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 INTRODUÇÃO

O melanoma maligno uveal é o tumor maligno primário intra-ocular mais
comum na raça branca(1) e representa 80% do total de casos de melanomas
não-cutâneos(2-3). O melanoma maligno uveal apresenta uma incidência de
aproximadamente sete casos por milhão de pessoas por ano(1).

A eficácia no diagnóstico e tratamento do melanoma maligno uveal
melhorou muito nos últimos anos. A oftalmoscopia, quando associada à
ultra-sonografia, apresenta precisão superior a 99% confirmada pelo diag-
nóstico anátomo-patológico(4-5). A braquiterapia, ou radioterapia com pla-
cas suturadas à esclera, é a forma de radioterapia mais comumente usada no
tratamento dos melanomas malignos da coróide e do corpo ciliar, envol-
vendo a colocação de uma placa contendo uma fonte radioativa sobre a
esclera, na área do tumor(6).

Apesar dos avanços no tratamento do tumor primário, a mortalidade
relacionada ao tumor não apresentou alteração significante. O melanoma
maligno de úvea apresenta altas taxas de metástase. Normalmente, as
metástases ocorrem muitos anos após o diagnóstico e tratamento do tumor
primário(7). Levantamentos estatísticos mais recentes estudaram as taxas de
sobrevida em cinco anos de pacientes com melanoma maligno uveal nos
Estados Unidos. Houve uma variação de 77% em 1973 para 84% em 1997,
sem significância estatística(8).

Pesquisa de células malignas circulantes em pacientes
com melanoma maligno de coróide

Descritores: Melanoma; Neoplasias da coróide; Monofenol mono-oxigenase; Reação em
cadeia da polimerase via transcriptase reversa; Análise de seqüência de DNA; Células
neoplásicas circulantes

Objetivo: Avaliar a possibilidade de identificação de células malignas
circulantes nas amostras de sangue periférico de pacientes brasileiros com
melanoma maligno de coróide enviadas para análise no exterior. Métodos:
Os marcadores melan-A e tirosinase foram usados para detectar a presença
de células malignas circulantes, pela transcrição reversa seguida de reação
em cadeia da polimerase e análise seqüencial de DNA (RT-nested-PCR),
em seis pacientes com melanoma maligno de coróide, diagnosticados no
Brasil. Resultados: Cinco pacientes deste grupo (83,33%) foram conside-
rados positivos. A reação de RT-nested-PCR foi positiva para melan-A em
quatro (66,7%) e positiva para tirosinase em quatro (66,7%) dos seis
pacientes testados. Três (50%) pacientes foram positivos para os dois
marcadores. Um (16,7%) paciente foi negativo para ambos marcadores.
Conclusão: A pesquisa de células malignas circulantes usando RT-
nested-PCR, foi positiva na maioria dos pacientes estudados. A qualidade
das amostras de sangue periférico dos pacientes brasileiros foi mantida no
material preservado mesmo após ter sido enviado ao exterior.

RESUMO
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O fato de a úvea ser anatomicamente desprovida de vasos
linfáticos faz com que o comportamento biológico do tumor seja
diferente de outros sítios, impedindo a instauração de um siste-
ma de estadiamento eficaz(9). Assim, o desenvolvimento de um
teste que defina a extensão da doença é um dos maiores desa-
fios no manejo de pacientes com melanoma maligno de coróide.

A primeira tentativa de detecção de células malignas circu-
lantes (CMCs) de tumores sólidos, usando transcrição re-
versa seguida de reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) foi
através ácido ribonucléico (RNA) da tirosinase em pacientes
com melanoma maligno de pele(10). Estudos posteriores reali-
zados em pacientes com câncer de mama(11), próstata(12) e
cólon(13), neuroblastoma(14), hepatocarcinoma(15) e melanoma
de pele(16) conseguiram detectar CMCs através de RT-PCR.
Mais ainda, os resultados mostraram associação com estadia-
mento clínico e prognóstico(17). A técnica de RT-PCR se tor-
nou o método preferido por causa de sua alta sensibilidade,
capaz de detectar até uma única célula por mililitro (ml) de
sangue periférico(18).

Tobal et al. iniciaram os estudos a respeito da pesquisa de
CMCs no melanoma maligno uveal, usando RT-PCR e apenas
a tirosinase como marcador(19). No entanto, estudos posterio-
res, envolvendo uma amostra maior de pacientes, falharam em
detectar CMCs em casos de melanoma maligno uveal(18). A
importância da detecção de CMCs no melanoma maligno uveal
ainda permanece nebulosa. Enquanto alguns autores encon-
traram correlação com pior prognóstico(20) e presença de me-
tástases(21), tal associação não foi demonstrada por outros(22).
Não foi encontrada nenhuma referência na literatura nacional
quanto à pesquisa de CMCs em pacientes com melanoma
maligno de coróide.

O objetivo do nosso estudo foi avaliar a possibilidade de
identificação de células malignas circulantes no sangue peri-
férico transportado à distância de pacientes com melanoma
maligno de coróide diagnosticados no Brasil.

MÉTODOS

Pacientes

Seis pacientes do Hospital dos Servidores do Estado (Rio
de Janeiro, Brasil), com melanoma de coróide foram incluídos
no estudo. Os prontuários destes pacientes foram revisados
com objetivo de coletar as seguintes informações: data do
diagnóstico, data da radioterapia e/ou enucleação (quando
aplicáveis), idade ao diagnóstico, sexo, maior dimensão tumo-
ral, desenvolvimento de metástases, incluindo sítio afetado e
data de detecção; e data da última consulta, incluindo condi-
ção clínica do paciente.

O tempo de seguimento, medido em meses, para os pacien-
tes que não desenvolveram metástases foi definido como o
intervalo entre a data do diagnóstico e a data da última consul-
ta na qual foi averiguado o estado clínico do paciente. Já o
tempo de seguimento para o grupo de pacientes que desen-

volveram metástases foi definido como o intervalo entre a data
do diagnóstico e a data da detecção da metástase.

Coleta do sangue

Foram coletados dez ml de sangue periférico de cada pa-
ciente, em tubos contendo ácido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), através de punção venosa. Cada amostra foi processada
de modo a separar a camada de células mononucleares, onde se
encontram as CMCs(23), usando-se o método Ficoll-Paque Plus
(Amersham Biosciences), de acordo com as orientações do fabri-
cante. O soro foi removido e o pellet foi resuspenso em solução
de tiocinato de guanidina, e enviado para o Canadá em comparti-
mento refrigerado por gelo seco. O envio do material foi feito
seguindo-se toda regulamentação vigente no país.

Extração de RNA

Para a extração do RNA total a partir do pellet foi utilizada
solução monofásica contendo fenol e tiocinato de guanidina
(Trizol®, Invitrogen, Gaithersburg, MD, Estados Unidos), se-
guindo protocolo previamente descrito(24). A quantidade e
pureza do RNA total extraído são analisadas através da leitura
em espectrofotômetro (Ultrospec 2000, Biochrom Ltda., Cam-
bridge, UK).

Síntese de ácido desoxirribonucléico
complementar (cDNA)

Dois microgramas (µg) de RNA total de cada paciente foram
incubados com solução que digere ácido desoxirribonucléico
(DNA) de fita única ou dupla, na concentração de uma Unidade/
microlitro (U/µl) (Desoxyribonuclease I (DNAse), Gaithersburg,
MD, Estados Unidos). Posteriormente, a DNAse é inativada
pela adição de EDTA e calor. A mistura obtida (11 µl) é então
submetida imediatamente ao processo de transcrição reversa,
adicionando-se 10 µl de uma mistura contendo: 10 mM de
dNTP; 4 µl de tampão 5x first strand; 0,1M de DTT (ditiotreitol,
Invitrogen, Gaithersburg, MD, Estados Unidos); 40 U/µl de
inibidor de RNAse (Amersham Biosciences); 200 U de trans-
criptase reversa (Moloney murine leukemia virus, Invitrogen,
Gaithersburg, MD, Estados Unidos).

Após a adição de todos os reagentes incuba-se a 37ºC por
60 min e posteriormente inativa-se a reação aquecendo-a a
95ºC por 10 min. Terminada a reação de transcrição reversa, a
mistura é diluída com água MilliQ autoclavada até o volume de
100 µl e usada para a amplificação do DNA através da reação
em cadeia de polimerase. O material não utilizado é mantido a
-20ºC. Uma amostra ausente de transcriptase reversa foi usada
como controle negativo.

Amplificação do DNA através da reação em cadeia de
polimerase (PCR)

Após a obtenção do cDNA, através da etapa de transcri-
ção reversa, realiza-se a amplificação através de PCR do frag-
mento de cDNA correspondente ao mRNA da gliceraldeído-3-
fosfato-desidrogenase (GAPDH). Esta enzima é amplamente
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expressa em células sangüíneas, sendo útil para verificar a
integridade do RNA extraído e a qualidade do cDNA sintetiza-
do (controle interno). A expressão de β-actina foi avaliada
com o mesmo propósito. Devido ao risco de resultado falso
positivo decorrente de contaminação, realizou-se a reação de
amplificação de uma amostra sem adição do cDNA (controle
negativo).

A reação de amplificação é realizada utilizando-se 5 µl de
cDNA e 9,7 µl de uma mistura contendo: 200 uM de dNTP; 10 µM
de cada primer: Tirosinase (sense: 5’ TTGGCAGATTGTCTG-
TAGCC e antisense: 5’ AGGCATTGTGCATGCTGCTT) ou
Melan-A (sense: 5’ CACTCTTACACCACGGCTGA e antisen-
se: 5’ TAAGGTGGTGGTGACTGTTCTG) (Sheldon Biotechno-
logy Centre, McGill University, Canadá); 50 mM de MgCl

2
; 5 µl

de tampão 10x 1 U Taq polimerase (Invitrogen, Gaithersburg,
MD, Estados Unidos).

A mistura final foi diluída até o volume de 50µl com água
MilliQ autoclavada. A amplificação das seqüências de cDNA
foi realizada no PTC-100 Thermal Controller (MJ Research Inc.,
Massachusetts, Estados Unidos) segundo o seguinte protoco-
lo: Desnaturação inicial a 94ºC por 4 min; 30 ciclos com tempera-
tura de desnaturação de 94ºC por 30 segundos, temperatura de
anelamento de 54ºC para melan-A ou 56ºC para tirosinase por 45
segundos e temperatura de extensão de 72ºC por 1 minuto
(Figura 5); Extensão final a 72ºC por 7 min. Cada reação foi
realizada em triplicata para cada amostra de paciente.

Amplificação seqüencial de DNA (Nested-PCR)

Nested-PCR foi realizado a partir de 2 µl do produto da
reação anterior com a adição da mesma mistura utilizada na
PCR. A única diferença na mistura foram os primers utilizados.
Nessa fase, foram usados primers de nested-PCR que se ligam
entre os primers primários usados anteriormente: Melan-A:
sense (5’ TCATCGGCTGTTGGTATTGTAG) e antisense (5’
ATAAGCAGGTGGAGCATTGG); Tirosinase: sense (5’ GTC-
TTTATGCAATGGAACGC) e antisense (5’ GCTATCCCAG-
TAAGTGGACT) (Sheldon Biotechnology Centre, McGill Uni-
versity, Canadá).

Uma amostra onde o produto do PCR primário obtido foi
excluído serviu como controle negativo para a etapa de nes-
ted-PCR. 25 ciclos adicionais foram realizados com temperatu-
ra de anelamento de 55ºC para a melan-A e 56ºC para a tirosi-
nase. O produto final da amplificação da melan-A (245 bp) e da
tirosinase (207 bp) foram visualizados em gel de agarose a
1,8% contendo brometo de etídio (Invitrogen, Gaithersburg,
MD, Estados Unidos). O paciente foi caracterizado como posi-
tivo quando ao menos um dos marcadores foi detectado. To-
dos os controles negativos para cada etapa do processo se
mostraram negativos durante todo o experimento.

O protocolo deste estudo foi aprovado pelos comitês de
ética da Universidade Federal de São Paulo e da Universidade
McGill (McGill University Health Centre, Montreal, Canadá).
O uso do material oriundo do Hospital dos Servidores do
Estado (Rio de Janeiro, Brasil) foi autorizado pelo departamen-
to de origem.

RESULTADOS

Características do grupo estudado

O grupo de pacientes pesquisados para a presença de
CMCs foi composto de 6 pacientes. Os dados clínico-patoló-
gicos estão expostos na tabela 1. A idade ao diagnóstico foi
de 58,8 ± 15,5 anos (média ± desvio padrão). Dois pacientes
eram homens e quatro eram mulheres. A maior dimensão
tumoral média foi de 10,6 ± 3,7 mm (média ± desvio padrão). Em
relação ao tratamento, dois haviam sido tratados com enuclea-
ção primária e dois foram submetidos à braquiterapia e enu-
cleação após recidiva tumoral. Os dois pacientes restantes fo-
ram tratados conservadoramente, um deles com braquiterapia e
termoterapia transpupilar (TTT), e o outro apenas com TTT com
indocianina verde. Entre os pacientes que haviam sido
enucleados, três apresentaram tumor de tipo celular misto e um
do tipo fusiforme. A média de tempo entre o diagnóstico do
melanoma maligno de coróide e a coleta do sangue foi de 34,8 ±
15,0 meses (média ± desvio padrão). A média de tempo entre o
tratamento e a coleta do sangue foi de 19,7 ± 19,2 meses (média
± desvio padrão). A média de seguimento dos pacientes foi de
60 ± 11,1 meses (média ± desvio padrão). Um paciente desenvol-
veu metástases hepáticas 11 meses após o diagnóstico, detec-
tadas ao exame ultra-sonográfico.

Resultados da pesquisa de CMCs

Cinco pacientes deste grupo (83,33%) foram considerados
positivos. A reação de RT-nested-PCR foi positiva para melan-
A em quatro (66,7%) (Figura 1) e positiva para tirosinase em
quatro (66,7%) (Figura 2) dos seis pacientes testados. Três
(50%) pacientes foram positivos para os dois marcadores. Um
(16,7%) paciente foi negativo para ambos marcadores. Os
controles negativos foram todos negativos. A reação de RT-
PCR para GADPH e para β–actina foram ambas positivas para
todos os pacientes, confirmando a qualidade do material con-
tido nas amostras.

DISCUSSÃO

Os métodos diagnósticos atuais usados no seguimento de
pacientes com melanoma maligno de coróide não são capazes
de detectar precocemente a doença metastática. A sobrevida
dos pacientes que desenvolvem metástases, principalmente
hepáticas, é menor do que sete meses(25).

Uma nova forma de se obter informação prognóstica em
tumores sólidos é a pesquisa de disseminação hematogênica de
células tumorais. Para tanto, a técnica de transcrição reversa
seguida de reação em cadeia pela polimerase para o mRNA de
marcadores histológicos é considerada como a mais indicada.
No que se refere ao melanoma maligno de coróide, a literatura é
escassa, com apenas seis artigos publicados em revistas
indexadas, onde as taxas de detecção variam consideravel-
mente(18-22,26). O marcador tumoral usado em tais trabalhos é a
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tirosinase associada ou não à melan-A. A expressão de tais
marcadores no tumor primário é alta, independente de qualquer
característica clínico-patológica ou exposição à radioterapia(27).

A primeira tentativa de pesquisa de CMCs usando RT-PCR
para tirosinase no melanoma maligno de coróide foi feita por
Tobal et al.(19). Os resultados preliminares indicavam que a
presença de CMCs era um importante indicador da ocorrência

futura de metástases. Porém, o mesmo grupo publicou um
outro trabalho alguns anos após onde 36 pacientes com mela-
noma maligno de coróide foram negativos para a presença de
CMCs(18). A relevância clínica da pesquisa de CMCs foi então
questionada pelos autores.

Keilholz et al. estudaram um grupo de 21 pacientes com
melanoma maligno de coróide sem metástases, porém apre-

Tabela 1. Dados clínicos de 6 casos de melanoma maligno de coróide pesquisados para a presença de células malignas circulantes (CMCs)

Caso Sexo Idade ao Maior Tipo de Tipo Intervalo entre Intervalo entre Seguimento Metástase CMCs
diagnóstico  dimensão tratamento celular diagnóstico   tratamento  (meses)

 (anos) tumoral  e coleta de e coleta de
(mm) sangue (meses) sangue (meses)

1 F 52 11,7 radioterapia fusiforme 36 10 48 não sim
+ enucleação

2 F 67 12,4 radioterapia misto 28 4 67 não não
+ enucleação

3 M 67 18,0 enucleação misto 3 3 11 sim sim
4 F 42 10,0 radioterapia n/a 38 30 68 não sim

+ TTT
5 F 50 5,8 TTT com n/a 54 53 61 não sim

 indocianina
6 M 76 14,0 enucleação misto 19 18 44 não sim

Figura 1 - Resultado do RT-nested-PCR para melan-A

Figura 2 - Resultado do RT-Nested-PCR para tirosinase
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sentando fatores de risco para tanto (incluindo padrão de
crescimento difuso, recorrência local, dimensão tumoral maior
que 15 mm, envolvimento do corpo ciliar e extensão extra-
ocular), e outro grupo de 26 pacientes com melanoma maligno
de coróide e doença metastática diagnosticada. A técnica
utilizada foi a de RT-PCR em tempo real (“real time RT-PCR”)
para melan-A, tirosinase e gp100, onde é possível quantificar a
presença de cada produto de transcrição. A melan-A e tirosi-
nase foram detectadas em 4% e 12,5% dos pacientes do grupo
sem metástases, respectivamente. No grupo com metástases,
melan-A e tirosinase foram detectadas em 77% e 60% das
amostras. Gp-100 não foi considerado um bom marcador por
estar expresso também em indivíduos normais. Dois dos três
pacientes positivos para CMCs, do grupo sem metástases,
desenvolveram metástases ao longo do estudo. No mesmo
grupo, entre os 17 pacientes que foram negativos para CMCs,
apenas 1 desenvolveu metástases(21).

Um outro grupo de pesquisadores, inicialmente encontrou
CMCs em dois de 12 pacientes com melanoma maligno de
coróide usando RT-PCR para tirosinase(26). Posteriormente, 41
pacientes com melanoma maligno de coróide foram testados e
acompanhados por cinco anos para avaliar a relevância prog-
nóstica do teste. No momento do diagnóstico, 39% dos pacientes
foram positivos para CMCs, nenhum apresentava metástases.
Uma semana após o tratamento, 69% dos pacientes previa-
mente positivos apresentaram resultados negativos. Apenas
um paciente que havia sido negativo, apresentou resultado
positivo após o tratamento. Durante o seguimento de cinco
anos, a sobrevida se correlacionou com o resultado do RT-
PCR. Os pacientes com resultado positivo no momento do
diagnóstico apresentaram um risco maior de morte(20).

Recentemente, foi publicado um estudo prospectivo com
30 pacientes com melanoma maligno de coróide sem doença
metastática. Vinte RT-nested-PCRs foram realizados para cada
paciente, em cada visita trimestral. Vinte e nove dos 30 pacien-
tes apresentaram resultado positivo em alguma visita. CMCs
foram identificadas em pacientes recentemente diagnostica-
dos, tratados com radioterapia, enucleação ou apenas obser-
vados, independente do tamanho tumoral, tipo de tratamento
ou período de tempo decorrido após o tratamento. A discor-
dância dos resultados deste último estudo com os anteriores
pode ser explicada pela diferente metodologia: um maior volu-
me de sangue, uso da técnica de análise seqüencial de DNA,
maior número de RT-nested-PCRs por visita e a adição de um
segundo marcador além da tirosinase, a melan-A, que se mos-
trou mais sensível(22).

No trabalho apresentado, a dúvida maior era se o sangue
coletado em pacientes no Brasil poderia ser transportado para
um centro à distância, onde a pesquisa de CMCs pudesse ser
feita sem sacrifício à qualidade do material. Foram coletados
10 ml de sangue periférico de seis pacientes com melanoma
maligno de coróide, nenhum deles com doença metastática
identificada. O preparo e envio das amostras foi feito con-
forme descrito anteriormente(21). A técnica de detecção foi
similar à utilizada por Callejo et al.(22). No grupo de pacientes

testados, todas as amostras mantiveram a integridade do RNA
nela contido. O cDNA formado teve sua qualidade testada e
comprovada através da amplificação dos genes da β-actina e
GAPDH. O método de coleta, transporte e detecção dos mar-
cadores, utilizado neste estudo, se mostrou eficaz. Dos seis
pacientes testados, cinco foram considerados positivos.

Apesar do pequeno número de pacientes, os resultados
encontrados no nosso estudo estão de acordo com o trabalho
de Callejo et al.(22). As CMCs foram encontradas na maioria
dos pacientes, independente do tamanho do tumor primário,
tempo do diagnóstico ou tratamento. Mais ainda, tais achados
corroboram a idéia de que a disseminação hematogênica ocor-
re precocemente, antes mesmo do diagnóstico(28). Interessan-
te notar que o teste foi positivo mesmo nos pacientes que
foram enucleados e sem doença metastática detectada. É pos-
sível que as células circulantes sejam capazes de colonizar
certos órgãos e permanecer em estado de latência por vários
anos. Esses focos de micrometástases podem gerar a dissemi-
nação secundária de novas CMCs(29).

A interpretação de um resultado negativo para presença
de CMCs, deve ser feita com cautela. A presença de CMCs no
sangue periférico não é um evento constante. No trabalho de
Callejo et al. foram feitos um total de 2720 RT-nested-PCRs a
partir de 1.360 amostras coletadas em 136 visitas. Apesar da
maioria dos pacientes terem apresentado um resultado positi-
vo, o número de testes positivos por visita foi pequeno(22).
Outra explicação para um resultado negativo é a perda da
expressão dos marcadores de diferenciação melanocítica nas
CMCs. As diferenças entre os perfis de expressão gênica do
tumor primário e do foco metastástico foram estudados em um
modelo animal de melanoma maligno de coróide(30). O que se
descobriu foi a presença de grupos de genes que tem sua
expressão alterada durante a progressão para metástases. En-
quanto a expressão de alguns genes é aumentada nas metásta-
ses, a de outros é diminuída. Neste segundo grupo de genes,
estão os marcadores de diferenciação melanocítica.

Uma outra pergunta que surge é a importância prognóstica
de se detectar CMCs no sangue periférico de pacientes com
melanoma maligno de coróide. A simples presença de células
tumorais na circulação não significa a ocorrência futura de
metástases, já que grande parte destas células é destruída.
Além disso, entre as células de uma neoplasia primária, mesmo
entre aquelas que entram na circulação, a capacidade de origi-
nar metástases é diferente(31). Mais ainda, a colonização de
certo órgão por células malignas depende também de caracte-
rísticas locais do órgão-alvo e da interação intercelular(32).

As descobertas recentes vêm mudando o foco do trata-
mento do melanoma maligno de coróide. Apesar do tratamento
do tumor primário ter extrema importância, a influência na
sobrevida do paciente é mínima. A doença sistêmica, presente
ao momento do diagnóstico é a principal atenção das novas
linhas de pesquisa. Somente o pleno entendimento da cascata
de eventos que levam à formação e crescimento das metásta-
ses permitirá o desenvolvimento de terapias que melhorem o
prognóstico do melanoma maligno de coróide.
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CONCLUSÃO

A pesquisa de células malignas circulantes usando RT-
nested-PCR, foi positiva na maioria dos pacientes estudados.
A qualidade das amostras de sangue periférico dos pacientes
brasileiros foi mantida no material preservado mesmo após ter
sido enviado ao exterior.

ABSTRACT

Purpose: The purpose of our study was to detect circulating
malignant cells (CMCs) in oversea-shipped blood samples of
patients with uveal melanoma diagnosed in Brazil. Methods:
Melan-A and tyrosinase were the two markers used for the
detection of CMCs, using reverse transcriptase nested poly-
merase chain reaction (RT-nested-PCR) in 6 patients with
uveal melanoma. The expression of β-actin and GAPDH were
used to assess the quality of the material. Results: Five
patients (83.33%) tested positive for the presence of CMCs.
The RT-nested-PCR was positive for melan-A in 4 patients
(66.7%) and positive for tyrosinase in 4 (66.7%) of the 6
patients. Three (50%) patients were positive for both markers.
One (16.7%) patient was negative for both markers. All
negative controls were negative. Conclusion: The quality of
the blood samples shipped overseas, from patients with uveal
melanoma, was preserved. The detection of CMCs using RT-
nested-PCR was positive in the majority of the patients.

Keywords: Melanoma; Choroid neoplasms; Monophenol mo-
nooxygenase; Reverse transcriptase polymerase chain reac-
tion; Sequence analysis, DNA; Neoplasm circulating cells
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