câncer, sugerindo a necessidade de mais investigações para 

desvendar os mecanismos subjacentes e possíveis implicações terapêuticas. 

As pacientes (3, 4 e 14), apresentaram o subtipo de câncer de mama triplo-negativo (CMTN), 

conhecido por sua alta agressividade. Notavelmente, a paciente (14) apresentou metilação positiva 

para CDKN2A na segunda coleta de DNA circulante, indicando uma possível progressão do câncer. 

Esse achado sugere um prognóstico desfavorável para essa paciente. Em contraste, Cheng et al. 

(2022), sugeriram que pacientes com CMTN com alta expressão de CDKN2A podem se beneficiar 

da imunoterapia devido à maior imunogenicidade. 

Em nossos achados, treze pacientes apresentaram metilação do gene CDKN2A na região tumoral 

e doze pacientes mostraram metilação do CDKN2A em regiões de margens tumorais. Isso sugere 

que a presença de metilação do CDKN2A em margens tumorais, em doze das quinze pacientes, pode 

estar relacionada a infiltrados de células neoplásicas ou células não neoplásicas geneticamente 

alteradas, pois, conforme Lepomaki et al. (2022), as margens envolvidas aumentam o risco de 

recorrência local e necessitam de uma reoperação, no caso de uma maior proximidade do tumor.  

Notavelmente, a metilação do CDKN2A foi positiva apenas nas pacientes (2 e 3) na primeira 

coleta de DNA circulante e na paciente (14) na segunda coleta. Apesar de Vietri et al. (2021), 

relatarem que a metilação da região promotora de um gene reduz a expressão do gene devido à 

ligação de proteínas internas a grupos metilados, sem recrutar proteínas de ativação, cada gene tem 

a sua regulação específica conforme o seu estado de metilação. 

Nosso estudo contribuiu devido ao seu desenho longitudinal único dado pelo acompanhamento 

do perfil de metilação dos genes analisados nas mesmas pacientes em dois momentos distintos, 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lepom%C3%A4ki%20M%5BAuthor%5D
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durante a cirurgia e um ano após a mastectomia. Essa abordagem nos permitiu observar mudanças 

dinâmicas no estado da metilação destes genes e suas implicações na progressão da doença. Estudos 

longitudinais desse tipo não são amplamente vistos na literatura, portanto nossa pesquisa oferece 

um ponto de partida valioso para investigações futuras nessa área, reforçando o que foi apresentado 

em Schwarzenbach & Pantel (2015), sugerindo que o painel de metilação no DNA circulante tem o 

potencial de orientar ao clínico uma terapia personalizada. 

Embora tenha sido baixa a detecção dos genes analisados através do DNA circulante, neste 

estudo, duas participantes, apresentaram a expressão destes genes no DNA circulante mesmo um 

ano após a cirurgia, indicando que é possível monitorar o estado da metilação, não apenas em uma 

área específica como a região de tumor ou margem tumoral. Conforme Wang, et al., (2023), 

pacientes com câncer de mama apresentam uma tendência de os fragmentos de DNA circulante 

livre, originários de regiões hipometiladas serem significativamente menores do que em pessoas 

saudáveis, devido a possibilidade da digestão excessiva do DNA associado ao nucleossomo. A 

diminuição da metilação nos glóbulos brancos em pacientes com câncer de mama pode 

comprometer seriamente a digestão da nuclease, o que causa o comprometimento da estabilidade e 

a integridade da cromatina. Há um encurtamento dos fragmentos de DNA circulante livre 

provenientes do câncer, quando comparados com os não derivados do câncer, o que resulta em 

distribuição anômala de tamanhos em pacientes com câncer. Segundo Wang, et al., (2023), o perfil 

de fragmentação do DNA circulante livre atinge 70% de sensibilidade e 95% de especificidade em 

todo genoma, apresentando um perfil como biomarcador eficaz no diagnóstico do câncer de mama. 

Quanto às dificuldades enfrentadas ao longo deste estudo, é relevante destacar que o 

recrutamento das pacientes foi adversamente impactado durante o período da pandemia. Durante 

esse período desafiador, apenas quinze pacientes puderam ser recrutadas pela significativa redução 

no número de cirurgias. Essa limitação justifica a ausência de uma análise estatística abrangente 

neste estudo. Embora não possamos extrapolar nossos achados para um tamanho amostral mais 

amplo, enfatizamos a relevância das comparações efetuadas dentro deste grupo analisado. Estas 

comparações fornecem uma base fundamental para futuros estudos que poderão explorar as análises 

baseadas no DNA circulante.  
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7. CONCLUSÕES 

      Em concordância com os objetivos deste estudo, a avaliação da detecção da metilação dos genes 

CDKN2A, RB1 e CDH1 e hTERT, evidenciou a hipometilação global e a hipermetilação dos genes 

supressores de tumor analisados, com destaque para a complexidade do envolvimento dos fatores 

epigenéticos no câncer de mama avançado. 

      O monitoramento das participantes do estudo desde o dia da cirurgia até um ano após a 

mastectomia através do painel de metilação, juntamente com a correlação dos dados clínicos, 

demográficos e da expressão de receptores hormonais, Ki67, HER-2, observados nos objetivos do 

estudo, mostraram a influência de diversos fatores envolvidos no prognóstico do câncer de mama, 

ressaltando a metilação, estádio da doença, tipo de tumor, presença de receptores hormonais, 

expressão de HER-2, índice de proliferação celular Ki67, idade, saúde geral e resposta ao 

tratamento. Os achados deste estudo são relevantes, contribuindo para um melhor entendimento da 

epigenética do câncer de mama avançado, ressaltando a importância de tratamentos personalizados.  

       A heterogeneidade tumoral foi demonstrada nos subtipos de tumores, luminal A, luminal B, 

HER-2 e triplo-negativo, com destaque, para a importância de uma conduta individualizada, quanto 

ao prognóstico e possíveis terapias para o câncer de mama. 

      Os genes hTERT, CDKN2A, RB1 e CDH1, aparecem como potenciais marcadores moleculares, 

para a detecção do câncer de mama, todavia, perspectivas futuras incluem estudos com um “N” 

amostral maior, associando o painel de metilação a marcadores moleculares, utilizando o DNA 

circulante como um possível fator diferencial no diagnóstico.  
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CONTINUAÇÃO ANEXO 1 
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CONTINUAÇÃO ANEXO 1 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



76 
 

    

CONTINUAÇÃO ANEXO 1 
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CONTINUAÇÃO ANEXO 1 
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ANEXO 2 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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CONTINUAÇÃO ANEXO 2 
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CONTINUAÇÃO ANEXO 2 
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CONTINUAÇÃO ANEXO 2 
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CONTINUAÇÃO ANEXO 2 

 



83 
 

    

ANEXO 3 

 

 

Fotos de fragmentos de tumores e margens com datas das cirurgias e                ordem de 

pacientes 

Fragmento tumor dia: 28/11/2018 (paciente: 5) Fragmento margem dia: 28/11/2018 (paciente: 5) 

 

  
 

Fragmento tumor dia: 05/12/2018 (paciente: 6) Fragmento margem dia: 05/12/2018 (paciente: 6) 
 

Fragmento tumor dia: 10/12/2018 (paciente: 7) Fragmento margem dia: 10/12/2018 (paciente: 7) 
 

Fragmento tumor dia: 18/02/2019 (paciente:8) Fragmento margem dia: 18/02/2019 (paciente: 8) 
 

Fragmento tumor dia: 03/04/2019 (paciente: 9) Fragmento margem dia: 03/04/2019 (paciente: 9) 
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CONTINUAÇÃO ANEXO 3 

 

Fotos de fragmentos de tumores e margens com datas das cirurgias e 

ordem de pacientes 

Fragmento tumor dia: 15/05/2019 (paciente: 10) Fragmento margem dia: 15/05/2019 (paciente:10) 

 

  
 

Fragmento tumor dia: 12/02/2020 (paciente: 11) Fragmento margem dia: 12/02/2020 (paciente:11) 
 

Fragmento tumor dia: 03/08/2020 (paciente: 12) Fragmento margem dia: 03/08/2020 (paciente:12) 
 

Fragmento tumor dia: 12/08/2020 (paciente: 13) Fragmento margem dia: 12/08/2020 (paciente:13) 
 

Fragmento tumor dia: 02/06/2021 (paciente: 14) Fragmento margem dia: 02/06/2021 (paciente:14) 
 

Fragmento tumor dia: 05/07/2021 (paciente: 15) Fragmento margem dia: 05/07/2021 (paciente:15) 
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ANEXO 4  

RESULTADOS DA ELETROFORESE DA METILAÇÃO DOS GENES CDKN2A, 

hTERT, RB1 e CDH1) 

CDKN2a, hTERT, RB1 e CDH1 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado pela prata 
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CONTINUAÇÃO ANEXO 4  

RESULTADOS DA ELETROFORESE DA METILAÇÃO DOS GENES CDKN2A, 

hTERT, RB1 e CDH1) 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado pela prata 
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FOTOMICROGRAFIAS DAS LÂMINAS DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA 

             

 

 

 

            

   

 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

  

 

ANEXO 5 

Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 100x. 

Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x. 

 

Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante. RE+ 

(receptor de estrogênio), IHQ, 100x.  

Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante. RE+ 

(receptor de estrogênio), IHQ, 200x.  

Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante. RP+ 

(receptor de progesterona), IHQ, 100x.  

Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante. RP+ 

(receptor de progesterona), IHQ, 200x.   
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CONTINUAÇÃO ANEXO 5 

             

 

 

            

 

 

 

            

 

 

 

          

 

 

Paciente 3: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 100x.   

Paciente 3: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x.   

Paciente 3: Carcinoma Ductal Infiltrante. Ki 67+ 

(marcador de câncer de mama usado na 

Imuno-histoquímica), IHQ, 100x.  

Paciente 3: Carcinoma Ductal Infiltrante. Ki 67+ 

(marcador de câncer de mama usado na 

Imuno-histoquímica), IHQ, 200x.  

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 100x.  

  

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x.     

 

  

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 100x.    

   

  

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x.    
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CONTINUAÇÃO ANEXO 5 

 

 

 

 

 

          

 

 

 

 

        

  

 

 

 

 

 

 

 

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x.  

   

  

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante. Ki 67+, 

IHQ, 100x.  

 

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante. Ki 67+ 

IHQ, 200x.    

 

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante.  

(Hematoxilina-Eosina), 100x.  

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante.  

(Hematoxilina-Eosina), 200x.  
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CONTINUAÇÃO ANEXO 5 

   

 

 

             

  

 

 

 

         

 

 

           

 

 

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante.  

(Hematoxilina-Eosina), 400x.  

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante.  Ki 

67+ IHQ, 100x.  

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante.  Ki 67+ 

IHQ, 200x.  

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante. RP+ 

(receptor de progesterona), IH, 100x. 

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante. RP+ 

(receptor de progesterona), IH, 200x.  

Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal. 

(Hematoxilina-Eosina), 25x.  

Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal 

(Hematoxilina-Eosina), 100x.  
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CONTINUAÇÃO ANEXO 5 

            

 

 

    

              

  

 

 

 

     

 

 

         

 

Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal.  

(Hematoxilina-Eosina), 200x.     

Paciente 6: Carcinoma Papilar DuctalRP+ 

(receptor de Progesterona), IH, 200x. 

Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal. Ki 67+, 

IH, 100x.  

Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal. Ki 67+, 

IHQ, 200x.  

Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal. RE+ 

(receptor de Estrogênio), IHQ, 100x. 

Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal. RE+ 

(receptor de Estrogênio), IHQ, 200x.  

Paciente 7: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 100x. 

Paciente 7: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x.    
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CONTINUAÇÃO ANEXO 5 

           

 

 

          

 

 

         

 

 

         

 

 

 

Paciente 7: Carcinoma Ductal Infiltrante. RP+ 

(receptor de Progesterona, IHQ, 200x. 

Paciente 7: Carcinoma Ductal Infiltrante. RE+ 

(receptor de Estrogênio), IHQ, 200x 

Paciente 10: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 100x. 

Paciente 10: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x. 

Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ 2. 

(Hematoxilina-Eosina), 100x. 

Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ 2. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x. 

Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ 3. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x. 

Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ. 

(Hematoxilina-Eosina), 100x. 
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CONTINUAÇÃO ANEXO 5 

         

 

 

           

 

 

         

 

 

         

 

 

 

Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x  

Paciente 10: Carcinoma Papilar Intraductal. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x. 

Paciente 10: Carcinoma Papilar Intraductal. 

(Hematoxilina-Eosina), 100x. 

Paciente 10: Carcinoma Ductal Infiltrante. RP+ 

(receptor de Progesterona), IHQ, 100x. 

Paciente 10: Carcinoma Ductal Infiltrante. RP+ 

(receptor de Progesterona), IHQ, 200x.  

Paciente 10: Carcinoma Ductal Infiltrante. RE+ 

(receptor de Estrogênio), IHQ, 100x.  

Paciente 10: Carcinoma Papilar IntraDuctal. RE+ 

(receptor de Estrogênio), IHQ, 200x.  
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CONTINUAÇÃO ANEXO 5 

 

          

 

 

  

          

 

 

           

 

 

         

 

Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ. Ki 67+ 

IHQ, 100x.  

 

 

  

Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ. Ki 67+, 

IHQ, 200x.  

Paciente 10:  Carcinoma Ductal In Situ. RP+ 

(receptor de Progesterona), IHQ, 100x.  

Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ. RP+ 

(receptor de Progesterona), IHQ, 200x.  

Paciente 14: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 100x. 

Paciente 14: Carcinoma Ductal Infiltrante. 

(Hematoxilina-Eosina), 200x. 

Paciente 14: Carcinoma Ductal Infiltrante. Ki 67+, 

IHQ, 100x.  

Paciente 14: Carcinoma Ductal Infiltrante. Ki 67+, 

IHQ, 200x.   
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ANEXO 6   

TABELA 9. DADOS CLÍNICOS DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA 

Paciente Idade Cor Sexo Tratamento 

antes da 

cirurgia 

Região do tumor Estadiamento 

da doença 

1 53 Branca F Quimioterapia 

Neoadjuvante 

ME/Quadrante superior T4 b n2 Mx 

2 73 Branca F SD MD/Quadrantes 

externos superior 

E inferior 

SD 

3 50 Branca F Quimioterapia 

Neoadjuvante 

 

ME/Quadrantes 

Superior e inferior 

SD 

4 44 Branca F Quimioterapia 

Neoadjuvante 

 

ME/Nódulos 

1 Cm aderidos aos 

planos profundos 

T3 No Mo 

5 49 Branca F Quimioterapia 

Neoadjuvante 

 

MD/aderidos 

aos planos profundos 

Quadrante superior 

Esquerdo 

CT3 C N2 

CMo 

6 59 Branca F Quimioterapia 

Neoadjuvante 

MD T4 No Mx 

7 44 Branca F Quimioterapia 

Neoadjuvante 

MD/Porção 

Central 

T4 B N1 Mx 

8 49 Branca F Quimioterapia 

Neoadjuvante 

ME T3 N1 Mx 

9 78 Negra F SD ME SD 

10 57 Parda F Sem 

tratamento 

Prévio 

MD T4 No Mx 

11 57 Branca F Quimioterapia 

Neoadjuvante 

ME T4 N1 Mx 

12 56 Branca F Quimioterapia 

Neoadjuvante 

ME T4 B N0 

13 59 Branca F Quimioterapia ME T3 N1 M0 

14 54 Branca F Sem 

tratamento 

prévio 

ME/ Terço posterior T4b N2 Mx 

15 69 Branca F Quimioterapia 

neoadjuvante 

MD Quadrantes 

Superior e 

inferior 

T3 N0 M0 

 

 

TABELA 9. Dados dos prontuários das participantes da pesquisa. MD: Mama direita, ME: Mama 

esquerda, SD: Sem descrição no prontuário.  
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ANEXO 7 

 TABELA 10. DADOS DE REGISTRO DAS AMOSTRAS DAS PARTICIPANTES DA 

PESQUISA 

 

 

 

Siglas  
 

T=tumor ST= sem tumor S=soro S+LYS 

Paciente Data cirurgia DNA n. Paciente 2a coleta Data (2a coleta) DNA n. 

      

1 29/10/2018 1 T Óbito 
 

---------- 
 

---------- 
 

  2 ST    
  3 S    
  3 S+LYS    

2 31/10/2018 4 T                Óbito           ----------      ---------- 
   5 ST    
  6 S    
  6 S + LYS    

3 07/11/2018 7 T      3 (2ª coleta)               06/09/2022 9 S 

  8 ST   9 S+LYS 

  9 S    
  9 S+LYS    

4 21/11/2018 10 T     4 (2ª coleta) 14/09/2022 12 S 

  11 ST   12 S+LYS 

  12 S    
  12 S+LYS    

5 28/11/2018 13 T                         5 (2ª coleta)          05/08/2022 15 S 

  14 ST   15 S+LYS 

  15 S    
  15 S+LYS    

6 05/12/2018 16 T      6 (2ª coleta) 05/08/2022 18 S 
  17 ST   18 S+LYS  
  18 S    
  18 S+LYS     

7 10/12/2018 19 T              ----------         ----------   ----------     
  20 ST    
  21 S    
  21 S+LYS    

8 18/02/2019 22 T      8 (2a coleta) 16/06/2021 24 S 

  23 ST   24 S+LYS 

  24 S    
  24 S+LYS    

9 03/04/2019 25 T              ----------         ----------    ---------- 
  26 ST    
  27 S    
  27 S+LYS    

10 15/05/2019 28 T      10 (2ª coleta) 16/08/2022 30 S 
  29 ST   30 S+LYS 
  30 S    
  30 S+LYS    

11 12/02/2020 31 T               ----------         ----------                           ----------    
  32 ST    
  33 S    
  33 S+LYS    

12 03/08/2020 34 T      12 (2ª coleta) 13/07/2021 36 S 

  35 ST   36 S+LYS 

  36 S    
  36 S+LYS    

13 12/08/2020 37 T                    13 (2ª coleta)                         05/07/2022      39S 

  38 ST   39 S+LYS 

  39 S    
  39 S+LYS    

14 02/06/2021 40 T                    14 (2ª coleta)                       05/07/2022                 42 S 

 
 

 41 ST                            42 S+LYS 

  42 S    
  42 S+LYS    

15 05/07/2021 43 T     15 (2ª coleta) 16/08/2022 42 S  
  44 ST   45 S+LYS 
  45 S+LYS    

 
TABELA 10. Dados de registro das amostras das pacientes. T: tumor. ST: Sem tumor (região 

não tumoral). S: Soro. S+LYS: DNA extraído do soro utilizando o tampão de lise do kit. Ponti-

lhado: Pacientes que não compareceram para a segunda coleta para obtenção de DNA. 
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ANEXO 8 

PERCENTAGEM DE CIRURGIAS DE CÂNCER DE MAMA POR FAIXA ETÁRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 9  

PERCENTAGEM DE CIRURGIA DAS PARTICIPANTES DO ESTUDO CONFORME 

RAÇA/COR 

 

Percentagem de cirurgias de mama das participantes do estudo conforme raça/cor 

 

FIG.23. Percentagem e total de cirurgias de mama conforme raça/cor realizada no 

projeto até o momento. 

Percentagem de cirurgias de mama por faixas etárias realizadas nas participantes do projeto. 
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Após a avaliação dos dados sociodemográficos das participantes deste estudo, foram feitos os 

gráficos disponibilizados nos anexos 8 e 9, no qual eles mostram o percentual de cirurgias de 

mama por faixa etária e por raça/cor, o que foi relevante para a escrita do artigo de revisão sob 

título “Ethnic disparities and breast cancer staging in Brazilian women”, o qual foi submetido 

para uma revista, e após sugestões, o mesmo está sendo ajustado para a submissão para outra 

revista. 

 

 

ANEXO 10 

TABELA 11. CLASSIFICAÇÃO MOLECULAR BASEADA NA IMUNO-

HISTOQUÍMICA 

 

SUBTIPO  

PACIENTES 

RE RP (HER-2) Ki67 

  

LUMINAL 

A  

 

 

2, 7, 8,  

FORTEMENTE 

POSITIVO 

FORTEMENTE 

POSITIVO 

NEGATVO BAIXO (< 10%) 

  

LUMINAL 

B  

 

 

6, 10 

POSITIVO POSITIVO OU 

NEGATIVO 

NEGATVO ALTO (> 10%) 

  

HER-2  

 

 

5 

POSITIVO OU 

NEGATIVO 

POSITIVO OU 

NEGATIVO 

POSITIVO ALTO OU 

BAIXO 

 

 

TRIPLO 

NEGATIVO 

 

 

3, 4, 14 

 

 

NEGATIVO 

 

 

NEGATIVO 

 

 

NEGATVO 

 

 

GERALMENTE  

ELEVADO 

 

   Tabela 11. Classificação molecular baseada na Imuno-histoquímica. RE: Receptor de Estrogênio. RP: Receptor de    

   Progesterona. HER-2: Receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano. Ki67: Marcador de proliferação    

   celular.  
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ANEXO 11 

 

Artigos submetidos! 

 

      11.1        hTERT gene methylation in circulating DNA, tumor, and surrounding tissue   

                     in breast cancer: a prospective study 

 

      11.2         CDH1 (Cadherin-1) gene methylation and the expression of E-cadherin,   

                      hormone receptors, HER-2 and Ki67 in breast cancer 

 

      11.3         CDKN2A and RB1 gene methylation in breast cancer  
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Original article 
5 
6 hTERT gene methylation in circulating DNA, tumor, and surrounding tissue in breast 
7 

8 cancer: a prospective study 
9 

10 
ABSTRACT 

12 BACKGROUND: The human telomerase reverse transcriptase (hTERT) enzyme, encoded 
13 
14 by the hTERT gene, plays a fundamental role in cancer formation. The hTERT gene 
15 

16 methylation has an upregulatory effect, increasing hTERT enzyme synthesis and allowing 

17 continuity of tumoral cellular division. 

19 OBJECTIVE: To analyze the methylation status of hTERT in the tumor, surrounding 
20 

21 tissue, circulating free DNA (cfDNA) of blood collected on the day of mastectomy, and 

22 cfDNA of blood collected around one year after. 
24 DESIGN AND SETTING: A prospective study conducted at a university hospital in Rio 
25 
26 de Janeiro, Brazil. 
27 

28 METHODS: Samples were collected from 15 women with breast cancer on the day of 

29 their mastectomy and around one year after. Analysis of DNA was accomplished by 

31 Sodium bisulfite conversion, followed by polymerase chain reaction, electrophoresis, and 
32 

33 silver nitrate staining. 
34 

35 RESULTS: Methylation of hTERT was detected in the tumor and surrounding tissue of all 

36 15 patients. Five patients had hTERT methylation in cfDNA of the blood from the first 

38 collection. Of the ten patients who returned for the second collection, three had 
39 

40 methylation. Two patients with methylation in the first collection did not present it in the 

41 second. One patient who had no methylation in the first collection showed it in the second, 
43 and one patient had the level of methylation diminished in the second collection. 
44 
45 CONCLUSION: The analysis of hTERT methylation in cfDNA may be helpful in the 
46 

47 follow-up of patients with breast cancer and the evaluation of response to treatment. 
48 
49 KEYWORDS (MeSH terms): Cell-Free Nucleic Acids, Telomerase, Methylation, Breast 
50 
51 Neoplasms, Liquid Biopsy. 
52 

53 AUTHORS’ KEYWORDS: hTERT, Epigenomics, Early Diagnosis. 
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INTRODUCTION 
5 
6 Telomeres are repetitive deoxyribonucleic acid (DNA) sequences found at the end of 
7 

8 chromosomes that protect them from degradation and ensure stability. In each round of 

9 normal cellular division, the telomeres shorten, leading to cellular senescence and death 

11 when they are critically shortened.1,2 The human telomerase reverse transcriptase (hTERT) 
12 
13 is the enzyme that synthesizes telomeric DNA sequences.3 The hTERT enzyme is encoded 
14 

15 by the hTERT gene and contains a protein component and an ribonucleic acid (RNA) 

16 component.2   Normal postnatal somatic cells do not express the hTERT gene. On the 

18 contrary, its expression is elevated in stem, germ, and cancer cells.4 The expression of 
19 

20 hTERT in cancer cells allows the continuity of tumoral cellular division, maintaining 

21 telomeres length and inactivating apoptosis. Various mechanisms enhance the regulation 
23 of hTERT in tumors, including amplifications, structural changes, mutations, and epigenetic 
24 
25 changes such as methylation of the gene promoter region.5 Epigenetic changes are DNA 
26 

27 modifications, such as methylation, that do not alter the base sequence but may affect DNA 

28 expression. Methylation consists of the addition of a methyl group (CH3) to the cytosine 

30 base of cytosine-guanine (CpG) dinucleotides.5 

31 

32 Circulating cell-free DNA (cfDNA) is single or double-stranded extracellular DNA 
33 

34 that is released into the bloodstream as a result of cell apoptosis, necrosis, and secretion.6 

35 Increased levels of cfDNA and epigenetic changes are commonly observed in cancer 

37 patients and are associated with the progression of the disease and response to treatment.7,8 

38 

39 In cancer patients, cfDNA contains sequences from tumors and can serve as a biomarker 

40 for guiding therapy, and detection at an early stage.9,10 A better understanding of cfDNA 
42 properties, especially the knowledge of the methylation status, configures a select path for 
43 
44 monitoring tumor components.11 In addition, cfDNA analysis allows cancer screening 
45 

46 through liquid biopsy,9,6 a better alternative when compared to standard tissue biopsies. 

47 Liquid biopsy is not limited to a single observation region and has less invasiveness and 

49 lower cost.12 

50 
51 
52 

53 OBJECTIVE 
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This study aimed to investigate the methylation status of the hTERT gene in the tumor, 
5 
6 surrounding tissue, and cfDNA of breast cancer patients. Furthermore, the methylation 
7 

8 of hTERT in cfDNA of blood collected on the day of mastectomy was compared with the 

9 methylation of cfDNA of blood collected around one year after. To our knowledge, this is 

11 the first paper to track hTERT promoter methylation in cfDNA obtained at two different 
12 
13 times of breast cancer treatment. 
14 

15 
METHODS 

17 Study design and patients recruitment 
18 
19 This prospective study included 15 women aged 44 to 78 years (mean age 56.7 ± 9.6 years) 
20 

21 diagnosed with breast carcinoma. The patients were attended at the Institute of Gynecology, 

22 Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil. As part of their treatment, all women 

24 underwent a total mastectomy. Before the surgery, the patients were invited to participate in 
25 

26 the research as volunteers, and those who agreed to participate of the study received all 

27 clarifications and signed the consent form. Recruitment took place between October 2018 
29 

and July 2021. 
30 
31 

32 Data collection and ethical approval 

33 Demographic and clinical data were gathered from the medical records. The study was 
35 

approved by the Clinical Research Ethics Committee of the Hospital Universirário 
36 
37 Clementino Fraga Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Certificate: (CAAE) # 
38 

39 91406118.6.0000.5257 from 2018. 
40 
41 

Material collection 
42 
43 During the mastectomy, fragments of around 1cm in each axis were collected from the 
44 

45 tumor and surrounding tissue of each patient for analysis of DNA. In addition, 5 ml of 

46 peripheral blood were collected to analyze cfDNA. Another blood collection was made 

48 around one   year   after   for   the   second   cfDNA   analysis.   Samples   collection   and 
49 
50 histopathological examination took place at the Institute of Gynecology. Molecular 
51 

52 analyses were performed at the Laboratório de Patologia Molecular, Hospital Universitário 

53 Clementino Fraga Filho. 
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Circulating free DNA extraction 
5 
6 DNA extraction from fresh blood serum was performed using the Quick-gDNA™ 
7 

8 MiniPrep kit (Zymo Research, Orange County, USA) Cat. No. D3024, according to the 

9 standard protocol established by the manufacturer. 

11 
12 Extraction of DNA from the tumor and surrounding tissue 
13 
14 DNA extraction from the tumor and surrounding tissue was accomplished through 
15 

16 Phenol:chloroform method, according to previously described by McCormick et al,13 using 

17 the Ultra Pure™ Phenol: Chloroform: Isoamyl Alcohol (Invitrogen™, Carlsbad, USA) Cat. 

19 No. 15593-031. 
20 
21 

22 Methylation mechanism 

23 DNA samples were modified with sodium bisulfite, and then analyzed by the Methylation- 

25 Specific Polymerase Chain Reaction method. DNA modification was performed using EZ 
26 

27 DNA Methylation-GoldTM Kit, Cat. No: D5005 (Zymo Research, Orange County, USA), 

28 according to the standard protocol established by the manufacturer. 

30 
31 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
32 

33 To confirm the integrity of the DNA extracted from samples, a fragment of exon 5 of the 

34 p53 gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR). The amplification reaction 
36 

was performed according to Pestaner et al previously described,14 generating a 274 base 
37 
38 pairs product. For the hTERT amplification, two pairs of primers were used as follows: 
39 

40 hTERT-U (unmethylated) forward, 5′‐GAGGTATTTCGGGAGGTTTCGC‐3′ and hTERT- 

41 U reverse, 5′‐ACTCCGAACACCACGAATACCG‐3′ producing a fragment of 126 base 

43 pairs,15 and hTERT-M (methylated) forward, 
44 
45 5′‐GGAGGTATTTTGGGAGGTTTTGT‐3′ and hTERT-M reverse, 
46 

47 5′CAAACTCCAAACACCACAAATACCA‐3′ producing a fragment of 121 base pairs.15 

48 PCR conditions were: initial denaturation at 96°C for 7 minutes followed by 35 cycles of 

50 95°C for 1 minute, 62°C for 1 minute, and 72°C for 1 minute. The final extension was 
51 

52 performed at 72°C for 5 minutes. 
53 

54 
Gel electrophoresis and staining 



Page 9 of 20 São Paulo Medical Journal 

46 

47 

48 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 

https://mc04.manuscriptcentral.com/spmj-scielo 

5 

 

 

For Review
 

10 

22 

29 

 

 
1 

2 

3 
4 

The PCR products were run by electrophoresis in polyacrylamide gels at a concentration of 
5 
6 10%. A negative control and a DNA marker were added in each electrophoretic run. Gels 
7 

8 were stained by the silver nitrate method.16 Briefly describing, the first step was DNA 

9 fixation with ethanol and acetic acid, followed by the second step of impregnation by silver 

11 nitrate and a final step with sodium hydroxide (NaOH) and formaldehyde to reveal the 
12 
13 DNA bands. 
14 

15 

16 

17 
18 RESULTS 
19 

20 All 15 patients presented methylation of the hTERT gene in cells of tumors and surrounding 

21 tissue (Figure 1, A and B). Five patients had hTERT methylation in cfDNA from the blood 
23 of the first collection (Figure 1, C). Two patients passed away after the first collection, and 
24 
25 three did not return for the second blood collection for other reasons. Of the ten patients 
26 

27 who returned for the second blood collection, three (8, 10, 14) had hTERT methylation 

28 (Figure 1, D). Patients 3 and 13 had hTERT methylation in the first collection but did not 

30 present it in the second. Patient 14 had less methylation in the second collection than in the 
31 

32 first. 
33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

45 
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16 
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18 

19 

20 

21 
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24 
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26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 
35 Figure 1.   Methylation   of   the   hTERT   gene.   hTERT:   human 
36 telomerase reverse transcriptase. U: unmethylated, M: 
37 methylated. Numbers correspond to patients. A: tumor. B: tumor 

39 surrounding tissue. C: blood of the first collection. D: blood of the 

40 second collection. †: death after the first collection. Ø: no return 

41 to the second collection for other reasons. C-: DNA negative 

42 control. 
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The figure 2 shows a total breast section removed from a patient (A), a tumor fragment (B), 
5 
6 and a fragment of surrounding tissue (C). 
7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 
36 Figure 2. A: total breast section. B: tumor fragment. 
37 C: fragment of tumor surrounding tissue. The top of 

38 

39 the ruler is graduated in centimeters. 
40 

41 

42 
43                      The table 1 shows the methylation panel of the hTERT gene in tumors, surrounding tissue, 

44 and cfDNA of blood of the first and second collections. 
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5 

 

 
1 

2 

3 

4 Table 1. Panel of the hTERT gene methylation status. 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 
36 

37 hTERT: human telomerase reverse transcriptase. M: presence of hTERT methylated, U: No 

38 presence of hTERT methylated, NR: no return to second blood collection for reasons other than 

39 death. cfDNA: circulating free DNA. 
40 
41 

42 

43 

For 

 

Patient 
 

Tumor 
Tumor surrounding 

tissue 

cfDNA of blood of first 

collection 

cfDNA of blood of second 

collection 

1 M M M Death 

2 M M U Death 

3 M M M U 

4 M M U U 

5 M M U U 

6 M M U U 

7 M M U NR 

8 M M M M 

9 M M U NR 

10 M M U M 

11 M M U NR 

12 M M U U 

13 M M M U 

14 M M M M 

15 M M U U 
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The table 2 shows the ages and clinical data (type of treatment and tumor’s stage) of the 
5 

patients. 

7 

10 Table 2. Age and clinical data of patients. 
11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 
42                      NC: neoadjuvant chemotherapy. WD: TNM stage not described in the records. 
44 

45 
48 DISCUSSION 
49 

50 The hTERT enzyme (encoded by the hTERT gene) plays a fundamental role in cancer 

51 formation by extending telomeres and avoiding cellular senescence and apoptosis.17 The 

53 hTERT activity occurs in many cancers, but its expression is not observed in normal 
54 
55 somatic cells. Unlike what happens with other cancer-related genes, methylation of the 

For Review
 

Patient Age Treatment TNM stage 

1 53 NC T4b N2 Mx 

2 73 WD WD 

3 50 NC WD 

4 44 NC T3 N0 M0 

5 49 NC CT3 CN2 CM0 

6 59 NC T4 N0 Mx 

7 44 NC T4B N1 Mx 

8 49 NC T3 N1 Mx 

9 78 WD WD 

10 57 No Treatment T4 N0 Mx 

11 57 NC T4 N1 Mx 

12 56 NC T4B N0 

13 59 Chemotherapy T3 N1 M0 

14 54 No Treatment T4b N2 Mx 

15 69 NC T3 N0 M0 
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hTERT promoter region does not silence the gene. In contrast, hTERT methylation has an 
5 
6 upregulatory effect, increasing hTERT protein synthesis in tumoral cells.15   Analyzing 
7 

8 samples from oral squamous cell carcinoma, Haraguchi et al showed that hypermethylation 

9 of the hTERT gene positively regulated hTERT enzyme synthesis, which was confirmed by 

11 immunohistochemistry analysis.15 

12 
13 According to scientific literature, changes in DNA methylation is an early event in 
14 

15 tumorigenesis.10 A study showed that changes in methylation were detected in plasma four 

16 years before a clinical diagnosis.18 Our study investigated the hTERT gene methylation 

18 status in breast cancer patients. DNA was extracted from the tumor, surrounding tissue, and 
19 

20 peripheral blood (cfDNA). The analyses showed hTERT hypermethylation in the tumor 

21 and surrounding tissue of all patients. This is very similar to what was related by Masood et 
23 al,19 which found that 94% of breast carcinomas investigated showed hypermethylation at 
24 
25 2X folds or more in comparison with normal breast tissue. On the contrary, in our study, 
26 

27 only five of fifteen patients presented hTERT methylation in cfDNA. That may indicate the 

28 efficacy of the neoadjuvant chemotherapy before mastectomy, once a successful treatment 

30 tends to diminish considerably the tumor cfDNA release in the bloodstream. Furthermore, 
31 

32 two patients (3 and 13) had methylation in the first blood collection but did not present it in 
33 

34 the second, which also may indicate the success of treatment before surgery. Similarly, 

35 patient 14 had less methylation in the second collection than in the first, suggesting the 

37 effectiveness of neoadjuvant chemotherapy in reducing tumoral cfDNA release in the 
38 

39 bloodstream. 
40 

41 
CONCLUSION 

43 
44 Our results suggest that the analysis of hTERT methylation in cfDNA may be helpful in the 
45 
46 follow-up of patients with breast cancer and in the evaluation of response to treatment. 
47 

48 Further studies are needed to analyze the methylation of other cancer-related genes in the 

49 cfDNA of breast cancer patients. 
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Analysis of E-cadherin Methylation in Circulating DNA Collected During and One Year Post- 
 

Mastectomy in Breast Cancer Patients 

 
 

 Abstract 
 

Objective: To analyze the methylation of the CDH1 (Cadherin-1) gene and the expression of E-cadherin, hor-

mone receptors, HER-2 (human epidermal growth factor receptor 2), and Ki67 (a cellular proliferation marker) 

in breast cancer patients. 

 

Material and Method: The study included 15 women who underwent total mastectomy. We collected 

samples of tumor and non-tumor tissue during the surgery, and circulating free DNA (cfDNA) was collected 

on the day of the surgery and one year post-surgery. 

 

Results: All patients had CDH1 methylation in the tumor region, and nine patients also had CDH1 

methylation in the non-tumor tissue. Furthermore, only one patient of the nine tested by immunohistochemistry 

had E-cadherin expression. The presence of methylated CDH1 in the cfDNA of the blood suggests the exist-

ence of neoplastic cells for this marker, either at the site of origin or metastatic. The methylation of the 

CDH1 gene in non-tumor tissue observed in nine patients may suggest the  presence  of  infiltrating  neo-

plastic  cells  or  non-neoplastic  genetic transformed cells, as cancer cells are the result of many accumulated 

genetic alterations. 

 

Conclusions: Our study stands out for its unique approach of doing a follow-up of cfDNA at two distinct time 

points - during surgery and one year post-surgery. This approach allowed us to track the methylation status 

of the CDH1 gene and the expression of key markers over time, providing valuable insights into the progres-

sion of the disease and the effectiveness of the treatment. This highlights the potential of cfDNA as a non-

invasive tool for monitoring patients post-surgery. 

 

Keywords Cadherin-1. Circulating DNA. Methylation. Breast Neoplasms. Immunohistochemistry. 
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INTRODUCTION 
 

Cadherins, a large superfamily of transmembrane glycoproteins, are integral to cell-cell adhesion 
 

and the maintenance of tissue architecture (1). Among them, E-cadherin, encoded by the CDH1 
 

gene, is an invasion suppressor. Mutations and dysregulation of E-cadherin can lead to invasive 
 

cancer (2, 3). In fact, 7% of all CDH1 mutations are found in non-gastric tumors, with the 
 

majority identified in breast cancer patients (4-6). 
 

E-cadherin is particularly significant in the context of Invasive Lobular Carcinoma (ILC), which accounts for 

10-15% of all breast cancers. The lack of E-cadherin expression, often due to the hypermethylation of the 

CDH1 gene, is a distinctive feature of ILC. This loss of expression disrupts cell-cell adhesion, leading to the 

invasive nature of the disease (7, 8). In addition to tissue-based studies, recent advancements in liquid biopsy 

technologies have enabled the analysis of circulating cell-free DNA (cfDNA) and circulating tumor DNA 

(ctDNA) in the blood and other body fluids, providing a less invasive approach to cancer molecular 

profiling and disease monitoring (9). Previous studies have demonstrated an inverse relationship between 

the CDH1gene methylation and E-cadherin expression in cases of ductal-type breast cancer and paired 

normal breast samples. In fact, it was found that 94% of ductal breast cancers had CDH1promoter methylation, 

and no detectable expression of E-cadherin was found in the cases with  

complete promoter methylation (8). 

 

In addition to E-cadherin, the expression of hormone receptors, HER-2 (human epidermal growth factor re-

ceptor 2), and Ki67 (proliferation marker) are also key markers in breast cancer. 

 

Hormone receptors, including estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR), play a critical role in 

the growth and development of breast cancer (10, 11). HER-2 is a growth-promoting protein, and its excess 

or an amplification of the HER-2 gene is related to a poor prognosis of breast cancer (12). Ki67 is a 

protein that is associated with cell proliferation, and a high level of Ki67 is often indicative of a more rapidly 

growing breast cancer (13). 

 

Blood circulating cell-free DNA (cfDNA) is released into the bloodstream as a result of cell apoptosis, 

necrosis, and secretion (14). Epigenetic changes and increased levels of cfDNA normally seen in cancer 

are correlated with disease progression and response to treatment (15,16). In cancer patients, the cfDNA 

carries sequences from tumor cells and therefore has the potential to be used as a biomarker to guide both 

the early detection of the disease and therapy (17, 18). The analysis of cfDNA obtained from plasma is less 
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invasive and less expensive than traditional tissue biopsies and is not limited to a single observation region 

(17, 14). 

 

In this study, we analyzed the methylation of the CDH1 gene in tumor, non-tumor tissue, and blood cfDNA 

of breast cancer patients. We also evaluated the expression of E-cadherin, hormone receptors,  HER-2, 

and  Ki67. The methylation status of  the  CDH1  gene in cfDNA  of blood collected was compared on both 

the day of mastectomy and about one year later. This unique approach of tracking the methylation status 

of the CDH1 gene and the expression of key markers at two distinct time points provides valuable insights 

into the progression of the disease and the effectiveness of the treatment. 

 
 

MATERIALS and METHODS 
 

Study design 
 

This prospective study involved 15 women, aged between 44 and 78 years (average age 56.7 ± 9.6 years), 

who were treated at the Instituto de Ginecologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil. All patients 

were diagnosed with breast carcinoma and underwent total mastectomy. Prior to the surgery, patients were 

interviewed and invited to participate in the study. Those who agreed to participate were provided with all 

necessary information and signed a consent form. 

 
 

Data Collection and Ethical Aspects 
 

Patient recruitment took place from October 2018 to July 2021 having as inclusion criteria a positive 

diagnostics for breast carcinoma scheduled to undergo total mastectomy. Demographic  

and clinical data were gathered from the patients' medical records. The study was approved by the Clinical 

Research Ethics Committee of the Hospital Universitário Clementino Fraga Filho, Universidade Federal do 

Rio de Janeiro (Certificate: CAAE # 91406118.6.0000.5257, dated September 29, 2018). 

 

This study was designed as an exploratory investigation into the methylation status of the CDH1 gene in 

breast cancer patients. The sample size of 15 patients, while smaller than what might be ideal for more 

robust statistical analysis, was determined by the availability of patients who met the study criteria during 

the recruitment period mentioned above. It is important to note that this sample size represents all the 

patients we had access to during this time. Despite all that, we believe that our study holds significant 

value as it provides a comprehensive analysis of CDH1 methylation across tumor tissue, non-tumor tissue, 

and cfDNA in a carefully selected group of patients that were followed-up. 
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Material Collection 
 

Tumor and non-tumor tissue samples were collected from each patient during mastectomy. 

Additionally, a 5 ml volume of peripheral blood was collected for cfDNA analysis on the day of the  mas-

tectomy  and  approximately  one  year  later.  The  sample  collection  took  place  at the Instituto de 

Ginecologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro. 

 
 

Circulating Free DNA Extraction 

 

DNA extraction from blood serum was carried out using the Quick-gDNA™ MiniPrep kit (Zymo 
 

Research, Irvine/CA/USA, Cat. No. D3024), following the manufacturer's protocol. 
 
 

Extraction of DNA from Tumor and Non-Tumor Tissues 
 

DNA extraction from tumor fragments and non-tumor tissue was performed using the Phenol:chloroform 

method, as previously described by McCormick et al (19), using the Ultra Pure™ Phenol: Chloroform: 

Isoamyl Alcohol from Invitrogen™ (Carlsbad/CA/USA, Cat. No. 15593-031). 

  

 

Methylation Mechanism 

 

DNA samples were modified with sodium bisulfite and then analyzed using the Methylation-Specific Poly-

merase Chain Reaction (MSP) method. DNA modification was performed using the EZ DNA Methylation-

GoldTM Kit (Zymo Research, Irvine/CA/USA, Cat. No: D5005), following the manufacturer's protocol. 

 

 

PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 

To confirm the integrity of the DNA, a fragment of exon 5 of the p53 gene was amplified using polymerase 

chain reaction (PCR). The amplification reaction was performed as previously described by Pestaner et al 

(20), generating a 274 base pairs product. For the CDH1 amplification, two pairs of primers were used as 

follows: CDH1-U (unmethylated) forward, 5′‐GGTAGGTGAATTTTTAGTTAATTAGTGGTA‐3′ and

 CDH1-U reverse, 5′‐ACCCATAACTAACCAAAAACACCA‐3′ producing a fragment of 211 

base pairs; and CDH1-M(methylated) forward, 5′‐ GGTGAATTTTTAGTTAATTAGCGG-

TAC‐3′ and CDH1-M reverse, 5′-CATAACTAACCGAAAACGCCG ‐3′ producing a fragment of 204 base 

pairs (21). The polymerase used for the MSP was the GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix (Promega, 
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Madison/WI/USA Cat. No: M7422). PCR conditions included an initial denaturation at 96°C for 7 minutes, 

followed by 35 cycles of 95°C for 1 minute, 62°C for 1 minute, 72°C for 1 minute, and a final extension at 

72°C for 5 minutes. 

 
 

Gel Electrophoresis and Staining 
 

The PCR products were subjected to electrophoresis in 10% polyacrylamide gels. A negative control and 

a DNA marker were included in each electrophoretic run. Gels were stained using the silver nitrate method, 

which involved DNA fixation with ethanol and acetic acid, impregnation with  silver  nitrate,  and  revelation  

of  the  DNA  bands  with  sodium  hydroxide  (NaOH)  and formaldehyde (22). 

 

 

Histopathological Exams and Immunohistochemical Analysis 

 

The samples were fixed in 10% formalin and embedded in paraffin wax. The tissue blocks were sectioned 

into 4 μm thickness pieces. Histopathological exams were performed using  hematoxylin-eosin staining. Im-

munohistochemistry was carried out using monoclonal antibodies for all investigated antigens. The primary 

antibodies used were rabbit anti-E-cadherin (clone EP700Y, 1:200, Cell Marque), mouse anti-HER-2 (clone 

CB11, 1:600, Cell Marque), rabbit anti-Ki67 (clone SP6, 1:300, Spring), rabbit anti-estrogen receptor (clone 

SP1, 1:200, Cell Marque), and mouse anti-progesterone receptor (clone 16, 1:100, Cell Marque). The second-

ary antibody applied was from the Novolink Polymer Detection System® (Leica Biosystems, Newcastle/Tyne 

and Wear/UK, Product Code: RE7280-K), following the manufacturer's protocol. 

 
 

RESULTS 
 

Table 1 shows the age and TNM stage of patients. Out of the fifteen patients followed in this study, 

samples from nine were analyzed by histopathology and immunohistochemistry. These analyses confirmed 

the positive presence of estrogen receptors (ER), progesterone receptors (PR), breast mutations Ki67 (clone 

MIB-1) proliferation marker, proto-oncogene HER-2 neu/c-erb-B2 (clone CB11), and protein E-cadherin. 

All nine patients tested positive for Ki67 (clone MIB-1) infiltrating neoplastic cells. As determined through 

immunohistochemical analysis, the  classification of tumors subtypes was: luminal A (patients 2, 7 and 8), 

luminal B (patients 6 and 10), HER-2 (patient 5), and triple-negative (patients 3, 4 and 14). As indicated 

in Table 2, E-cadherin was detected only in patient five. The histopathological grades and types of 
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breast carcinomas are described in Table 3. Photomicrographs of the histological sections of tumors are dis-

played in Figures 1 and 2. 

 

Table 4 shows that CDH1 methylation was detected in the tumor region of all 15 patients. This methylation 

was also found in the non-tumor tissue of nine patients. Two patients (3 and 4) had CDH1 methylation in 

the cfDNA of the blood only from the first collection. Only patient number eight had CDH1 methylation in 

the cfDNA of the second collection and not in the first one. 

 
 

DISCUSSION 
 

Our study aimed to investigate the methylation status of the CDH1 gene in patients diagnosed with breast 

cancer. We extracted DNA from tumor, non-tumor tissue, and serum of peripheral blood from fifteen 

patients. Nine of these patients were followed up to assess the presence of ER, PR, Ki67, HER-2, and E-

cadherin through immunohistochemical tests. 

 

The  results  revealed  that  patients  diagnosed  with  ductal  carcinoma  and  intraductal papillary carcinoma 

did not express E-cadherin due to the methylation of CDH1. Interestingly, only one patient (five) with 

lobular carcinoma expressed E-cadherin, although both patients (five and six) showed methylation in CDH1. 

The absence of E-cadherin expression is a characteristic feature of in situ and invasive lobular carcinomas, 

which explains the diverse patterns of evolution observed in invasive lobular breast cancers. Three patients 

(two, seven and eight) were diagnosed with Luminal A subtype carcinoma, characterized by strong posi-

tivity for ER and PR, negativity for HER-2, and weak positivity for Ki67 (<10%). This subtype is associated 

with less biologically aggressive neoplasms and is responsive to antiestrogenic therapy. However, over time, 

neoplastic cells can develop resistance to this therapy due to mutations in the genes of estrogen receptors. 

 

This resistance can interfere with the action of anti-estrogen drugs, such as tamoxifen, thereby favoring 

cancer progression. 

 

Our results also showed that CDH1 methylation was detected in the tumor region of all fifteen patients and 

in the non-tumor tissue of nine patients. Furthermore, only one patient (five) of the nine tested by immuno-

histochemistry had E-cadherin expression. This aligns with the findings of Shargh et al. (8), who reported 

that 94% of breast ductal carcinomas had CDH1 methylation and no detectable E-cadherin expression in a 

group of 50 patients with ductal breast cancer. 

 

Three patients (three, four and fourteen) were diagnosed with the Triple-Negative subtype, characterized by 
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high Ki67+ (80-90%) due to the high degree of proliferation of neoplastic cells. 

This subtype is associated with neoplasms of high combined histopathological grade, favoring chemother-

apy, usually with a low curative response. One patient (five) with infiltrating lobular carcinoma was HER-

2+, showing CDH1 methylation and E-cadherin expression only in the tumor region. This confirms the het-

erogeneity of E-cadherin expression in lobular carcinomas. 

The non-elimination of CDH1 segments in the blood and the lack of neoplastic cells for this marker, 

associated with the positivity of up to 30% for Ki67, favor chemotherapy and anti-HER-2 therapies. This 

suggests a better prognosis regarding therapeutic responses.  

Our study contributed due to its unique longitudinal design; we tracked the methylation status of the CDH1 

gene in the same patients at two distinct time points - during surgery and one year post-surgery. This 

approach allowed us to observe dynamic changes in CDH1 methylation and its potential implications for 

disease progression and treatment response. Such longitudinal studies are rare in the current literature, and 

therefore our research provides a valuable starting point for future investigations in this area. 

 
 

CONCLUSIONS 
 

Our study underscores the potential role of CDH1 gene methylation in compromising E-cadherin expression, 

as evidenced by the fact that only one patient demonstrated protein expression in immunohistochemistry. 

This finding aligns with the established understanding of the inverse relationship between CDH1 meth-

ylation and E-cadherin expression. 

Moreover, our results emphasize the importance of conducting comprehensive immunohistochemical anal-

yses in breast cancer patients. Evaluating key markers such as hormone receptors, HER-2, and the Ki67 

proliferation index is crucial for tailoring individualized treatment strategies. It also aids in assessing the ef-

fectiveness of antineoplastic therapy following tumor removal. In addition, our unique approach of tracking 

the methylation status of the CDH1 gene at two distinct time points and the expression of key markers pro-

vides valuable insights into the progression of the disease and the effectiveness of the treatment. This 

study, despite its limitations in sample size, contributes to the growing body of research on the role of 

CDH1methylation in breast cancer and highlights the potential of cfDNA as a non-invasive tool for monitoring 

patients post-surgery. 

Future research with larger sample sizes and diverse patient populations is needed to validate and expand 

upon our findings. This will further elucidate the implications of CDH1 methylation in breast cancer, 

ultimately contributing to improved patient care and outcomes. 
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Figure legends: 
 

 

Figure 1: A: Intraductal papillary carcinoma. HE. B: Intraductal papillary carcinoma with 

nuclear progesterone receptor positive. IH. C: Intraductal papillary carcinoma with nuclear Ki67 

positive. IH. D: Intraductal papillary carcinoma with nuclear estrogen receptor positive. HE: 

hematoxylin-eosin staining. IH: immunohistochemistry. The scales correspond to 50 µm in 

length. 
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Figure 2: A: in situ ductal carcinoma. HE. B: in situ ductal carcinoma with nuclear progesterone 

receptor positive. IH. C: invasive ductal carcinoma with nuclear progesterone receptor positive. 

IH. D: invasive ductal carcinoma with nuclear estrogen receptor positive. IH. E: invasive ductal 

carcinoma with nuclear Ki67 positive. IH. F: invasive ductal carcinoma with nuclear Ki67 

positive. IH. HE: hematoxylin-eosin staining. IH: immunohistochemistry. In A, E, and F, the 

scales correspond to 50 µm in length. In B, C, and D, the scales correspond to 100 µm in length. 
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Table I: Age and TNM stage of patients.  

    

Patient number Age TNM stage 

1 53 T4b N2 Mx 

2 73 WD 

3 50 WD 

4 44 T3 N0 M0 

5 49 CT3 CN2 CM0 

6 59 T4 N0 Mx 

7 44 T4B N1 Mx 

8 49 T3 N1 Mx 

9 78 WD 

10 57 T4 N0 Mx 

11 57 T4 N1 Mx 

12 56 T4B N0 

13 59 T3 N1 M0 

14 54 T4b N2 Mx 

15 69 T3 N0 M0 
 

WD: TNM stage not described in the records. 
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Table II: Invasive Ductal and Lobular Carcinomas - Immunohistochemical analysis reports. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ER: Estrogen Receptor. PR: Progesterone Receptor. HER-2: human epidermal growth factor receptor 

2. Ki-67: a cellular proliferation marker. 

 

 

Patient 

number 

Invasive Ductal Breast Carcinoma - Patients 2, 3, 4, 7, 8, 10, 14 

Papillary Intraductal Carcinoma – Patient 6 

Invasive Lobular Breast Carcinoma – Patients 5, 6 

 

 ER 

 

Positive 

PR 

 

Positive 

Ki67 

 

Positive 

HER-2 

 

Positive 

E-cadherin 

 

Positive 

2 100% 100% 1–5% 0 0 

3 0 0 80-90% 0 0 

4 0 0 80-90% 0 0 

5 Not available 20–30% 20–30% Score 3 (>30%) Positive 

6 100% 90–95% (infiltrating) 

 

20–30% (intraductal) 

30–40% 0 0 

7 60–70% 10–20% 5–10% 0 0 

8 100% 100% 5–10% 0 0 

10 100% 90–95% 50-60% Score 1 (≤10%) 0 

14 0 0 80-90% Score 1 (≤10%) 0 
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                Table III: Histopathological analysis reports (breast carcinoma types). 
 

 
 

Patient 

number 

 

Ductal Infiltrating 

Carcinoma 

Non Special Type 

 

Ductal Car-

cinoma in 

situ 

Ductal Carcinoma 

in situ Grade 1 

without 

Comedonecrosis 

Ductal Carcinoma 

in situ 

Grade 2 with 

 

Comedonecrosis 

 

Intraductal 

Papillary 

Carcinoma 

 

Infiltrating 

Lobular 

Carcinoma 

2 Grade 2 Grade 1 P - - - 

3 P - - - - - 

4 Grade 3 - - - - - 

5 - - - - - P 

6 - - - - P P 

7 Grade 1 - - - - - 

8 Grade 1 Grades 1,2 P - - - 

10 Grade 2 Grade 2 - P P - 

14 Grade 3 - - - - - 

   P: Positive for the types of carcinomas of the study patients. Grade 1: well differentiated. Grade 2: moderately       

   differentiated. Grade 3: poorly differentiated. 
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Table IV: Methylation panel of the cadherin 1 (CDH1) gene in tumor, non-tumor tissue, and 

               circulating free DNA of the first and second blood collections of breast cancer patients. 

 

M: Presence of CDH1 methylated. U: No presence of CDH1 methylated. NR: no return to second blood 

collection for reasons other than death. cfDNA: circulating free DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patient 

number 

 

Tumor re-

gion 

 

Non-tumor tissue 

cfDNA of first 

blood 

collection 

cfDNA of second 

blood 

collection 

1 M U U Death 

2 M M U Death 

3 M U M U 

4 U M M U 

5 M U U U 

6 M M U U 

7 M M M                 NR 

8 M U U M 

9 M M U                NR 

10 M M U U 

11 M U U                NR 

12 M M U U 

13 M M U U 

14 M M U U 

15 M U U U 
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Molecular Monitoring of CDKN2A and RB1 Gene Methylation in Breast Cancer 
 
 

SUMMARY 
 
 

OBJECTIVE: This prospective study aims to provide a comprehensive analysis of the meth-

ylation status of two pivotal genes, CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) and RB1 

(retinoblastoma transcriptional corepressor 1), in breast cancer patients. METHODS: Sam-

ples were obtained from fifteen women diagnosed with breast cancer and who underwent a 

total mastectomy. DNA was extracted from tumor, non-tumor tissue, and peripheral blood 

(circulating free DNA - cfDNA). The methylation pattern of cfDNA extracted from blood 

collected on the day of mastectomy was compared with the methylation pattern of cfDNA 

from blood collected one year post-surgery. The methylation analysis was carried out by So-

dium bisulfite conversion and polymerase chain reaction, followed by electrophoresis. 

RESULTS: Methylation of CDKN2A was identified in thirteen tumor samples and twelve 

non-tumor tissue samples. Two patients exhibited CDKN2A methylation in cfDNA of the 

first blood collection, while another showed methylation only in the cfDNA of the subsequent 

blood collection. Regarding RB1, eleven tumors and eight non-tumor tissue samples pre-

sented methylation of the gene. Intriguingly, one patient showed a weak RB1 band in cfDNA 

of the first blood collection and a robust one in cfDNA of the second blood collection. An-

other patient showed a weak band only in the cfDNA from the second collection 

CONCLUSION: This study presents a novel approach for monitoring breast cancer patients 

through the analysis of cfDNA methylation. This analysis can detect changes in methylation 

patterns before any visible sign of cancer appears in breast tissue and could help predict the 

recurrence of malignant breast tumors. 

 
 
 

KEYWORDS: Retinoblastoma. Cell-free nucleic acids. DNA methylation. Breast neo-

plasms. 
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INTRODUCTION 
 

Activation of oncogenes and inactivation of tumor suppressor genes are genetic oscillations 

related to cancer development1,2. The CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), lo-

cated at chromosome 9 (9p21.3), is a tumor suppressor gene that encodes p16INK4A, a pro-

tein involved in cell cycle regulation1,3,4. The p16INK4A participates in the G1-to-S-phase 

checkpoint and may interrupt the cell cycle in response to various stressors, leading to the 

inhibition of cell proliferation1,5. Additionally, p16INK4A promotes apoptosis of tumor cells 

and can increase sensitivity to chemotherapyin breast cancer3. An investigation found a pos-

itive correlation between hypermethylation of CDKN2A and breast cancer progression, and 

also verified that CDKN2A impacts the tumor’s grade and stage3. The RB1 (retinoblastoma 

transcriptional corepressor 1) is also a tumor suppressor gene, and is located on chromosome 

13 (13q14.2). RB1 encodes the retinoblastoma protein (Rb), and alterations in its tumor sup-

pressor pathway can be considered a potential risk for the development of breast cancer6-8. 

RB1 can be inactivated by several mechanisms, including alterations in phosphorylation, viral 

oncoproteins, and promoter hypermethylation7. 

As in other malignant tumors, in breast carcinogenesis occurs an interaction between genetic 

and epigenetic risk factors contributing to tumor formation9. DNA methylation, an epigenetic 

mechanism, can influence the expression of tumor suppressors and genes related to uncon-

trolled cell proliferation. The mechanism can inactivate gene expression and consequently 

prevent protein synthesis. Consequently, DNA methylation plays an important role in breast 

cancer development10. The analysis of methylation may be performed in circulating cell-free 

DNA (cfDNA) using liquid biopsy, a promising method for early detection and monitoring 

of breast cancer9. Liquid biopsy is non-invasive and easy to perform, and analysis of cfDNA 

has a hopeful potential for the study of cancer biomarkers, overcoming difficulties in obtain-

ing and repeating biopsies of metastatic tissues9,11,12. 

This study analyzed the methylation statuses of CDKN2A and RB1 genes in the tumor, non-

tumor tissue, and cfDNA of breast cancer patients. The methylation was monitored in 

cfDNA at two different time points, the day of mastectomy and one year post-surgery. 
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METHODS 

Study design 

This prospective study included fifteen women aged between 44 and 78 years (mean age 56.7 

± 9.6 years) diagnosed with breast carcinoma. The patients were treated at the “Instituto de 

Ginecologia” of “Universidade Federal do Rio de Janeiro”, Brazil, between October 2018 

and July 2021. All patients underwent a total mastectomy of one breast. The patients were 

interviewed and invited to take part in the study. After receiving all the necessary information, 

those who agreed to participate, signed the consent form. The number of patients enrolled is 

smaller than the ideal due to limitations in the availability of women operated during the 

study period. 

 

Data collection and ethical aspects 
 

The recruitment occurred between October 2018 and July 2021. The medical records served 

as the basis for obtaining clinical and demographic data. The institutional ethics committee 

approved the study protocol (certificate: CAAE nº 91406118.6.0000.5257 from August 29, 

2018). 

 

Material collection 
 

During the mastectomy, samples of the tumor, non-tumor tissue, and 5 ml of peripheral blood 

were collected for DNA analysis. Approximately one year after the surgery, patients were 

invited for a new blood collection, and a second cfDNA analysis was performed. 

 

Extraction of DNA from the tumor, surrounding tissue and blood serum 
 

The DNA extraction from tumor and non-tumor tissues was performed by Phenol:chloroform 

method13, using the Ultra Pure™ Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol, from Invitrogen™, 

Cat. No. 15593-031. The Quick-gDNA™ MiniPrep Kit (Zymo Research) Cat. No. D3024, 

was used for cfDNA extraction from blood serum according to the manufacturer's protocol. 

 

Methylation mechanism 
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Sodium bisulfite conversion and MSP (Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction) 

were adopted to analyze DNA methylation using the EZ DNA Methylation-Gold TM Kit, 

Cat. No: D5005, Zymo Research, according to the manufacturer's protocol. 

 

PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 

The DNA integrity was confirmed through amplification of exon 5 of the p53 gene as previ-

ously described14. For the CDKN2 amplification, two pairs of primers were used as follows: 

CDKN2A-U (unmethylated) forward, 5′‐TATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT ‐3′ and 

CDKN2A-U reverse, 5′‐ CAACCCCAAACCACAACCATAA ‐3′ producing a fragment of

 151 base pairs and CDKN2A-M (methylated) forward, 5′‐

TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC‐3′        and CDKN2A-M reverse, 5′-

ACCCCGAACCGCGACCGTAA‐3′ producing a fragment of 150 base pairs15. The poly-

merase used for the MSP was the GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix, Cat. No: M7422, 

Promega. PCR conditions were: initial denaturation at 96°C for 7 minutes, followed by 35 

cycles of 95°C for 1 minute, 60°C for 1 minute, 72°C for 1 minute. The final extension was 

performed at 72°C for 7 minutes. RB1-U (unmethylated) forward, 5′‐GGGAGTTTTGTG-

GATGTGAT‐3′                   and                   RB1-U                   reverse, 5′‐

ACATCAAAACACACCCCA‐3′ producing a fragment of 172 base pairs and RB1-M (meth-

ylated) forward, 5′‐GGGAGTTTCGCGGACGTGAC‐3′ and RB1-M reverse, 5′-AC-

GTCGAAACACGCCCCG‐3′ producing a fragment of 172 base pairs16. The polymerase 

used for the MSP was the GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix, Cat. No: M7422, Promega. 

PCR conditions were: initial denaturation at 96°C for 7 minutes, followed by 35 cycles of 

95°C for 1 minute, 55°C for 1 minute, 72°C for 1 minute. The final extension was performed 

at 72°C for 5 minutes. 

 

Gel electrophoresis and staining 
 

After amplification, PCR products were separated on polyacrylamide gels at a concentration 

of 10%. Each electrophoretic run had addition of a negative control and a DNA marker. Gels 

were stained by the silver nitrate method, allowing visualization of the DNA bands as previ-

ously described17. In short, DNA fixation with methanol and acetic 
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acid occurred in the first step, followed by impregnation with silver nitrate in the next step 

and, finally, with sodium hydroxide (NaOH) and formaldehyde to reveal the DNA bands. 

 

RESULTS 
 

According to data obtained from medical records, all patients had advanced disease (stage III 

or IV). Figure 1 provides an overview of the surgeries performed, showing the location of the 

tumors. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 shows the methylation statuses of CDKN2A and RB1 in tumor, non-tumor tissue and 

cfDNA (form first and second blood collections). CDKN2A methylation was detected in thir-

teen tumors and twelve non-tumor tissue samples. Only two patients (2 and 3) presented 

CDKN2A methylation in the cfDNA from blood of the first collection, and just patient 14 

presented it in the cfDNA from blood of the second collection. Furthermore, RB1 methylation 

was detected in eleven tumors and eight non-tumor tissues. Patient eight showed a weak band 

of RB1 methylation in the cfDNA from blood of the first collection, and a strong band of 

methylation in the cfDNA from blood of the second collection. Moreover, patient 14 showed 

a weak band of methylation only in the cfDNA from the second collection. 
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Figure 2. Methylation of CDKN2A and RB1 genes in breast cancer patients. CDKN2A: cyclin-de-

pendent kinase inhibitor 2A. RB1: retinoblastoma transcriptional corepressor 1. T: tumor. NT: non-

tumor tissue. cfDNA I: circulating free DNA of the first blood collection. cfDNA II: circulating free 

DNA of the second blood collection. M: methylated DNA. U: unmethylated DNA. C-: negative con-

trol. †: death. Ø: no return to second blood collection for other reason than death. Numbers cor-

respond to patients. 

 
 
 
 
 
 
 

Tables 1 and 2 present the methylation panels of CDKN2A and RB1 respectively. 
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Table 1. Methylation panel of CDKN2A gene in tumor, non-

tumor tissue, and in cfDNA of breast cancer patients. 

Patient Tumor Non-tumor cfDNA first cfDNA second 

Number                          Tissue          collection          collection 

1 U M U Death 

2                      M M                     M Death 

3                      M M                     M                      U 

4                      M                 M                      U                      U 

5                      M                 M                      U                      U 

6                      M                 M                      U                      U 

7                      M                 M                      U                      NR         

8                      M                  U                      U                      U 
 
9                      M                 M                      U                      NR  
10                    M                 M                      U                      U 

11                    M                 U                       U                      NR 

12                    M                 M                      U                      U 

13                    U                  U                       U                      U 

14                    M                 M                      U                      M 

15                    M                 M                      U                      U 

 

CDKN2A: cylclin-dependent kinase inhibitor 2A. cfDNA: 

circulating free DNA. M: methylated. U: unmethylated. NR: no 

return to second blood collection for reason other than death. 
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Table 2. Methylation panel of RB1 gene in tumor, non-tumor 

tissue and in cfDNA of breast cancer patients. 
 

Patient Non-tumor cfDNA first cfDNA second 

Number                          Tissue          collection          collection 

1 M U U Death 

2 M                 M U Death 

3 M U U                        U 

4                      M                  U                      U                       U 

5                      M                  U                      U                       U 

6                      M                 M                      U                       U 

7                      M                 M                      U                       NR      

8                      M                 M                      M                      M  

9                      M                  U                      U                       NR                     

10                    U                  M                      U                       U   

11                    M                  U                      U                       NR        

12                    M                 M                      U                       U 

13                    U                  U                       U                       U 

14                    U                  M                      U                       M 

15                    U                  M                      U                       U 

 
RB1: retinoblastoma transcriptional corepressor 1. cfDNA: circu-

lating free DNA. M: methylated. U: unmethylated. NR: no return 

to second blood collection for reason other than death. 
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DISCUSSION 
 

This study investigated the methylation statuses of CDKN2A and RB1genes in breast cancer 

patients. DNA from tumor, non tumor tissue and blood serum (cfDNA) were analyzed. The 

analyses showed that the vast majority of tumor samples had methylation of both CDKN2A 

and RB1. This result was expected, since methylation of these genes is related to breast cancer 

development, as pointed by Cheng et al3 and Yao7. Regarding the non-tumor tissue, the ma-

jority of samples (although slightly less than in tumors) also showed methylation of CDKN2A 

and RB1. This confirms that non-tumor tissue, although apparently free of malignancy, al-

ready presents molecular changes typical of the tumor. These changes were not detected by 

histopathological examination, but the molecular analysis of methylation indicated that the 

tissue considered tumor-free was already in the process of molecular modification with po-

tential for future cancerization. 

Only a small number of cfDNA samples showed methylation of CDKN2A and RB1. This 

must be related to the chemotherapy treatment given to patients prior to mastectomy. As 

highlighted by Kujala et al11, chemotherapy reduces the concentration of tumor DNA in the 

blood. 

Patient 14 had no methylation in either CDKN2A or RB1 in the cfDNA of the first blood 

collection. In contrast, both genes were methylated in the cfDNA of the second blood collec-

tion. In addition, patient eight showed a weak band of RB1 methylation in the cfDNA from 

blood of the first collection, and a strong band in the cfDNA of the second collection. The 

fact that the bands corresponding to methylation are stronger in the cfDNA from the second 

blood collection suggests a possible recurrence of the disease. Consequently, an increased 

concentration of tumoral DNA released into the bloodstream is observed, seen as stronger 

DNA bands visualized by gel electrophoresis. 

 
 

CONCLUSION 
 

This study presented a novel approach for monitoring breast cancer patients through the as-

sessment of methylation in cfDNA. Once liquid biopsy is non-invasive and easy to perform, 

the long-term follow up of patients was facilitated. The cfDNA analysis proposed here can 

detect changes in methylation patterns before any visible sign of disease appears in 
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breast tissue. This suggests that the study of cancer-related genes methylation in cfDNA 

could help predict the recurrence of malignant breast tumors. 
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Figure 1. Overview of the mastectomies performed on patients with breast cancer showing the location of 
the tumors. 
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Figure 2. Methylation of CDKN2A and RB1 genes in breast cancer patients. 
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Table 1. Methylation panel of CDKN2A gene in tumor, non-

tumor tissue, and in cfDNA of breast cancer patients. 

Patient Tumor Non-tumor cfDNA first cfDNA second 

Number                          Tissue          collection          collection 

1 U M U Death 

2                      M M                     M Death 

3                      M M                     M                      U 

4                      M                 M                      U                      U 

5                      M                 M                      U                      U 

6                      M                 M                      U                      U 

7                      M                 M                      U                      NR         

8                      M                  U                      U                      U 
 
9                      M                 M                      U                      NR  
10                    M                 M                      U                      U 

11                    M                 U                       U                      NR 

12                    M                 M                      U                      U 

13                    U                  U                       U                      U 

14                    M                 M                      U                      M 

15                    M                 M                      U                      U 
  

CDKN2A: cylclin-dependent kinase inhibitor 2A. cfDNA: 

circulating free DNA. M: methylated. U: unmethylated. NR: no 

return to second blood collection for reason other than death. 
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Table 2. Methylation panel of RB1 gene in tumor, non-tumor 

tissue and in cfDNA of breast cancer patients. 
 

Patient Non-tumor cfDNA first cfDNA second 

Number                          Tissue          collection          collection 

1  M U U Death 

2  M                M U Death 

3  M U U                         U 

4                       M                U                      U                         U  

5                       M                U                      U                         U 

6                       M                M                     U                         U  

7                       M                M                     U                         NR              

8                       M                M                     M                        M               

9                       M                U                      U                         NR        

10                     U                 M                     U                         U                   

11                     M                U                      U                         NR         

12                     M                M                     U                         U              

13                     U                 U                      U                         U 

14                     U                 M                     U                         M              

15                     U                 M                     U                         U  

RB1: retinoblastoma transcriptional corepressor 1. cfDNA: circu-

lating free DNA. M: methylated. U: unmethylated. NR: no return 

to second blood collection for reason other than death. 
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