KATHERINE DE SOUZA RODRIGUES

ESTUDO DE POLIMORFISMOS RELACIONADOS AO GENE hTERT COMO
POTENCIAIS FATORES DE RISCO OU DE PROGNOSTICO EM CANCER DE
MAMA

BRASILIA, 2024



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

KATHERINE DE SOUZA RODRIGUES

ESTUDO DE POLIMORFISMOS RELACIONADOS AO GENE hTERT COMO
POTENCIAIS FATORES DE RISCO OU DE PROGNOSTICO EM CANCER DE
MAMA

Tese apresentada como requisito parcial para a
obtencéao do titulo de Doutor em Ciéncias da Saude
pelo Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia.

Orientador: Prof. Dr. Diégo Madureira de Oliveira

BRASILIA, 2024



KATHERINE DE SOUZA RODRIGUES

ESTUDO DE POLIMORFISMOS RELACIONADOS AO GENE hTERT COMO
POTENCIAIS FATORES DE RISCO OU DE PROGNOSTICO EM CANCER DE
MAMA

Tese apresentada como requisito parcial para a
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias da Saude
pelo Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias da

Saude da Universidade de Brasilia.

Aprovada em 04 de margo de 2024.

BANCA EXAMINADORA

Assinaturas eletrénicas no processo SEI n° 23106.147574/2023-62

Prof. Dr. Diégo Madureira de Oliveira — presidente

Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Ricardo Titze de Almeida

Universidade de Brasilia

Prof? Dr.a Rosangela Vieira de Andrade

Universidade Catodlica de Brasilia

Prof? Dr.a Janaina Cristiana de Oliveira Crispim Freitas

Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Rodrigo Haddad — suplente

Universidade de Brasilia

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
»  http://sei.unb.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0,
» informando o cddigo verificador 10804040 e o cédigo CRC 58DA3EAE.




A Deus, que me inspirou e me deu
forcas para seguir no caminho da
pesquisa junto ao meu incrivel

orientador, Diégo Madureira.



AGRADECIMENTOS

Agradeco,

A Deus, que tornou tudo isso possivel. Ainda me lembro do final de 2008,
quando me encontrava assustada com o futuro académico e nem imaginava que
iniciaria o curso de Farmacia na UnB. Nao sé conclui a graduagéo, mas também
conheci o0 meu orientador que me auxiliou até aqui. Em toda essa jornada a mao de
Deus me capacitou a fazer o que eu ndo conseguia, me deu esperanga nos momentos
que pensei em desistir e abriu portas para que tudo desse certo. Com toda certeza,
qualquer conhecimento e sabedoria que adquiri foi por meio dEle. A Ti, meu Deus, é
0 meu maior agradecimento. Obrigada por todo amor, cuidado e por ter colocado
pessoas tao especiais na minha vida.

Ao meu orientador, Diégo Madureira, que me inspira desde a primeira aula de
cancerologia. Obrigada por abragar a area clinica comigo, mesmo dando muito
trabalho com toda a burocracia e nos levando a territérios novos além das bancadas.
Obrigada por cada conselho, cada reunido, cada dica e cada apoio. O senhor sempre
teve o dom de trazer paz e esperanga com o seu jeito sereno e descontraido e, por
iSO, eu sabia que era sO conversar com vocé que um grande problema se tornaria
insignificante. Obrigada por me ensinar a encarar a universidade com muita
humildade, dedicagcédo, esperanga e nobreza. Obrigada por ser esse exemplo
magnifico na area académica. Seguindo essa area, com certeza quero ser como VOcé.

Ao Dr. Ricardo Titze e ao Dr. Fabio Pittela, por acrescentar ao meu projeto
durante a qualificagdo. Obrigada pelas sugestbes e por ampliar a nossa visdo em
relacdo a nossa pesquisa, foram grandes contribuigcdes.

Aos meus amigos do grupo de pesquisa da telomerase, que tornaram os dias
nos laboratérios muito melhores. Foi muito bom ter a companhia e crescer na vida
académica com vocés. Sinto a falta das nossas conversas, desabafos e dos
momentos de descontracdo. O laboratério sem vocés nao € o mesmo.

Aos professores e técnicos dos laboratérios de Analises Clinicas/FCE, Rodrigo,
Izabel, Nara, Elias e Lorena. Obrigada por ceder equipamentos, reagentes e
conhecimento, e também pela confianca no dia a dia. O apoio de vocés foi

fundamental para que eu realizasse os experimentos.



Ao pessoal do Laboratério de Analises Moleculares, que me acolheu e me
ajudou a encontrar cada equipamento no novo laboratério. Em especial, as
professoras Elaine e Rita, e a Rebecca.

Aos profissionais do CETTRO, em especial o Dr. Jodo, Dra. Miriam e Ms. Karla,
gque me ajudaram na pesquisa com os pacientes com cancer. Obrigada por me
ajudarem com os pacientes, a me ensinar a usar o sistema e por ceder tudo o que
precisava para a pesquisa.

Aos orgéaos e instituigbes que contribuiram com esse trabalho, UnB, CNPq,
CETTRO, Sabin e Hemocentro de Brasilia.

A Coordenacgédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pelo suporte financeiro.

A minha avé Francisca e aos meus tios, primos, amigos e pastores. De varias
formas vocés cuidaram de mim, estando presentes fisicamente ou ndo. Obrigada por
toda oracdo e motivacdo. Sei que sempre torceram por mim.

E principalmente, aos meus familiares, minha segunda base. Amo vocés!
Agradeco aos meus pais, Romeu e Terezinha, por investirem na minha educagéo.
Sem o apoio de vocés nao teria como continuar com os meus estudos por tanto tempo.
Obrigada também pelo cuidado, amor, oragdes e carinho. Vocés séo pais incriveis. E
maezinha, a senhora nao existe! Sei que tive momentos desafiadores demais e a
senhora n&o saiu de perto, me motivou, me abragou e ajudou a me reerguer. Nem sei
0 que seria de mim sem a sua doce e amavel presenca. Suas incontaveis oracoes e
declaragbes mudavam toda a atmosfera ao meu redor. Aos meus irmaos, Israel e
Guilherme, que sempre torceram por mim. Com o jeito alegre, as brincadeiras e até
as implicancias vocés trouxeram momentos que guardo com carinho. Sera o fim da
era caverna, Rael?! E por ultimo, mas mais que especial, meu amado esposo, parceiro
e companheiro, André Moura. A vocé, que chegou no meio de tudo isso, no momento
mais conturbado da pesquisa, muito obrigada por todo apoio. Quantas vezes vocé me
ajudou de consideraveis formas, até mesmo escutando minhas explicagdes sobre
assuntos que nem sao da sua area. De vocé sempre vinham palavras de animo,
conforto e superacao - e nao me deixava esquecer de que em Deus eu ja tinha tudo
0 que precisava. Obrigada pela paciéncia, por me ouvir atentamente, por me ajudar
nos momentos que precisava me concentrar e por ser esse porto onde podia
descansar e recarregar minhas energias. Definitivamente, vocé fez diferenca nos

meus dias, trazendo alegria, leveza, forga e muito amor.



RESUMO

O cancer de mama (CM) é uma das causas mais comuns de morte em
mulheres, sendo o tipo de cancer mais frequente nessa populagdo. No
desenvolvimento da doenga é esperada a ocorréncia de alteragbes genéticas que
conferem uma susceptibilidade especifica ao CM para aqueles que apresentam certas
variagdes genéticas. Alteracbes na regido promotora do gene TERT estao
significativamente relacionadas a muitos tipos de cancer e mutagdes somaticas e
SNPs nessa regiao podem influenciar a susceptibilidade e prognéstico do cancer. Por
ser a telomerase uma enzima importante no processo de carcinogénese, por estar
presente na maioria dos tumores e pelos indicios de ser um bom marcador molecular,
se faz necessaria uma investigacdo mais profunda no tema. Este estudo encontrou
325 genes e 1900 SNPs relacionados ao CM e analisou SNPs na regidao promotora
da telomerase em 108 pacientes com CM e em 108 individuos saudaveis, e testou a
correlagao de tais dados com fatores de risco e progndstico. 8 SNPs foram analisados:
rs2242652, rs964200877, rs540807196, rs980822475, rs10078991, rs1054221410,
rs930389112 e rs1433143099. Este € o primeiro estudo que descreve o fator de risco
desses polimorfismos para o CM na populacéo do Distrito Federal. Na determinacao
de fator de risco para CM, apenas o polimorfismo rs10078991 foi préximo do
significativo (p= 0,06), demonstrando que a auséncia do alelo T aumenta o risco de
CM em 1,004 vezes. Para o fator progndstico, a analise do SNP rs10078991
considerou 2 grupos: presencga do Alelo C (n= 19) e auséncia do Alelo C (n=79). Em
relacdo ao receptor de progesterona (RP), houve associagdo em relagéo a variante
génica (p= 0,0419), demonstrando que o Alelo C esta relacionado a maior expressao
de RP e que sua auséncia (sem Alelo C - gendtipo TT) esta relacionada a baixa
expressao, o que conferiu a este grupo um pior prognéstico em relagado ao RP. Para
outras variaveis clinicas, o gendtipo TT apresentou resultados particulares ao
prognoéstico do CM. Em relagdo a um bom prognostico, mesmo os tumores maiores
apresentaram menor comprometimento de linfonodos. Em contrapartida, as seguintes
variaveis foram relacionadas a um pior prognéstico: IMC e estadiamento T; e infiltrado
inflamatério. Ja o grupo Alelo C apresentou melhor relagdo com um bom progndéstico
no CM para: IMC e Estadiamento N1; e infiltrado inflamatério. Esses achados deixam
em evidéncia o SNP rs10078991 para ser utilizado como um marcador para o CM, ja
que apresentou relevancia como fator de risco e prognostico para o CM.

Palavras chave: cancer de mama; telomerase; polimorfismo; hTERT; mutagao.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is one of the most common causes of death in women, being
the most common type of cancer in this population. During the development of the
disease, genetic alterations are expected to occur that confer a specific susceptibility
to BC for those who present certain genetic variations. Changes in the promoter region
of the TERT gene are significantly related to many types of cancer, and somatic
mutations and SNPs in this region may influence cancer susceptibility and prognosis.
Because telomerase is an important enzyme in the carcinogenesis process, because
it is present in most tumors and because of the evidence that it is a good molecular
marker, a deeper investigation into the subject is necessary. This study found 325
genes and 1900 SNPs related to BC and analyzed SNPs in the telomerase promoter
region in 108 patients with BC and 108 healthy individuals, and tested the correlation
of such data with risk and prognostic factors. 8 SNPs were analyzed: rs2242652,
rs964200877, rs540807196, rs980822475, rs10078991, rs1054221410, rs930389112
and rs1433143099. This is the first study that describes the risk factor for these
polymorphisms for BC in the population of the Federal District. When determining the
risk factor for BC, only the rs10078991 polymorphism was close to significant (p= 0.06),
demonstrating that the absence of the T allele increases the risk of BC by 1.004 times.
For the prognostic factor, the analysis of the SNP rs10078991 considered 2 groups:
presence of C Allele (n=19) and absence of C Allele (n=79). Regarding progesterone
receptor (PR), there was an association in relation to the gene variant (p= 0.0419),
demonstrating that C Allele is related to higher expression of PR and that its absence
(group without C Allele — TT genotype) is related to low expression, which gave this
group a worse prognosis in relation to PR. For other clinical variables, the TT genotype
(group without C Allele) showed particular results for BC prognosis. In relation to a
good prognosis, even larger tumors had less lymph node involvement. On the other
hand, the following variables were related to a worse prognosis: BMI and T staging;
and inflammatory infiltrate. The Allele C group showed a better relationship with a good
prognosis in BC for: BMI and N1 staging; and inflammatory infiltrate. These findings
highlight the SNP rs10078991 to be used as a marker for BC, as it is relevant as a risk
and prognostic factor for breast cancer.

Keyword: breast cancer; telomerase; polymorphism; hTERT; mutation.
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PREFACIO

O presente trabalho foi desenvolvido como contribuicdo a pesquisa do cancer,
auxiliando o conhecimento sobre a telomerase, enzima relacionada a imortalizacao
celular na carcinogénese e presente na maioria dos tumores. Esta tese apresenta
resultados de uma pesquisa iniciada em 2018, envolvendo pacientes com cancer de
mama e individuos saudaveis do Distrito Federal, polimorfismos da telomerase e
fatores de risco e prognostico.

Os resultados foram divididos em dois capitulos. O primeiro capitulo apresenta
uma revisado sobre polimorfismos e risco de cancer de mama, abordando inclusive
polimorfismos da telomerase relacionados ao risco de cancer de mama. O segundo
capitulo expde os resultados do projeto, iniciando com a descrigdo dos grupos caso e
controle e seguindo com a descricao dos achados relacionados aos fatores de risco
para cada polimorfismo. Posteriormente é descrito os dados clinicos do grupo caso,
explicando as variaveis clinicas do cancer de mama e o significado prognéstico delas,
apresentando também a associacdo dessas variaveis com um polimorfismo da

telomerase para verificar seu valor prognéstico.
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1. INTRODUGAO

Cancer € um termo utilizado para definir uma série de doengas que tém em
comum alteragdes moleculares que fazem com que as células assumam novas
caracteristicas, tais como crescimento e proliferacao indiscriminada, podendo afetar
quase qualquer parte do corpo (1,2) . O cancer surge quando as células sofrem danos
nao-reparaveis no acido desoxirribonucleico (DNA) que por varidveis mecanismos
provocam mutagcdes em genes responsaveis pela regulagdo celular, gerando uma
célula sem equilibrio nos processos de proliferagdo e morte, iniciando assim a
formacao de neoplasias — mais usualmente reconhecidas como tumores (3,4).

Tabagismo, ma alimentagdo, sedentarismo, alteragdes reprodutivas,
crescimento e envelhecimento da populagédo sdo exemplos de fatores que influenciam
na patogénese do cancer (5). As causas do cancer sao variadas e podem ser externas
ou internas ao organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas internas sao
mutagdes aleatdrias e predisposigdes genéticas (2,6).

Mundialmente espera-se que a ocorréncia do cancer aumente, a cada ano,
devido ao crescimento e envelhecimento da populagao, além dos frequentes habitos
e fatores de estilo de vida relacionados ao cancer (7). No Brasil, a estimativa para o
ano de 2024 aponta para a ocorréncia de aproximadamente 704 mil casos novos de
cancer, sendo os canceres de pele ndo melanoma, préstata, mama, célon, reto,
pulméo e estdbmago os mais incidentes. Os mais frequentes, por sexo, serdo o cancer
de mama em mulheres (74 mil casos) e o cancer de prostata em homens (72 mil

casos) — excluindo-se o cancer de pele ndo-melanoma (8).

1.1. CANCER DE MAMA

O céncer de mama (CM) é uma doenga multifatorial e poligénica e representa
uma das causas mais comuns de morte em mulheres, sendo o tipo de cancer mais
frequente nessa populacao (9,10). Dentre os fatores de risco, se destacam idade
superior a 40 anos, histéria de algumas doencas proliferativas da mama, histéria de
CM na familia de primeiro grau, menstruagdo precoce, menopausa tardia,
nuliparidade, consumo de contraceptivos orais, tabagismo, consumo de alcool,

amamentacgao e atraso na idade do primeiro parto (9,11). Os antecedentes genéticos
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ou a historia familiar sdo responsaveis por cerca de 20-25% da incidéncia global de
CM (11).

No desenvolvimento da doenca é esperada a ocorréncia de alteragdes
genéticas somaticas em oncogenes e genes supressores de tumor (12), que conferem
uma susceptibilidade especifica ao CM para aqueles que apresentarem certas
variagdes genéticas (13). Alguns loci genéticos ja sdo conhecidos pela relagédo com
susceptibilidade ao CM, como BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, ATM, BRIP1,CHEKZ2 e
PALB?2, e representam 15 a 20% do risco genético de CM (11).

O CM geralmente comeca nas células epiteliais luminais da glandula mamaria
(14). Sobre os tipos de cénceres, a maioria sdo carcinomas - comegam nas células
que revestem os orgaos e tecidos (células epiteliais). O carcinoma mamario comega
nos ductos (ductos do leite) ou nos I6bulos (glandulas produtoras de leite) — Figura 1.
Existem outros tipos de canceres de mama, como sarcomas, que comegam nas
células do musculo, gordura ou tecido conjuntivo. As vezes, um Gnico tumor de mama

pode ser uma combinacao de diferentes tipos (15).

Normal lobule

Abnormal  cells

Normal duct inlobule

~ Abnormal cells
in duct -

Carcinoma ductal invasivo Carcinoma lobular invasivo
Figura 1 — Localizagao dos tipos mais comuns de cancer de mama, CDI e CLI (Fonte:

Adaptado de 15)

Os tipos mais comuns de CM sao carcinoma ductal in situ (CDIS), carcinoma

ductal invasivo (CDI) e carcinoma lobular invasivo (CLI) — Quadro 1. O in situ nao se
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espalha, ja o invasivo ou infiltrando se espalham para o tecido mamario circundante
(15).

Quadro 1 — Tipos de cancer de mama

Tipos comuns

Conhecido como carcinoma intraductal, € um CM

Carcinoma ductal in situ (CDIS) . : . :
nao-invasivo ou pré-invasivo.

Pode ser chamado de neoplasia lobular. As
células que parecem cancerosas estao
Carcinoma lobular in situ (CLIS) crescendo nos I6bulos das glandulas produtoras
de leite da mama, mas nao crescem através da
parede dos lobulos.

O tipo mais comum de CM. Inicia-se em um ducto
de leite da mama mas atravessa a parede do
ducto e cresce no tecido adiposo da mama.

Carcinoma ductal invasivo (ou infiltrante)

Inicia-se nas glandulas produtoras de leite
(I6bulos). Como o CDI, ele pode se espalhar para

Carcinoma lobular invasivo (ou infiltrante)
outras partes do corpo.

Tipos especiais

Carcinoma adendide cistico (ou adenocistico) Carcinoma mucinoso (ou coloide)
Carcinoma adenosquamous de baixo grau Carcinoma papilar ou micropapilar
Carcinoma medular Carcinoma tubular
Carcinoma metaplasico Carcinoma misto
Tipos raros

Um tipo incomum de CM invasivo. Representa
Cancer de mama inflamatério cerca de 1% a 3% de todos os canceres de
mama.

Comeca nos dutos da mama e se espalha para a
pele do mamilo e, em seguida, para a
Doenga de Paget do mamilo aréola. Representa cerca de 1% de todos os
casos de CM.

Desenvolve no tecido conjuntivo (estroma) da
Tumor de Phyllodes mama, em contraste com carcinomas, que se
desenvolvem nos ductos ou I6bulos.

Inicia-se em células que alinham

Angiossarcoma . el
vasos sanguineos ou vasos linfaticos

(Fonte: Adaptado de 15)

O diagndstico e o tratamento precoce podem conferir boa resposta ao

tratamento e aumentar a chance de cura, por isso a observacdo pessoal € o
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rastreamento a partir dos 50 anos devem ser adotados. Os sinais e sintomas mais
caracteristicos sdo nodulo endurecido, fixo e geralmente indolor, alteragées no
mamilo, nédulo na regido das axilas e pescogo, saida espontanea de liquidos dos
mamilos, pele da mama avermelhada, retraida ou com aspecto de laranja. Para o
rastreamento, € recomendado a mamografia a partir dos 50 anos, que deve ser
realizado a cada 2 anos, até os 69 anos (16).

Para melhor entendimento da implicagdo dos fatores progndsticos no CM,
outros parametros relacionados estardo descritos no topico 4.3.1 (Cancer de mama e

fatores prognésticos), na se¢cdo Resultados e Discussao.

1.2.MARCADORES EM CANCER DE MAMA

As variagdes nas caracteristicas moleculares de um mesmo tipo de cancer
mostraram a importancia de se tomar medidas preventivas ou definir tratamentos
levando em consideragéo as caracteristicas individuais (17—-19) e tornou a busca por
novos alvos terapéuticos, nos varios subtipos moleculares de cancer, um dos
principais objetivos na investigacdo molecular do cancer (20). Essa evolugao entre a
melhora no diagndstico e criacado de terapias adaptada ao genoma individual acontece
principalmente através do desenvolvimento do campo da farmacogenémica (21).

Parte do sucesso da redugdo da mortalidade por cancer esta ligado ao
desenvolvimento de programas de deteccdo e prevencdo precoces (22). Os
biomarcadores podem ser usados para a detecgao precoce da doenca em individuos
assintomaticos (23). Perfis de genes, proteinas e metabdlitos de biofluidos (soro,
plasma e urina) sado frequentemente usados na detec¢cdo do cancer (24). Isto &
possivel por causa das alteragcdes celulares diferentes presentes no organismo que
tem a doenga (23). Através da genética o estudo de polimorfismos auxiliaria na
descoberta desses biomarcadores para preveng¢do, antecipacdo de diagndstico e
manejo clinico (25).

No CM ja existem marcadores classicos extremamente importantes e utilizados
na clinica. O BRCA1 e BRCAZ2 estéao relacionados a estabilidade genémica e reparo
de DNA, regulando a progressédo do ciclo celular e atuando como supressores de
tumor (26). Aproximadamente 80% dos portadores de mutagdes desses genes podem
desenvolver CM (27). O TP53 também é um gene supressor de tumor que atua na

regulagao do ciclo celular, no reparo de danos ao DNA e na sobrevivéncia celular sob
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estresse genotdxico. Mutagdes nesse gene estao presentes em 30 a 50% dos tumores
e sao mais frequentes naqueles individuos que possuem mutagdes em BRCAT e
BRCA2 (26). Outros marcadores com destaque no CM estdo relacionados a sua
classificagdo molecular e sao utilizados na clinica para definir progndstico e
tratamento, como o Ki67, receptor de progesterona (RP), receptor de estrogénio (RE)
e receptor de crescimento epidérmico humano 2 (HER2) (18). Um subtipo molecular
conhecido como triplo-negativo, por exemplo, possui RP, RE e HER2 negativos,
conferindo ao paciente um mau prognostico e tratamento mais limitado por néo
responder ao tratamento comum, como as terapias hormonais e ao trastuzumabe (18).
O uso das informagdes de genes relacionados a CM, como os mencionados acima,
tem auxiliado a detecgao precoce (27) e a definicdo de progndstico e tratamentos —

cirurgia e variagao das respostas a quimioterapia e radioterapia, por exemplo (26).

1.3.POLIMORFISMOS E CANCER DE MAMA

O termo “polimorfismo” descreve uma variagdo genética em uma populagao.
Isso ocorre por conta das mutagdes, que proporcionam a base para a variagao
genética, evolugao e analise genética (28). Enquanto uma mutagao esta relacionada
a alteracao na sequéncia do DNA, o polimorfismo esta relacionado a mutagcées com
uma frequéncia de 1% ou mais em uma populacéo. Para a area clinica, o termo pode
ser utilizado para qualquer gene ou nucleotideo para o qual mais de uma forma é
encontrada na populagao, independente da frequéncia da mutagao (29).

Essas alteracbes no DNA podem ser germinativas, herdaveis e a base da
transmissdo da diversidade genética e da evolugdo, bem como das doengas
genéticas; ou somaticas, nao herdaveis, mas podem levar a fungdes celulares
alteradas e a tumores, por exemplo (28). A implicagdo dessas alteragdes, para a
clinica, esta relacionada a uma mudanga de gendtipo com ou sem alteragdo do
fendtipo. A alteracao do fendtipo resulta na variagao da expresséo daquela sequéncia,
causando, por exemplo, mudanc¢a de medida bioquimica, estado fisiolégico, presenca
de um antigeno ou caracteristica fisica (29). O grau de mudanga depende do grau de
alteragdo que a mutagao provoca no funcionamento do produto génico (28).

Apesar da grande variabilidade nos fendtipos dos seres humanos, em 99,9%
da sequéncia genética ndo ha variagdo. Aproximadamente, a cada 1000 pares de

bases do genoma ha 1 polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) — em torno de 3
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milhdes de SNPs por pessoa. Embora a maioria dos SNPs nao apresentam
consequéncias em relagdo a expressao clinica, um subgrupo de SNPs apresenta
implicagdes clinicas e € responsavel por grande parte da diversidade humana
observada (30).

Por ser fonte de variagao genética humana, os SNPs podem contribuir para a
suscetibilidade de um individuo ao cancer (20). Essa susceptibilidade pode ser
influenciada pelo papel do gene e pela alteracéo que o polimorfismo pode ocasionar.

A glutationa S-transferase, por exemplo, € uma enzima que protege as células
contra lesdes quimicas, evitando o acumulo de quinonas que promoveriam a formagao
de adutos de DNA com potencial carcinogénico (10,31). Essa enzima pode sofrer a
influéncia de polimorfismos nulos que promovem a auséncia de expressao € a perda
da atividade da enzima, contribuindo para a manutencédo do tumor. Dois SNPs que
atuam nessa via sdo a Glutationa S-transferase Mu1 (GSTM1) e Glutationa S-
transferase Theta1l (GSTT1). Um estudo no norte da india encontrou associagéo de
dele¢des génicas, nomeado de polimorfismo nulo, de GSTM1 com o risco de CM (OR=
2,231; 1C95%= 1,332-3,737; p= 0,002), mas ndo houve associagdo com o genotipo
nulo de GSTT1 (32). Outro estudo, numa populagao filipina, ndo encontrou diferenca
significativa entre os grupos caso e controle de ambos polimorfismos (33). Outras
pesquisas encontraram associagao desses polimorfismos com o risco de CM em
estudos com os gendtipos nulos combinados de GSTM1 e GSTT1 (OR= 10,80;
IC95%= 1,16—100,43) em Mizoram - Nordeste da india (34), GSTM1 em brasileiros
(OR= 2.4; 1IC95%= 1.1-5.6; p= 0,04) (35) e em ganenses com GSTT1 (OR= 2,84;
IC95%= 1,52-5,29; p=0,001) e combinagdo de GSTT1 nulo e GSTM1 presente (OR=
3,02; 1C95%= 1,61-5,66; p= <0,001) (36).

O gene ESRT1 codifica o receptor de estrogénio, que em tumores ativa a
transcricdo de genes ligados a proliferagao celular, sendo o principal impulsionador
da tumorigénese no CM (37). Portanto, polimorfismos nessa regido podem estar
relacionados ao aumento ou diminuigao do risco de CM (38). A revisdo de Jahandoost,
Farhanghian e Abbasi descreveu estudos que encontraram associacido entre
polimorfismos do gene ESR1 e risco de CM: ER1002, rs2077647 e rs827421 na
populagao judaica; rs2077647, rs1801132 e rs2228480 no Ira, rs851982 na populagao
americana; rs851984, rs2881766, rs1801132 e rs910416 na Alemanha (14). Apesar
do resultado, esses e outros autores mostram divergéncias nas associagbes e

apontam para a importancia de se considerar fatores que podem implicar nessas
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diferencas, como diferentes etnias, interacao entre genes, desequilibrio de ligagao
entre locais de SNPs, ambiente e estilos de vida, que podem contribuir distintamente

para a tumorigénese (14,39).

1.3.1. Polimorfismos relacionados a telomerase

Outro gene que tem demonstrado relevancia no cancer é o da telomerase.
Alguns estudos tém ligado o polimorfismo de genes relacionados a telomerase com a
susceptibilidade e/ou sobrevivéncia do cancer (40). Alteragbes na regido promotora
do gene da transcriptase reversa da telomerase (TERT) estao significativamente
relacionadas a muitos tipos de cancer e mutagdes somaticas e SNPs nessa regiao
podem influenciar a susceptibilidade e progndstico do cancer (41).

A enzima telomerase reconstroi os teldmeros apds cada ciclo mitdtico,
provocando importantes efeitos sobre as células — imortalizagao (20,42). A atividade
da telomerase € ausente na maioria dos tecidos somaticos humanos normais mas é
frequentemente detectavel em quase todos os tipos de tumores, reforcando a
importancia da telomerase no desenvolvimento de cancer (43).

Os teldmeros consistem em repeticdbes de nucleotideos em tandem da
sequéncia (TTAGGG)n (44), e sao essenciais para proteger terminais cromossémicos
contra a degradacéo, fusao e rearranjo de ponta a ponta (20,43). No processo celular,
quanto mais vezes uma linhagem se divide, mais o tamanho do teldbmero de seus
cromossomos diminui, até que atingem um tamanho minimo que limita novas divisdes
celulares porque o DNA ndo pode mais ser duplicado — processo de senescéncia
celular (45). Esse processo ocorre porque a DNA polimerase € incapaz de replicar a
extremidade dos cromossomos (40).

Alteracbes que promovem o alongamento dos teldbmeros evitariam a
senescéncia e consequente morte celular, permitindo uma regeneragao continua —
processo de imortalizagdo. Dessa forma, o aumento do numero de ciclos celulares
associados a telébmeros longos poderia resultar em maior potencial de mutagao e
consequente desenvolvimento do cancer (40). A telomerase faz esse papel ao
reconhecer o 3 'hidroxil (3' OH) no final da saliéncia da fita G e adicionar sequéncias
de repeticdo telomérica as extremidades dos cromossomos (20). Assim, as células

tumorais podem utilizar a telomerase para prevenir a perda dos telédmeros (20).
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A telomerase funcional € composta pela proteina TERT e pelo componente de
RNA de telomerase (TERC) que atua como um molde para a sintese de DNA. A
expressdo da subunidade catalitica da telomerase humana (hTERT) é capaz de
restaurar o comprimento dos teldbmeros, evitando o processo de senescéncia e
tornando a célula imortalizada (20,42). A imortalizacao celular permite que os tumores
cresgcam e da tempo as células pré-cancerosas ou cancerosas para acumularem
mutag¢des adicionais. Na maioria dos casos, se a telomerase for bloqueada nas células
cancerosas, seus teldmeros encurtardo de novo sempre que se dividirem, levando a
apoptose ou a crise (46).

O gene TERT é localizado no brago curto do cromossomo 5, na posi¢cao 15.33
(5p15.33) — Figura 2, e é composto por 16 éxons (47,48). Mutagdes nas suas regides
codificantes podem afetar a atividade da telomerase e gerar fenétipos clinicos graves,
como um aumento na frequéncia do cancer (48). A ativacao da telomerase, presente
na maioria dos tumores, € uma etapa vital na progressao de diversos tipos de cancer
(49). Atualmente, TERT € um dos marcadores tumorais mais comuns (48). O estudo
dos polimorfismos dos genes responsaveis pela expressdo da telomerase pode
contribuir na determinacdo do progndstico, influenciando a susceptibilidade do

hospedeiro a progressao tumoral e metastase (50).
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Figura 2 — Posicdo do gene TERT no cromossomo 5

Disponivel em: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TERT

Duas metanalises sugeriram a associacao do polimorfismo rs2853669 a um
aumento do risco de cancer, principalmente para o cancer de pulmao (41,51). SHEN,
N. et al ainda forneceu evidéncias para a utilidade clinica da combinagao
das mutagdes rs2853669 e promotor da TERT como biomarcadores do progndstico
do cancer (20). Outro estudo indicou associagdes significativas entre os polimorfismos
rs2736098 TERT e risco de cancer, sendo que o alelo A no polimorfismo rs2736098
G>A contribuiu para a suscetibilidade ao cancer em muitos tumores malignos,

especialmente em cancer de pulmao e bexiga. Também foi encontrada associagéo do
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polimorfismo com o risco de diversos tipos de cancer (52). O estudo de PANG, T. et
al associou 0 mesmo polimorfismo ao risco de cancer na analise geral (47). Uma
metanalise relatou que o polimorfismo TERT rs2736100 confere maior risco geral ao
cancer (16-39%), sugerindo que este SNP pode contribuir para a carcinogénese (5).
Além da sua funcdo no alongamento do teldbmero, tem sido relatado o
envolvimento da TERT em vias biolégicas de processos fisioldgicos, como fungao de
células-tronco, homeostase de tecidos e envelhecimento e oncogénese, além de atuar

como (co-)fator de transcri¢cdo para regular a expressao génica (53).

1.3.2. Polimorfismos da telomerase no cancer de mama

Uma meta-analise realizada pelo grupo, envolvendo 12986 casos, 16758
controles e 28 polimorfismos do gene hTERT, estudou a associagdo do CM a
polimorfismos da telomerase (25). As descrigdes dos principais achados sobre

polimorfismos da telomerase e o risco de CM estao detalhados no Quadro 2.

Quadro 2 - Polimorfismos hTERT e risco de cancer de mama

Polimorfismos Associagdo com risco de CM OR
rs2735940; rs2736109; ]
Sem associagéo -
rs2853669
OR= 1,88, IC 95%
1,04-3,40 e p= 0,034;
Nas populagdes turca, polaca e iraniana, o OR= 0,76, IC 95%
rs2736098 genotipo GG aumentou significativamente o | 0,58-1,00 e p= 0,05;
risco de CM, comparado ao gendtipo AA OR=1,87, IC 95%
1,19-2,94 e p= 0,006;
respectivamente.
Associagao na populagao branca nao-
hispanica dos EUA lacio hispani OR= 1,13, IC 95%
ispanica dos e na populacao hispanica
P popuiag P 1,03-1,24
rs10069690 e mexicana dos EUA
Associagao ao risco aumentando de CM RE OR=1,18, IC95%
negativo 1,13-1,25, p= 1x1071°
Associagdo com o risco global de CM na
_ o . OR= 1,23, IC 95%
rs2853676 populagéo branca ndo-hispanica dos EUA e 10015
na populagao hispanica e mexicana dos EUA R




26

Associacao nao confirmada na ascendéncia OR=1,03, IC 95%
africana 0,91-1,16

Associacdo ausente nos turcos e africanos

ancestrais

rs2736100 Possivel fator de risco para mulheres na pds-
OR= 1,20, IC 95%

menopausa em brancos nado-hispanicos dos
1,01-1,42

EUA e hispanicos e mexicanos dos EUA

rs2853690; rs7712562;
rs2853677; rs7726159;
rs13167280; rs401681;
Sem resultados estatisticamente
rs2075786; rs2736099; -
significativos
rs3816659; rs4975616;
rs402710; rs11133719;
rs31489

Fonte: Adapatado de (25)

Como fator prognéstico em CM, a variante rs2853677 demonstra uma
tendéncia reduzida de mortalidade especifica por CM (alelo T; HR = 0,57, IC 95%
0,39-0,84), ja a variante rs2735940 nao teve associagao significativa com parametros
clinico-patologicos (25).

As associagdes encontradas entre variantes do gene hTERT demonstram que
fatores de risco e fatores progndsticos podem contribuir com o tratamento do cancer,
ja que o polimorfismo pode ser identificado antes do diagndstico (25). Entretanto, é
perceptivel a controvérsia em alguns resultados, principalmente em relagdo a
variabilidade em distintas populacbes e associacbes discretas. Isso reforca a
importancia do estudo de polimorfismos em diferentes grupos étnicos, por mais que
em determinada populacéo as associagdes possam ser ausentes.

Em um trabalho anterior — projeto do mestrado do programa da Pés-
Graduacdo em Ciéncias da Saude — foi estudado o polimorfismo da telomerase
rs2736100 em pacientes com CM. Foi identificada uma delecdo em 11,11% da
populacao estudada que ainda nao havia sido relatada na literatura e demonstrou-se
que o polimorfismo tinha associagdes com variaveis clinicas e de prognostico do CM
— associacao entre gendtipo e estadiamento T do tumor (p= 0,0491, n= 32 e teste do
X?), sendo que o gendtipo GG e a delegdo apresentaram melhor progndstico para o
estadiamento T; e associagao entre os genétipo GG/AG e delegéo ao tipo de tumor

(p=0,0045, n= 47 e teste do X?), mostrando que ndo houve delegio apenas nos casos
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de CLI (54). Entretanto, houve limitagdes pelo pequeno nimero de amostras (n=96) e
auséncia de alguns dados clinicos.

Uma vantagem do estudo de polimorfismos génicos é que, por se tratarem
estes de caracteristicas genéticas do individuo, € possivel acessar tais informagdes a
qualquer tempo, mesmo antes da doenca diagnosticada (nos casos de pacientes com
histérico familiar, por exemplo), permitindo a antecipacéo de condutas. Conforme o
exposto fica evidente a importancia da busca de novos marcadores para o CM. Por
ser a telomerase uma enzima importante no processo da carcinogénese, por estar
presente na maioria dos tumores e pelos indicios de ser um bom marcador molecular,
€ interessante investigar se os polimorfismos no gene hTERT podem ter influéncia na

carcinogénese e no risco de CM.
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Investigar a relevancia clinica de polimorfismos em cancer de mama,
especialmente aqueles relacionados a telomerase, e analisar polimorfismos do gene

da telomerase em uma populagao do Distrito Federal (DF)

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar os principais polimorfismos associados ao risco de cancer de
mama

b) ldentificar se dentre esses polimorfismos ha algum relacionado ao gene da
telomerase

c) Analisar polimorfismos na regido promotora do gene da telomerase
possivelmente associados com o fator de risco para o cancer de mama

d) Estudar as associagdes dos polimorfismos com os fatores progndsticos

e) Descrever a populagéo estudada quanto aos aspectos clinicos relevantes
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3. METODOLOGIA

Este trabalho foi conduzido por meio de reviséo e estudo clinico observacional.

3.1.POLIMORFISMOS ASSOCIADOS AO RISCO DE CANCER DE MAMA

Para verificar os polimorfismos associados ao risco de CM, foi realizada uma
revisio no Pubmed, com os mesh Termos: polymorphism[titte] OR
polymorphisms[title] AND breast cancer risk[title], onde foram selecionados os artigos
publicados nos ultimos 10 anos. Os artigos que ndo abordavam polimorfismos com
risco para o CM e que néo estivessem no idioma inglés foram excluidos. Inicialmente
foi realizada a leitura dos titulos de 329 artigos. Para qualquer duvida sobre incluséo
de artigo, a opinidao de um segundo leitor foi requisitada. Apds a leitura dos titulos, 307
artigos foram selecionados para a leitura do resumo. Esses artigos foram salvos em
uma colegao eletrénica da plataforma Pubmed (“Collections”). A leitura dos resumos
resultou na excluséo de 80 artigos. Para a reviséo, 227 artigos foram utilizados na
integra.

Para a coleta de dados dos artigos foi criado um banco de dados gerais em
uma planilha do Excel, onde foram tabulados os seguintes dados:

- Dados gerais do artigo: numero do artigo na colegéao, tipo de estudo, DOI e
ano

- Resultados: caso, controle, etnia, gene, polimorfismo, associa¢ao, concluséo,
intercorréncia e observacao.

Apos a leitura dos artigos e a tabulagao das informagdes relevantes, os dados
da planilha foram filtrados e foi criada uma segunda planilha com as informacdes:
gene, quantidade de artigos, polimorfismos, numero do artigo e associagao. Através
dessa planilha foi possivel identificar a quantidade de genes e polimorfismos
relatados, os genes e polimorfismos mais estudados e o tipo de associagao por
polimorfismo. Com essas informagdes, uma terceira planilha foi elaborada com o
intuito de deixar os dados mais resumidos por gene, com as seguintes informacgdes:

gene, numero de artigos e quantidade de polimorfismos analisados.

3.2.POPULAGCAO DE ESTUDO
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Para o estudo do fator de risco foi constituido dois grupos: caso, para os

pacientes com CM, e controle, para os individuos saudaveis, sem cancer.

3.2.1. Grupo caso

A populagao de estudo foi constituida por pacientes com diagnéstico de CM
atendidas no Centro de Cancer de Brasilia (CETTRO). A proposta integra o projeto de
pesquisa “Estudo de mutagbes relacionadas ao gene hTERT em pacientes com
cancer no Distrito Federal”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ceilandia (CEP/FCE) da Universidade de Brasilia (UnB) sob o numero CAAE:
98798718.9.0000.8093 (Anexo A).

A amostra do estudo se constitui do banco do biorrepositorio e pacientes com
diagnostico de cancer que aceitaram participar do estudo. O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B) foi aplicado para os pacientes atendidos no
CETTRO, por médicos associados ao estudo. Os dados clinicos foram obtidos através
dos prontuarios e utilizados para a alimentagdo de um banco de dados. As variaveis
coletadas foram: sexo, idade, altura, peso, idade ao diagnéstico do cancer, tipo de
neoplasia, informacdes de imuno-histoquimica pré-operatoéria e da pega do tumor, tipo
de cirurgia, tamanho e grau do tumor e linfonodos acometidos. O paciente que néo
possuia no prontuario os dados clinicos foi excluido do estudo.

Para a coleta do material biolégico o paciente que aceitou participar da
pesquisa recebeu um voucher (Anexo C) e demais informagdes para a coleta de
sangue. Foi coletado 4 mL de sangue periférico em tubo com acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) especifico para biologia molecular. A coleta e o armazenamento
inicial da amostra foram realizados pelo Laboratério Sabin/DF — sem qualquer custo
para o paciente. As amostras coletadas durante a semana foram transportadas ao

Laboratério de Analises Clinicas da FCE/UnB e processadas para a extragcao do DNA.

3.2.2. Grupo controle

Para estudo de determinagao de fator risco para o CM, o grupo controle foi
formado por amostras de individuos saudaveis, provenientes de doadores de sangue
da Fundacdo Hemocentro de Brasilia, que integram biorrepositério especifico. A

proposta integra o projeto de pesquisa “Estudo de polimorfismos do gene hTERT



31

como potenciais fatores de risco para o cancer em pacientes do Distrito Federal”,
aprovado pelo CEP da Faculdade de Ciéncias da Saude (FS) - CEP/FS - da UnB sob
o numero CAAE: 66909022.0.0000.0030 (Anexo D).

Os doadores de sangue do Hemocentro foram convidados a participar do
projeto e para aqueles que aceitaram foi aplicado o TCLE (Anexo E) e um formulario
para coleta de dados (Anexo F). O material coletado para a analise ja fazia parte da
doagéo de sangue, uma amostra de 4 mL coletada em tubo com EDTA e enviado para
o setor de imuno-hematologia do Hemocentro. ApsOs solicitagdo da amostra feita
diretamente ao setor, a amostra era liberada para a pesquisa e o botdo leucocitario
(buffy coat) era coletado e armazenado em um eppendorf, e transportado para o
Laboratério de Analises Moleculares na FCE/UnB, onde finalmente era processado

para a extracdo do DNA.

3.3.EXTRAGAO DE DNA

A extracdo de DNA das amostras foi realizada através do kit comercial Pure
Link Genomic DNA mini kit (cat no. K1820-01, Invitrogen By Thermo Fisher) para as
amostras do grupo caso e o kit comercial Genomic DNA from Tissue (NucleoSpin
Tissue, Bioanalysis, Macherey-Nagel) para as amostras do grupo controle. Apés a
extracdo foi determinada a concentracdo e pureza do DNA extraido, através do
equipamento NanoDrop One (Thermo Scientific, Madison, USA). As amostras eram

aliquotadas e congeladas a -80 °C.

3.4. ANALISE DE POLIMORFISMOS

O estudo dos polimorfismos foi realizado através da analise das sequéncias e
dos eletroferogramas obtidos pelo sequenciamento do DNA, das novas amostras e
daquelas que fazem parte do biorrepositério iniciado no mestrado. Para isso,
inicialmente foi feita a amplificacdo por reagdo de polimerase em cadeia (PCR)
convencional com utilizacdo de primers especificos desenhados para esse fim. A
regido de interesse, que foi amplificada, foi selecionada por ser sinalizada com
diversos polimorfismos que abrangem a regido promotora do gene hTERT. As
sequéncias iniciadoras foram: R: 5-GACACGGATCCAGGACCTC-3' e F: 5-
GGTGCCTCCAGAAAAGCAG -3’ (55).
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O procedimento de PCR foi realizado sob condigdes padrdo numa mistura
reacional de 20 pl, contendo: 20 nanogramas de DNA extraido; 0,5 yM de cada
iniciador; 0,2 mM de desoxirribonucleétidos fosfatados; 1,5 mM de MgClz; 0,03U de
polimerase Ampli Tag (Uniscience Corporation, Miami, USA, 5U/ul); e tampao
adequado (fornecido pelo fabricante). As condicbes de reacao foram as seguintes:
95°C durante 12 minutos; 30 ciclos de 95°C durante 30s, 58.5°C durante 30s, 72°C
durante 30s; e 72°C durante 5 min.

Os fragmentos de DNA, em seguida, foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% para verificagdo de tamanho da banda, condigdo de controle

negativo e presenga de banda unica (Figura 3 e 4).

Figura 3 — Gel de agarose a 2% com marcador de 25kb mostrando a
banda de 160 pb de 5 amostras de pacientes com CM e controle negativo

que foram submetidos a PCR.

Legenda: CN: controle negativo; kb: kilobases; Mpb: marcador de pares

de base.

GC 107 GC100 GCI121

——_

Figura 4 — Gel de agarose a 2% com marcador de 100kb mostrando a
banda de 160 pb de 4 amostras de doadores saudaveis e controle

negativo que foram submetidos a PCR.

Legenda: CN: controle negativo; GC: grupo controle; kb: kilobases; Mpb:

marcador de pares de base pb: pares de bases;
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Para a realizagcdo do sequenciamento os produtos de PCR foram novamente
quantificados, padronizados para 60 nanogramas e submetidos a um processo de
secagem em termobloco a 70°C por 1 hora. As amostras foram enviadas pelos
correios ao ACTGene Analises Moleculares Ltda (Alvorada, Rio Grande do Sul),
empresa responsavel pelo sequenciamento das amostras. O equipamento utilizado
pela empresa foi o sequenciador AB 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), que

utiliza o método Sanger.

3.4.1. Analise dos dados do sequenciamento

Para a analise do resultado do sequenciamento foi utilizado o software
Chromas Lite (versdao 2.01, Technelysium Pty Ltd.). Os eletroferogramas foram
conferidos para estabelecer a qualidade do sequenciamento na regiao de interesse
de cada amostra. Aquelas amostras que ndo apresentaram bom sequenciamento,
sem a possibilidade de defini¢ao do tipo de base e da sua posi¢cao, foram descartadas.
As amostras que seriam analisadas foram salvas em arquivo fasta para ser feito o
alinhamento. O alinhamento foi aplicado pelo software Clustal X (versao 2.1,
http://www.clustal.org/download/clustalx_help.html).

Para a identificagdo dos polimorfismos, foi comparada a sequéncia da regido
fornecida pelo dbSNP (NCBI) com o alinhamento para verificar a posi¢cao de cada
SNP. Apés a identificagdo, o banco de dados do grupo caso e controle foi preenchido

com as informacdes do resultado de cada polimorfismo.

3.5.ANALISES ESTATISTICAS

A analise descritiva dos dados coletados foi realizada através do calculo de
medidas de tendéncia central e medidas de dispersdo adequadas para cada variavel
quantitativa, na dependéncia da distribuicdo de frequéncia das mesmas, e de
frequéncia absoluta e relativa (preferencialmente percentagem) para as variaveis
qualitativas, como é o caso das alteragbes encontradas. As analises principais (que
respondem as questdes da pesquisa) utilizaram o teste do qui-quadrado (x2). As
analises secundarias foram realizadas por recategorizagao dos grupos pelas variaveis

de interesse e realizagao de testes de correlagao paramétricos ou nao parameétricos,
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a depender da distribuicdo dos dados, para variaveis quantitativas, e x2 com correcao
de Fisher para os demais.

Para todos os testes foi considerado o valor de p<0,05 como estatisticamente
significativo.

O software GraphPad Prism versao 10 para Windows foi utilizado nas analises
e plotagem dos dados na forma grafica. Regressdes lineares e nao lineares, quando
aplicaveis, foram feitas utilizando-se modelos de equagéao logaritmica da biblioteca do
programa e so foram consideradas para efeito de calculos quando o coeficiente de
regressao (R?) foi superior a 0,9. Os valores de p adotados como estatisticamente

significantes nas analises foram aqueles inferiores a 0,05.
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4. CAPITULO 1

4.1.POLIMORFISMOS ASSOCIADOS AO RISCO DE CANCER DE MAMA

A busca no Pubmed por polimorfismos associados ao risco de CM resultou na
analise de 227 artigos. A revisao permitiu demonstrar a vasta quantidade de estudos
envolvendo polimorfismos e sua associagao com risco de CM. Nessa revisdo, mais
de 325 genes e 1900 polimorfismos foram encontrados.

Os genes com mais artigos foram: 5,10-metileno tetrahidrofolato redutase
(MTHFR), ESR1 - do receptor de estrégeno alfa (ER-a), GSTM1e GSTT1 - Tabela 1.

Tabela 1 — Genes mais estudados na revisao

Numero de
Gene Polimorfismos
artigos
6: rs1801133, rs1801131, rs9651118, rs13306553, rs12121543,
MTHFR 16

rs4846048
35: rs910416, rs3798577, rs2228480, rs750686, rs3020366,
rs6905370, rs3020407, rs726282, rs3020405, rs1884054, rs1884051,
rs3020401, rs3020396, rs3020394, rs3020317, rs3020390,

ESR1 10 rs3020377, rs3020314, rs1801132, rs712221, rs9322331, rs851982,
rs851984, rs9340799, rs1062577, rs3798377, rs2273206, rs926778,
rs2077647, rs2881766, rs9383951, rs3734805, rs3757318,
rs2234693, rs2046210

GSTM1 9 1: nulo

GSTT1 9 1: nulo

Para o gene MTHFR, o polimorfismo mais avaliado foi o rs1801133, onde 12
artigos associaram o SNP ao risco de CM e envolvia estudos de meta-analise (7
artigos) e caso-controle [Ira [(1 artigo), China (3 artigos), e populagdo nao descrita (1
artigo)]. Entretanto, um caso-controle realizado na Grécia sugeriu que nao havia
associacao do gene com o CM nessa populagao e outros 3 estudos, todos casos-
controle [Grécia (1) e China (2)], ndo encontraram associagao significativa.

Os polimorfismos mais analisados no gene ESR1 foram o rs2046210 e o
rs2234693. O rs2046210 foi relatado em 4 estudos, e encontrou associagdo com o
risco de CM em todos. Ja o rs2234693, relatado em 3 estudos, apresentou resultado

divergente: dois casos-controle ndo encontraram associagdo; um caso-controle
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encontrou, em mulheres com gendtipo TT e fumantes passivas do grupo pos-
menopausa, associagao com o aumento do risco de CM; e a meta-analise de um dos
casos-controle associou o alelo C ao menor risco de CM.

Os genes GSTM1 e GSTT1 analisaram o polimorfismo que apresentava o
genotipo nulo, que implica na auséncia da enzima glutationa S-transferase. Ambos os
genes foram analisados por 9 artigos. Para GSTM1, apenas 1 artigo ndo encontrou
associacao significativa com o CM (em mexicanos). Ja para o GSTT1, houve
associagdo com o CM em 4 estudos.

Outros 323 genes foram encontrados, envolvendo mais de 1900 SNPs. O
Quadro 3 faz um resumo dos genes com maior numero de SNPs pesquisados e as

suas respectivas associacdes ao CM:

Quadro 3 — Genes com maior numero de SNPs relatados e associagcdo com o risco

de CM, em estudos de meta-analise e caso-controle

Gene Polimorfismos
(N de SNPs)
Maior risco Menor risco Sem associagao
N de artigos
ROR-a rs12914272 (1) Outros 288 SNPs estéo listados na TS1 do artigo.
(290 SNPs) | rs1482057 (1)
2 artigos
rs7176005 (1) rs6493497 (2)  rs2470152 (1) rs17601876 (1)
rs11856927 (1) rs700519 (1) rs2470158 (1)  rs17703883 (1)
rs700518 (1) rs4646 (2) rs2899472 (1)  rs1902584 (1)
CYP19A1 rs2414099 (1) rs3751591 (1)  rs1961177 (1)
(30 SNPs) rs2445762 (1)  rs4275794 (1)  rs7172156 (1)
3 artigos rs2470144 (1)  rs10046(2) rs7174997 (1)
rs8025191 (1)  rs12908960 (1) rs727479 (1)
rs10459592 (1) rs12591359 (1) rs730154 (1)
(TTTA)n rs17523880 (1)
repeats (1)
CLOCK rs11932595 (1)* | rs3749474 (2) | rs17776421 (1) rs10462028 (1) rs13102385 (2)




(21 SNPs)

rs1048004 (2)

rs1801260 (3)

rs7698022 (3)

3 artigos rs11133389 (1) rs11133373(2) rs17777927 (1)
rs11133376 (1) rs3805151 (1)  rs3805147 (1)
rs10462032 (1) rs2035691 (1) rs11133391 (2)
rs17085763 (1) rs6850524 (1) rs11932595 (1)*
rs3792603 (1) rs6554281 (1)
rs833061 (1)* rs3025039 (2)* | rs3025039 (1)* rs59260042 (1) -7C/T (1)
rs699947 (2)* rs79469752 rs2010963 (1)  -160 C/T (1) rs833062 (1)
(1)
VEGF -2549 1/D (1) rs833061 (1)* -1498C/T (1) -1154G/A (1)
rs28357093
(18 SNPs) | rs13207351 (1) (1) rs35569394 (1) rs699947 (1)* +1612 G/A (1)
6 artigos rs1570360 (1)
-634 G/C (2)
rs3025039 (1)*
rs11572172 rs10509681 rs1934952 rs3752988
rs1058930 rs1934953 rs6583967
CYP2C8
rs1058932 rs1934954 rs6583968
(18 SNPs)
rs11188147 rs1934980 rs7909236
1 artigo
rs11572126 rs1341163 rs1341164
rs11572127 rs1557044
rs7975232 (2)* rs2544038 (1) | rs2071358 (1) rs11168287 (1) rs3782905 (1)
VDR rs1544410 (2)* rs1544410 (1)* | rs2239181 (1) rs11168314 (1) rs7299460 (1)
(17 SNPs) rs2228570 (3) rs731236 (1) rs2239182 (1) rs1544410 (4)* rs7975232 (3)
. KY859868 (1) rs2408876 (1) rs10735810 (1) rs10875694 (1)
8 artigos
rs731236 (2)* poly-A  repeat rs2228570 (1)* rs731236 (3)*
(1)
rs2293554 (1) rs1045485 (2)* | rs12693932 (1) rs13387042 (1) rs1861270 (1)
CASPS8 rs11899004 (1) | rs3834129 (1) | rs6745051 (1) rs10931936 (1) rs1035140 (1)
(16 SNPs) | rs3769825 (1) rs11679181 (1) rs700636 (1) rs1045485 (2)**
7 artigos rs6723097 (1)

rs6736233 (1)
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rs1045494 (1)

rs1045485 (1)*

rs12325489 rs2272901 rs3803662 rs4785367
LincRNAs rs532367 rs10750417 rs2278016
(16 SNPs) rs603092 rs10894115 rs3815784
1 artigo rs17841343 rs1814343 rs1362378
rs4937447 rs1814344 rs10894116
rs10918228 rs1878076 rs4147600 rs7527279
MGST3 rs2297763 rs4147602 rs9333378
(15 SNPs) rs4147591 rs4626863 rs9333379
1 artigo rs4147592 rs6657788 rs957644
rs4147598 rs6690679
rs25487 (5)* rs25487 (1)* rs3213255 (1) rs2682552 (1)
XRCC1
rs25489 (2) rs3213266 (1) rs939460 (1)
(12 SNPs)
rs2682587 (1) rs1799782 (3) rs2854496 (1)
6 artigos
rs2682585 (1) rs12611088 (1) rs3213356 (1)
CYP24A1 rs4809957 (1) rs13038432 rs6022999 (1) rs2244719 (1)  rs4809960 (1)
(1)
(11 SNPs) | rs3787557 (1) rs2181874 (1) rs2585428 (1)
rs6068816 (1)
2 artigos rs927650 (1) rs2762939 (1)
rs1019731 (1) | 12923.2-795399 (1)
rs12821878 rs6214 (1)
(1)
rs2195239 (1)
IGF1 rs17727841
(1) rs1549593 (1)
(11 SNPs)
rs2288378 (1)
3 artigos
rs7136446 (1)
rs7956547 (1)
CA repeat (1)
ADH1B rs1789888 rs1042026 rs1229984 rs3811802
(11 SNPs) rs1159918 rs13133908 rs9307239
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1 artigo rs1229982 rs1353621
rs1229983 rs17033
rs8190871 rs11777998 rs4986783 rs7003890
NAT1
rs15561 rs4986988 rs8190870
(11 SNPs)
rs4921880 rs4986989
1 artigo
rs4986782 rs4986993
rs1799929 rs1041983 rs1799930 rs4646257
NAT2
rs1115784 rs1799931 rs9987109
(11 SNPs)
rs1208 rs1801280
1 artigo
rs12674710 rs2410556
CYB5R rs8190370 rs73888347 rs751153 rs76458556 *
(10 SNPs) rs75133903 ss159816065  rs7284807 *
1 artigo rs8190414 $s159830807 rs111154229 »
rs3134615 (1) rs1970801 (1) | rs1044129 (1)
microRNAs | rs4687554 (1) rs11169571 (1)
(10 SNPs) | rs10719 (1) rs1434536 (1)
2 artigos rs1052532 (1) rs11097457 (1)
rs1045494 (1)
ADH1C rs1229980 rs11499823 rs1614972 rs1789921
(10 SNPs) rs11936869 rs1693482 rs283411
1 artigo rs1229980 rs1789895 rs3846448
CYP2E1 rs743535 rs2031920 rs6413419 rs8192772
(10 SNPs) rs2070674 rs6413420 rs915908
1 artigo rs3813867 rs6413421 rs9418990
GSTA4 rs3756980 rs13197674 rs316129 rs367836
(10 SNPs) rs16883343 rs1802061 rs378775
1 artigo rs17615213 rs2274760 rs7496
PARP2 rs878157 rs7159947 rs1760920 rs878156
(10 SNPs) rs2297616 rs3093904 rs3093939
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1 artigo rs1760921 rs3093921 rs3093942

MGST1 rs4149197 rs1024839 rs3815566 rs4149208

(10 SNPs) rs1828682 rs3844373 rs9332908

1 artigo rs2075237 rs4149205 rs9332952
Legenda:

(n) nimero de artigos
* SNP com mais de um resultado associativo
A excluido das analises estatisticas ou ndo detectado na populagéo do estudo

TS1 Tabela suplementar 1

Apesar das divergéncias nos resultados em relagdo a associagdo dos
polimorfismos com o risco de CM, o grande numero de estudos com resultados
significativos, muitos concordantes, aponta para a possibilidade de determinagéo de
perfis genéticos associados ao risco aumentado de CM, o que pode ser potencializado
pela realizagao de mais estudos dessa natureza. Os resultados conflitantes mostram
a importancia dos estudos com SNPs, indicando a necessidade de considerar
quesitos como etnia e fatores que interferem nas vias que envolvem os respectivos

genes para a adequada interpretagao dos resultados.

4 .1.1. Polimorfismos da telomerase associados ao risco de cancer de mama

Em relagdo a telomerase, dois artigos abordaram o gene, envolvendo a analise
de 2 polimorfismos, um em cada artigo: rs2736098, que foi associado ao risco de CM
numa populagdo do Ird (gendtipo GG: OR= 3,17, p<0,01), e o rs10069690, sem
associacao significativa em uma populagao de ascendéncia europeia (OR= 1,05, p=
0,089).

Uma meta-analise encontrou o mesmo resultado, associacdo com o risco de
CM, para o SNP rs2736098 em trés populagbes, turca (OR= 1,88, IC 95% 1,04-3,40
e p= 0,034), polaca (OR= 0,76, IC 95% 0,58-1,00 e p= 0,05) e iraniana (OR= 1,87, IC
95% 1,19-2,94 e p= 0,006) (25).

Ja o SNP rs10069690, na mesma meta-analise, teve associagao contraria ao

do achado na revisao: houve associacdo com o risco de CM na populacdo branca
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nao-hispanica dos EUA e na populagao hispanica e mexicana dos EUA (OR = 1,13,
IC 95% 1,03-1,24) e associacao ao risco aumentando de CM RE negativo (OR=1,18,
IC95% 1,13-1,25, p=1x10""9) (25).

A baixa frequéncia de estudos para este gene nessa revisdo e a sua
importancia pela relagdo com a via carcinogénica, revelam a necessidade de mais
estudos com os polimorfismos do gene hTERT.

Ao final da revisdo sobre esses polimorfismos, os dados foram compilados em
um artigo, submetido a revista Breast Cancer Research and Treatment — Qualis A2
(Anexo G).
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5. CAPITULO 2

5.1.POLIMORFISMOS DA TELOMERASE COMO FATOR DE RISCO PARA
CANCER DE MAMA

Para o estudo do fator de risco para CM numa populacédo do DF, apds selecéo
da regido com melhor qualidade de sequenciamento, foi analisado os polimorfismos
possiveis de analise técnica, que apresentaram qualidade minima de eletrogeroframa
e sequencia confiavel. Oito polimorfismos de interesse foram identificados: rs2242652,
rs964200877, rs540807196, rs980822475, rs10078991, rs1054221410, rs930389112
e rs1433143099. Esses polimorfismos estdo localizados no braco curto do

cromossomo 5, na posi¢ao 13.38 (5p13.38) — Figura 5.

Choose placement GRCh38.p13 ( NC_000005.10) %

£ nc_ooooos.10~ | Find: ¥l@p|la b @ e = I
279,250 [t27a.578 L27s.588 LL2rs.zom 1,279,500 273,518 [t.279.328

AGCAGGACACGGATCCAGGACCTCGGGCCGTGCTGCATCCAGGCCCTGGCCCGGCTGCTTCTTGTGGT(
TCGTCCTGTGCCTAGGTCCTGGAGCCCGGCACGACGTAGGTLCCGGGACCGGGCCGACGAAGAACACCAG

NCBI Homo sapiens Annotation Release 108.20210514

> k-
* +

(R) ClinVar warlants with precise endpoints

caszes M A

Live RefSNPs, dbSNP bl5s v2

rEl749597647 B RS- reE3E915915 B CAR relAE7Ees] B TC rel433143890 B TT/TTT

373505084 B AT rEl749892662 B T/C rEl749899762 B G/A rsl749901354 B T/C

C/T  rslS7957EECL B G/A r=35EEEE4E2 B C/T 358522475 B C/A rel749981735 I T/E

G rsllSECE9SEC @ CAAST rsEEE20E140 @ C/T rsbdBEETI9E | CST rslZ22232961 W@ GAA
rsEFLOC30ST B C/T rz1749299004 B G/A/T rsE42002377 B CSGT rs292426000 B T/
rz17498928333 B A/G  rel204E5078329 B AT re2242652 B &R r=2EFEEIE0E B 5T
re9l7ed4524 B BA rEl749980307 B CAT

relEc4221410 B B/A
r=33832502 B CAT

Figura 5 — Posicao dos polimorfismos
5.1.1. Caracterizagao dos grupos

Os pacientes do CETTRO que aceitaram participar da pesquisa compuseram
o grupo caso. O banco de dados desse grupo possui o registro de 167 pacientes com
CM. Desses, 16 foram excluidos nas analises por falta de qualquer dado clinico.
Portanto, ha dados clinicos de 151 pacientes com diagnostico de CM. 99,33% dessa

amostra é do sexo feminino (apenas 1 do sexo masculino). Outros dados clinicos do
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grupo serao discutidos com mais detalhes no topico 4.3 (Caracteristicas gerais do
grupo caso).

Os doadores de sangue da Fundagdo Hemocentro de Brasilia que aceitaram
participar do projeto formaram o grupo controle. Cento e noventa e oito individuos
aceitaram participar da pesquisa, sendo 62,12% doadores do sexo feminino. Sete
amostras foram excluidas da pesquisa, por determinacdo do Hemocentro, perda da
amostra ou preenchimento errébneo do TCLE. A média da idade dos participantes foi
de 46,82 anos, e a mediana foi 45. A altura média foi 1,66m e a média do peso,
76,97kg.

Outros dados coletados sobre o grupo controle abordam o histérico de cancer
na familia. Oitenta e trés individuos relataram n&o ter histérico de cancer. A Figura 6
mostra os tipos de cancer relatados pelos individuos que apresentaram histérico de
cancer. O CM foi o mais relatado, seguido de prostata, pulméo e intestino. Para 38

casos nao houve relato do tipo de cancer.

Tipos de cancer no historico familiar

40
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Figura 6 — Tipos de cancer relatados no histérico familiar do grupo controle

Legenda: Outros: tipos de cancer com apenas 1 relato de caso

Para aqueles que apresentaram historico de cancer familiar, foi perguntado o
grau de parentesco e tipo de cancer. Sobre os familiares, a Tabela 2 mostra o grau de
parentesco relatado para o histérico de cancer familiar. O maior relato de casos de

histérico de cancer foi para os tios, seguido dos avos.
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Tabela 2 — Grau de parentesco para o historico de cancer familiar

Grau de parentesco  Casos de cancer

Pai 34
Méae 23
Avos 35
Bisavos 1
Tios 46
Irmaos 12
Primos 12
Sobrinhos 1
N&o relatado 9

A analise do sequenciamento resultou em 108 individuos para o grupo caso e
108 para o grupo controle. A Tabela 3 mostra a comparagéo da distribuicdo de dados
basicos sobre esses individuos dos dois grupos. Através desses dados, é possivel
notar que os grupos sdo comparaveis, 0 que permite uma analise confiavel de
associacao entre os grupos. Nos dois proximos tépicos serédo descritos os resultados
das analises do sequenciamento para cada grupo, e em seguida, a analise do fator

de risco.

Tabela 3 — Comparagdo da distribuicdo dos grupos caso e controle que

participaram da analise de fator de risco

CASO CONTROLE
Variavel Valores Valores
Resultado — — Resultado — —

Minimo Maximo Minimo Maximo
Peso (kg) 65,85* 43,7 124 71* 52 128
Idade (anos) 50*A 28 82 44* 32 86
Altura (m) 1,58* 1,44 1,81 1,62* 1,50 1,80
IMC 26,14* 15,85 48,43 27,39* 19,46 39,95
Masculino 1 - - 4 - -
Feminino 107 - - 104 - -

Legenda: *Mediana; * idade no momento do diagnostico

5.1.2. Polimorfismos no grupo caso

Apds o sequenciamento, foi separado o eletroferograma de 115 amostras de

pacientes com CM — Figura 7. Ao fazer a leitura dos eletroferogramas, algumas
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amostras foram excluidas por apresentar um sequenciamento de baixa qualidade nas
regides analisadas, resultando na analise de 108 pacientes — Quadro 4.

rs980822475

rs930389112 rs10078991

rs1054221410 rs964200377
rs1433143099 b 403?7195
|

50
[

Uma parte dos polimorfismos, 42,85%, nao apresentaram nenhuma
variabilidade (rs964200877, rs1054221410 e rs930389112) e o polimorfismo
rs980822475 s6 apresentou um gendtipo diferente. Houve 4 casos de adi¢cao para o
polimorfismo rs1433143099. O polimorfismo que apresentou uma maior variacao
génica foi o rs10078991, apresentando 4 gendtipos, sendo o TT o mais frequente. O
estudo desses polimorfismos é recente, ndo sendo encontrado publicagbes sobre eles
em bases como NCBI, Scopus, Web of Science, Portal Periddicos, Scielo e Google
Scholar. A unica informagao disponivel & sobre a regido génica, no banco dbSNP
(NCBI).

Quadro 4 — Gendtipo e frequéncia alélica dos polimorfismos no grupo caso

Gendtipo Frequéncia Alélica
Polimorfismo _ Casos/ . Casos/ _
Gendtipo Frequéncia | Alelo Frequéncia
Total Total
AA 3/107 2,80%

A 30/214 14,02%

rs2242652 GA 24/107 22,43
G 184/214 | 85,98%
GG 80/107 74,77%
rs964200877 CC 105/105 100% C 210/210 100%

rs540807 196 CC 101/102 | 99,02% C 203/204 | 99,51%
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CT 01/102 | 0,98% 17204 0.49%
080822475 cC 92/98 | 93.88% 190/196 | 96.94%
rs
cT 6/98 6.12% 6/196 3.06%
T 81/100 81%
o o100 o 177/200 |  88.50%
rs10078991 o 2100 3(y° 22/200 11%
(o]
CA 1/100 1% 17200 0.5%
rs1054221410 | GG | 108/108 | 100% 216/216 | 100%
1930389112 cC_ | 1077107 | 100% 214/214 | 100%
T 97/101 | 96.04 %
$1433143009 | 4101 - s, 206/206 | 101,98%
, (

5.1.3. Polimorfismos no grupo controle

Para a determinagao do fator de risco, as amostras dos grupos caso e controle

precisavam ser pareadas, portanto deu-se a preferéncia pelo sequenciamento de

amostras do grupo controle do sexo feminino. A analise do eletroferograma foi
obtido o

sequenciamento de 108 individuos saudaveis, sendo 4 homens e 104 mulheres —

realizada para 124 sequenciamentos.

Ao final,

resultado do

Figura 8. O Quadro 5 mostra a distribuicdo do gendtipo e do alelo por polimorfismo.

r91433143099

r§9.‘!l]389112

rsll] 4221410

Wl

rsDﬁlel]ﬂiTT

e

rs980822475

i

rs10078991

80
n [}

Figura 8 — Eletroferograma com os polimorfismos analisados (Controle)

A maioria dos polimorfismos mostrou pouca variabilidade,

sendo 4

polimorfismos com uma variabilidade de gendtipo de até 3% (rs980822475,
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rs1054221410, rs930389112 e rs1433143099) e 2 polimorfismos com apenas um
genotipo (rs964200877 e rs540807196). Apenas 2 polimorfismos apresentaram uma
maior frequéncia de variagdo de gendtipo e alelo, rs10078991, com 12,38% para o
genotipo menos frequente (gendtipo TC) e 6,19% para o alelo menos frequente (alelo

C); e 0rs2242652, que apresentou trés gendtipos, com 2,78% para o genétipo menos

frequente (gendtipo AA) e 17,59% para o alelo menos frequente (alelo A).

Quadro 5 — Gendtipo e frequéncia alélica dos polimorfismos no grupo controle

Genotipo Frequéncia Alélica
Polimorfismo . Casos/ o Casos/ o
Genotipo Frequéncia | Alelo Frequéncia
Total Total
AA 3/108 2,78%
A 38/216 17,59%
rs2242652 GA 32/108 29,63%
G 178/216 82,41%
GG 73/108 67,59%
rs964200877 CC 106/106 100% C 212/212 100%
rs540807196 CC 106/106 100% C 212/212 100%
CC 104/106 98,11% C 210/212 99,06%
rs980822475
CT 2/106 1,89% T 2/212 0,94%
TT 92/105 87,62% T 197/210 93,81%
rs10078991
TC 13/105 12,38% C 13/210 6,19%
GG 103/104 99,04% G 207/208 99,52%
rs1054221410
GT 1/104 0,96% T 1/208 0,48%
CC 104/105 99,05% C 209/210 99,52%
rs930389112
CT 1/105 0,95% T 1/210 0,48%
TT 98/101 97,03%
rs1433143099 T 205/205 | 101,49%
TTT 3/101 2,97%

5.1.4. Determinag&o do fator de risco para cancer de mama

Para a determinacdo do fator de risco para o CM, a associacdo dos
polimorfismos dos grupos caso e controle foram calculados pelo Risco Relativo (RR)
e teste de Fisher. Para o RR, o valor acima de 1 indica risco de desenvolver a doenca,

e valores menores que 1 indicam efeito de reducao de risco. Para que esse resultado
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seja valido, é considerado o valor de p através do teste de Fisher. Os resultados
dessas analises sdo apresentados na Tabela 4.

O polimorfismo rs980822475 nao foi estatisticamente significativo (p= 0,16),
mas o seu valor de p foi proximo ao valor significativo, demonstrando uma tendéncia
de resultado que pode se tornar significativo com o aumento da amostra. O
polimorfismo rs10078991 (presencga do alelo T) também nao foi significativo, mas teve
o valor de p muito baixo, p= 0,06 — valor arredondado (p=0,55). Os outros

polimorfismos n&o foram significativos.

Tabela 4 — Fator de Risco para polimorfismos do gene hTERT

Associagdo com cancer de mama

Polimorfismo
Risco Relativo* IC95% p (Fisher)
rs2242652 1,2 0,89-1,69 0,29
rs964200877 1 0,97-1,04 0,99
rs540807196 1,01 0,97-1,82 0,49
rs980822475 1,04 0,97-1,13 0,16
rs10078991** 1,08 0,96-1,23 0,25
rs10078991*** 1,04 1,004-1,042 0,06
rs1054221410 0,99 0,95-1,03 0,49
rs930389112 0,99 0,95-1,03 0,49
rs1433143099 1,01 0,95-1,08 0,99

* Em relagéo ao gendtipo menos frequente
** Presenca do alelo C

*** Presengado alelo T

A analise do SNP rs10078991, que considera a presenca do alelo T em relagao
ao genotipo menos frequente [gendtipo TT e TC x CA e CC], apresenta um efeito
pequeno, com o RR baixo, porém esta acima de 1 (RR= 1,004). Isso demonstra 1,004
vezes mais risco de desenvolver o CM para quem tem o genétipo menos frequente
(gendtipos CC e CA) — ou seja, quem nédo apresenta o alelo T tem 1,004 vezes mais
risco de desenvolver CM. Aumentando o numero amostral pode ser que aumente a
significancia e o RR. Em conjunto com outras caracteristicas génicas, este SNP pode
implicar em um risco maior de CM, e por isso pode ser utilizado em um painel de
genes para detecgao precoce de CM ou para fator de risco de CM.

Outra observagao sobre a analise desse SNP (rs10078991) € que quando foi

feita a associacao entre a variante principal (a mais frequente, gendétipo TT) em
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relagcdo as outras (genétipos TC, CC e CA; p=0,25), néo foi encontrado um fator de
risco aumentando de CM em relagdo ao gendtipo TT. Complementando com o
resultado descrito acima, isso reafirma que quando se compara quem tem o alelo T
com quem nao tem o alelo T, aqueles que n&o tem o alelo T possuem um fator de
risco, ainda que pequeno, mas € um fator de risco para CM. Portanto, ter pelo menos

um alelo T é um fator de protecéo para CM.

-

o
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Gendtipo
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Figura 9 — Distribuigcdo de casos por genotipo para 0os grupos caso e controle para o
polimorfismo rs10078991

A Figura 9 mostra a distribuicdo das variantes para o polimorfismo rs10078991.
O grupo controle apresenta menos variantes, tendo em seu grupo apenas o0s
gendtipos TT e TC. Ja no grupo caso, os pacientes com CM apresentam mais
variantes, inclusive com a auséncia do alelo T (gendtipos CA e CC), refletindo a
influéncia do alelo T como fator de proteg¢ao para o CM e a sua auséncia como risco
para o CM (RR= 1,004, IC95%= 1,004-1,042, p= 0,06). Portanto, é possivel que com
0 aumento das amostras a associagcao pode ser mais significativa.

Além da possibilidade de usar esse SNP em painéis de analise de risco de CM,
€ importante considerar como esse resultado pode influenciar o estudo da biologia do
cancer: mesmo que clinicamente a associagao n&o tenha grande impacto, por ser uma
associacao pequena, o fato de ter uma associacdo acende um alerta para estudos

futuros sobre a implicagéo dessa regiao génica na carcinogénese do CM.
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A nivel molecular, a maior variedade de gendétipos no grupo caso demonstra
uma instabilidade genética nessa regido, o que condiz com a natureza da
carcinogénese. Por ser tratar da regido promotora da telomerase e, portanto, mais
susceptivel a multiplas cépias, ha mais chances de inclusdo de novas mutagdes e,
consequentemente, mais polimorfismos. Como ja foi mencionado, mutagdes na regiao
codificante do gene hTERT podem afetar a atividade da telomerase e gerar fenétipos
clinicos graves, como um aumento na frequéncia do céancer (48). A subunidade
catalitica da telomerase pode ter sua atividade aumentada por conta de mutacdes na
regiao promotora do gene, o que é importante para a imortalizagdo e carcinogénese
(56). No cancer de tireoide, por exemplo, mutacbes na regido promotora sao
preditoras de pior prognéstico e sdo associadas ao comportamento clinico agressivo
(maior tamanho do tumor, estagio tumoral avangado, metastases e morte especifica
pela doenga) (56). Um estudo com uma populacdo do Oriente Médio encontrou
associacbes significativas para fatores progndsticos ao comparar pacientes com
cancer de tireoide que tiveram mutagdes na regido promotora com aqueles que nao
tiveram mutagdes nessa regido: o grupo que apresentou mutagdes no promotor TERT
apresentou maior tamanho do tumor (4,75 £ 2,6 cm vs 3,2 + 2,2 cm, P <0,0001),
invasao vascular mais frequente (56,2% vs 30,8%, P = 0,009), maior estagio TNM
(estagio lll e IV) (63,3% vs 15,9%, P <0,0001) e doenga persistente/recorrente mais
comum em 6-12 meses apos a ablagdo remanescente da radioiodo (71,4% vs 50,7 %,
P = 0,045) (57). Novas pesquisas podem analisar a influéncia da variagdo dos
genotipos sobre as alteragcbes que podem provocar na propria proteina ou na
expressao dela e, assim, determinar a relevancia no padréao da telomerase ou da sua
expressao na histéria do desenvolvimento da doenga.

Considerando que a analise de fatores prognosticos também tem sua
contribuicdo na pesquisa do cancer, por termos a disposicdo os dados clinicos e
variaveis clinicas que indicam prognodstico, acrescentaria muito a nossa pesquisa
estudar as associag¢des prognosticas com os polimorfismos para averiguar a influéncia
dessas variaveis no historico da doenca. Mas antes, para melhor entendimento do
significado desses fatores, € importante conhecer as caracteristicas do grupo, a
distribuicdo dessas variaveis e o significado clinico delas, o que se faz no préximo

topico.

5.2. CARACTERISTICAS GERAIS DO GRUPO CASO
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As analises a seguir sao referentes aos dados clinicos de 151 pacientes com

diagnéstico de CM.

5.2.1. Cancer de mama e fatores progndsticos

Os dados descritivos dos pacientes com CM estao na Tabela 5.

Tabela 5 — Dados gerais dos pacientes com cancer de mama

Variavel Casos Descricao
Peso 145 Mediana: 66 kg
Altura 143 Mediana: 1,58 m
IMC 143 Mediana: 26,33
Idade ao Diagndstico 151 Mediana: 50 anos
Sim: 61,54% (40)
CDIS associado 65
N&o: 38.46% (25)
Sim: 27,87% (17)
Multifocalidade 61
N&o: 72,13% (44)
Sim: 50% (35)
Invasdo angiolinfatica 70
Nao: 50% (35)
Sim: 40% (22)
Invasao perineural 55
Nao: 60% (33)
Sim: 46,81% (22)
Infiltrado inflamatério 47
N&o: 53,19% (25)
Sim: 46,55% (27)
Necrose tumoral 58
N&o: 53,45% (31)
Linfonodos acometidos 89 Mediana: 1
Imunohistoquimica
RE negativo: 23,30% (31)
RE 133
RE positivo: 76,70% (102)
RP negativo: 30,30% (40)
RP 132
RP positivo: 69,70% (92)
HERZ2 negativo: 73,08% (95)
HER2 130
HER2 positivo: 26,92% (35)
Ki67 117 Mediana: 25

Legenda: Sim: presencga da variavel; Nao: auséncia da variavel

A média da idade no momento do diagndstico (idade ao diagndstico) foi de 50

anos, sendo a menor idade a de 28 e a maior a de 82. A amostra se encontra bem
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caracterizada em relagao a idade ao diagnodstico, que € um risco importante no CM
(58). Como o envelhecimento esta relacionado as causas do cancer (5), € esperado
que a maioria dos casos ocorram em faixas etarias maiores, como na amostra de
estudo: 66% tem mais de 45 anos. Dos 50 restantes, 38% tem menos de 35 anos.
Apesar da maioria pertencer a uma faixa etaria maior, ha uma quantidade
consideravel de casos em faixas etarias mais novas. Isso mostra a relevancia da
busca por marcadores que identifiquem precocemente o cancer, ja que a doenga pode
se desenvolver em qualquer faixa etaria.

O diagnéstico precoce € importante pois confere também um melhor
prognéstico para qualquer faixa etaria. Parte do sucesso da redugao da mortalidade
por cancer esta relacionado ao desenvolvimento de programas de deteccdo e
prevencao precoce, que detecta potencialmente o tumor em um estagio inicial ou pre-
invasivo (22). Esses marcadores podem detectar o cancer precocemente em
individuos assintomaticos, diagnosticar doengas em amostras de tecidos e avaliar a
resposta ao tratamento (23). Além da detecgéo, ha casos em que o uso de marcadores
tem sido utilizado para tomar medidas profilaticas: a cirurgia preventiva, que implica
na remocao profilatica de um 6rgao ou lesdao com alto risco de transformagao maligna
em individuos com predisposi¢cao ao cancer, é utilizada em casos que ha a mutagcao
no BRCA1 ou BRCAZ2, reduzindo o risco de cancer de mama e ovario em mais de 90%
(22). Portanto, é clara a utilidade do uso de marcadores para a deteccao e tratamento
da doenga, principalmente em relagdo a melhora do prognostico nos casos de
deteccéao precoce.

Dentre os fatores ligados a carcinogénese, o indice de massa corporal (IMC) é
relevante pois pode influenciar diversos parametros. Na amostra, a média do IMC foi
de 27 (peso médio de 69 kg e a altura média de 1,59m). O sobrepeso esta presente
na maioria dos pacientes (63,64%), o que também pode influenciar no progndstico
(59). O sobrepeso esta associado ao risco para diversos tipos de cancer, por estar
relacionado a mecanismos que promovem mutagdes e crescimento de células
modificadas (60). Além de poder estar relacionado a causa do cancer, o IMC de 27
(sobrepeso) confere a amostra um fator de risco ao mau prognéstico, ao se considerar
que a obesidade afeta a detecg¢éo, diagndstico e resposta ao tratamento do cancer e
a sobrevivéncia (59). Estudos com pacientes obesos que retornam ao peso corporal

normal sugeriram que a perda de peso pode diminuir as taxas de recorréncia do
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cancer, em pacientes com cancer de mama e de prostata (569), mostrando que a perda
de peso pode auxiliar em relagdo ao prognéstico.

Os fatores preditivos clinicos e patologicos, bem como os fatores progndésticos,
sdo utilizados para determinar o tratamento no CM. Grau histoldgico, status do
linfonodo, tamanho do tumor, métodos moleculares e padrdao de crescimento
fornecem informagbdes progndsticas complementares e determinam o melhor
tratamento para o paciente (61). Sendo assim, CDIS associado, multifocalidade,
invasao angiolinfatica, invasédo perineural, infiltrado inflamatério, necrose tumoral,
linfonodos acometidos e imunohistoquimica sao dados importantes para determinar o
progndstico e auxiliar na escolha do tratamento.

Considerando as caracteristicas moleculares, o cancer de mama é classificado
quanto a presenca ou auséncia de receptores de estrogénio (RE), receptores de
progesterona (RP) e receptor de crescimento epidérmico do tipo 2 (HER2) (62), e a
expressao de Ki67 auxilia nessa classificacdo — Tabela 6. O Ki67, uma proteina
nuclear expressa nas células durante as fases de crescimento e mitose, esta
relacionado a capacidade proliferativa das células tumorais e a sua expressao elevada

esta associada a um pior prognéstico (18).

Tabela 6 - Classificacdo imunohistoquimica

Classificacao RE RP HER2 Ki67
Luminal A + + - <14%
Luminal B + elou + +0u - =14%

HER2 enriquecido - - +

Triplo negativo

(tipo basal)

Fonte: Adaptado de (18,62,63)

Na Figura 10 esta a classificacao da amostra dos pacientes com CM quanto a
imunohistoquimica. O tipo Luminal é associado a prognosticos mais favoraveis,
enquanto o triplo negativo e o HER2 negativo a progndsticos mais reservados — sendo
que o triplo negativo apresenta maior risco de recorréncia (em 3 anos) e maior taxa
de mortalidade (em 5 anos) (63). Considerando os dados imunohistoquimicos (Tabela
6 e Figura 10), a maioria apresenta progndstico favoravel: mais casos de Luminal e

Triplo Positivo, além de RE e RP positivos na maior parte da amostra.
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Classificagéo Lum1ir;al A

Luminal B
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Sem
classificagédo 3 Triplo
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Figura 10 — Classificagdo quanto a imunohistoquimica

A classificagcdo TNM objetiva o estadiamento do cancer para descrever a
extensdo anatObmica da doenca antes de se tomar medidas terapéuticas. Para a
classificagao, é considerando o tamanho e/ou extensado do tumor (T), o envolvimento
de linfonodos regionais (N) e metastases (M) (64). Para o CM, o significado para a
classificagdo TNM (Quadro 6) e o grupamento por estadio (Tabela 7) estdo descritos

a segquir.

Quadro 6 — Significado TNM para o CM

TNM Significado Resumo esquematico

T — Tamanho do tumor

Tumor com 2 cm ou menos em sua maior
T1 i . <2cm
dimensao

Tumor com mais de 2 cm, porém nao mais ]
T2 o . >2cmaté 5cm
de 5 cm em sua maior dimensao

Tumor com mais de 5 cm em sua maior
T3 ) - >5cm
dimenséo

Tumor de tamanho com extens3o direita a .
T4 . X Parede toracica/pele
parede toracica ou a pele

N — Linfonodos regionais

Auséncia de metastase em linfonodos ) )
NO o Sem comprometimento de linfonodos
regionais

Micrometastase, > 0,2 mm < 2 mm;

1-3 linfonodos axilares;
Metastase em linfonodo axilar,
N1 Linfonodos mamarios internos com metastase
homolateral, mével ) o o ) )
microscopica por bidpsia de linfonodo sentinela,

mas nao clinicamente aparente;
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1-3 linfonodos axilares e mamarios internos com
metastase microscoépica por bidpsia de linfonodo

sentinela, mas nao clinicamente aparente.

Metastase em linfonodo axilar homolateral

fixo ou metastase clinicamente aparente

4-9 linfonodos axilares;

] L Ou em linfonodos mamarios internos
N2 | em linfonodo mamario interno homolateral, ) o
o o . homolaterais, clinicamente aparentes, sem
na auséncia de evidéncia clinica de ] ) )
] ) . metastase em linfonodos axilares.
metastase em linfonodo axilar
Metastase em linfonodo infraclavicular
homolateral com ou sem envolvimento de | 210 linfonodos axilares ou infraclaviculares;
linfonodo axilar; ou clinicamente aparente | Linfonodos mamarios internos, clinicamente
em linfonodo mamario interno homolateral, | aparentes, com linfonodo axilar ou >3 linfonodos
N3 na presenga de evidéncia clinica de | axilares € mamarios internos com metastase
metastase em linfonodo axilar; ou | microscépica por bidpsia de linfonodos sentinela,
metastase em linfonodo supraclavicular | mas n&o clinicamente aparente;
homolateral com ou sem envolvimento de | Linfonodos supraclaviculares.
linfonodo axilar ou mamario interno
M — Metastase a distancia
MO Auséncia de metastase Sem metastase a distancia
M1 Metastase a distancia Presencga de metastase a distancia

Fonte: (65)

A categorizacdo através do TNM pode ser combinada aos grupos de Estagio |,

I, Il e IV. Tumores em estagio | estdo localizados no 6rgéo de origem, e tumores em

estagio IV apresentam metastase (64), indicando um tumor mais agressivo.

Tabela 7 - Grupamento por estadio para o CM

Estadio T N M
I T NO MO
TO N1 MO
A T N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO

1B
T3 NO MO
TO N2 MO
T1 N2 MO

A
T2 N2 MO
T3 N1,N2 MO
B T4 NO,N1,N2 MO
lHc Qualquer T N3 MO




56

v Qualquer T Qualquer N M1
Fonte: (65)

A classificagdo TNM dos pacientes com CM esta descrito na Figura 11. Através
da Figura 11 constatamos que mais da metade da amostra possui um tumor com mais
de 2cm: 64,29% dos casos com T2 e T3. Em relagdo aos linfonodos, 53% nao
apresentaram comprometimento do linfonodo regional, o que €& bom para o
prognostico. 47% apresentaram alguma metastase no linfonodo. A metastase a

distancia foi identificada em apenas 5,8% dos casos.

TNM
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16
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M
— 114

Figura 11 — Casos quanto a classificagcdo TNM
O estadiamento, tipo e grau do tumor estao descritos no Quadro 7:

Quadro 7 — Estadiamento, tipo e grau do tumor

Estadiamento Casos Tipo Casos Grau Casos
I 12 CDI 116 0 2
IA 5 CDIS 2 1 12
B 1 CDI e mucinoso 1 2 63
Il 3 CLI 7 3 36
A 23 CDl e CLI 1
B 19 Carcinoma intraductal nédo ]

infiltrante SOE

" ] Carcinoma micropapilifero ]
invasivo da mama

A 8 Carcinoma medular 1
B 8 Sem TU 1
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A maior parte da amostra apresenta estadiamento Il, indicando tumores de
tamanho intermediario (TO a T3), linfonodos livres ou com axilares méveis (NO a N1)
e sem metastase (M0O) (65), considerado portanto tumores de estagio inicial ou
avangado localmente (66).

O tipo histoldgico esta relacionado ao local e padrao de crescimento do tumor.
Ha grande diversidade no CM, que apresenta padrées morfolégicos e citolégicos
especificos com aspectos clinicos e resultados distintos (18,67). A Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) reconhece pelo menos 17 diferentes tipos histolégicos (67),
sendo os mais comuns o CDI e o CLI, que representam cerca de 90% dos tumores de
mama (19). Os casos mais comuns na amostram estdo em conformidade com a
literatura, CDI e CLI.

Quanto ao grau histologico, 87,6% dos casos estéo classificados como grau 2
e 3. O grau histolégico analisa a diferenciagao do tecido tumoral, onde se avalia as
caracteristicas morfoldgicas (diferenciagao e atividade proliferativa) que refletem a sua
agressividade (61,67). Atualmente, usa-se o sistema de classificagédo de Nottingham
(Quadro 8).

A classificagao do grau de Nottingham é determinada pela soma dos escores
(68):

- Grau 1: 3 a 5 escores

- Grau 2: 6 a 7 escores

- Grau 3: 8 a 9 escores

Quadro 8 — Escores para avaliagao dos critérios do sistema de classificacdo

Nottingham

Critérios Descricao Escore

Formacao tubular presente em:
Mais de 75% do tumor 1
10 a 75% do tumor 2

Menos de 10% do tumor

Grau Tubular

Leve atipia nuclear: nucleos pequenos regulares e

uniformes

Moderada atipia nuclear: tamanho moderado e
Grau Nuclear 2
variabilidade

Intensa atipia nuclear: variabilidade marcante e presenca

de nucléolos
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0 a 5 mitoses por campo de grande aumento 1
indice Mitético* 6 a 10 mitoses por campo de grande aumento
Mais que 11 mitoses por campo de grande aumento 3

Legenda: *Para microscépio Nikon (diametro de campo de 0,44mm e objetiva de 40x)
Fonte: Adapatado de (68)

Os canceres de alto grau estao relacionados a maior recorréncia e metastase.
Ja os de baixo grau tendem a apresentar um bom prognaostico e os de grau 2 mostram
um resultado intermediario nos primeiros anos de acompanhamento, mas com uma
tendéncia de recorréncia a longo prazo (61). Portanto, a maioria dos casos do estudo
demonstram uma tendéncia a recorréncia. Para confirmar este parametro os
pacientes precisariam ser acompanhados por um periodo maior.

Para a analise estatistica dos dados clinicos foi realizada uma analise
exploratéria para verificar possiveis associacdes. Para a classificagdo do IMC foi
denominado IMC normal como menor que 25 (n= 52) e IMC alto como igual ou acima
de 25 (n=91). Na categoria Idade ao diagnéstico, que considera a idade no momento
do diagnéstico, foi considerada a mediana para o CM: Jovem (n= 28) e Normal (n=
123). Ja para o Ki67 foi estabelecida a mediana e removida 17 amostras, entre o
percentil 40 e 60; assim, considerou-se Ki67 Baixo para valores <20 e alto para =30.

A Figura 12 mostra as associagdes com o HER2. A expressao de HER2 esta
associado ao CM mais agressivo (69). Observamos isso no estudo ao conferir que o
HER2 positivo esta associado a outros indicadores de mau prognéstico: € maior no
grupo que apresenta multifocalidade (Fig. 12A) e Ki67 alto (Fig. 12D) (62).

O CDIS associado pode conferir um mau progndéstico por ser uma lesao
precursora (66) frequentemente associada a doencga residual e recorréncia local (70).
Apesar do valor de p nado ter dado significativo para o CDIS associado (Fig. 12B,
p=0,08), este valor esta proximo de 0,05 e é visivel a maior frequéncia do HER?2
positivo no grupo com o CDIS associado. Outros estudos relataram a frequéncia do
HER2 positivo no CDIS (71,72). Apesar de uma possivel relagdo com mau
prognoéstico, esta associagcdo pode auxiliar em questdo de tratamento, por

proporcionar o uso de inibidores do HER2, como o trastuzumabe (66,73).
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Multifocalidade CDIS associado
C p=0.0388 HER 2 D p= 100203 HER 2
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Em Negativo mm Megativo
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Idade ao diagnostico

Alto  Baixo
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Figura 12 — Variaveis associadas a HER2 positivo ou negativo. A — Multifocalidade (n= 60 e Teste de
Fisher). B — CDIS (n= 63 e Teste de Fisher). C — Idade ao diagndstico (n= 130 e Teste de Fisher). D —
Ki67 (n= 114 e Teste de Fisher).

Em relacao a idade ao diagnostico (Fig. 12C), o HER2 positivo foi associado ao
grupo com a faixa etaria menor. Como a idade esta entre os principais fatores de risco
(66) e ao considerar que o envelhecimento acumula alteragdes genéticas que sao
favoraveis ao cancer (5), € esperado que fatores de mau progndstico estejam mais
presentes na populacdo com idade mais avancada. Entretanto, quando o cancer
aparece em pacientes com idade mais jovem, esta associado a um prognéstico mais
agressivo (74), pelo possivel acumulo de caracteristicas que tornam o seu
aparecimento mais precoce.

A Figura 13 mostra a associagao entre o IMC e a classificagdo TNM. Em relagao
ao tamanho do tumor (Fig. 13A, p=0,0023), a associagao significativa mostra que
tumores com o estadiamento T mais elevados (T>2) tem mais casos em pacientes
com o IMC alto, e ja no grupo com IMC normal ha uma quantidade menor de tumores

maiores.
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A 50— p=0.0023 Estadiamento T B 40+ p=0.0933 Agrupamento TNM
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Figura 13 - Variaveis associadas ao IMC. A — Estadiamento T (n= 121 e Teste do X?). B — Agrupamento
TNM (n= 89 e Teste do X?).

Considerando o agrupamento TNM (Fig. 13B, p=0,0955), a associagao néo foi
estatisticamente significativa mas mostra um efeito que pode ter uma importancia: o
IMC alto apresenta estadiamentos mais altos, relacionando-se, portanto, a tumores
com pior prognostico.

Ja foi discutido como o sobrepeso e obesidade estdo relacionados ao pior
prognostico. Além disso, o tamanho do tumor por si s6 € um dos piores fatores
prognosticos, estando diretamente relacionado ao risco de recidiva (74). Como o IMC
alto esta relacionado a tumores maiores, o IMC normal confere um melhor prognéstico
ao paciente.

Os receptores hormonais (RH), RE e RP, estédo relacionados a fatores de
crescimento enddgenos e vias de sinalizagao (66). O RE negativo esta correlacionado
com a baixa diferenciacdo tumoral, alta taxa de proliferagdo celular e outras
caracteristicas desfavoraveis ao prognostico. Entretanto, apesar de conferir uma
sobrevida maior no grupo que possui RE positivo, 0 bom prognostico ndo se mantem
a longo prazo (74). A falta de expressao do RP também esta ligada a pior prognéstico.
Esses tumores (RP-) demonstram ser instaveis e podem se assemelhar ao cancer de
mama triplo negativo, além de se relacionar a niveis elevados de Ki67 e maior
expressao de HER2 (62). Apesar da auséncia da expressdo dos RH estarem
relacionados ao pior progndstico, a sua expressao também esta relacionada a vias
que promovem a proliferagao celular e o crescimento do tumor. Porém, os tumores
que apresentam expressao de RH respondem bem ao tratamento com moduladores

seletivos do RE e RP (62,66), conferindo um melhor progndstico ao paciente.
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A Figura 14 mostra a associacao significativa dos RH a necrose tumoral. A
necrose tumoral pode definir o risco de recorréncia local e transformacéao invasiva do
CDIS, indicando um crescimento rapido (72).

E possivel notar um papel oposto da expressdo dos RH na necrose tumoral.
Enquanto a expressao do RE é maior na auséncia de necrose (Fig. 14A, p= 0,0498),
a expressao do RP é menor (Fig. 14B, p= 0,0211). O RE positivo e o RP negativo

parecem estar relacionados a um melhor prognéstico, em relagdo a necrose tumoral.

A p= 10,0493 i B p=00211 AP
100 1004 .
mm Megativo ] = Megativo
Positivo Positivo
2 50 # 504
.,-l_—_ o
Sim Nio Sim Mio
Necrose tumoral Necrose tumoral

Figura 14 — RE e RP associados a necrose tumoral. A — RE (n= 57 e Teste de Fisher).
B — RP (n= 57 e Teste de Fisher).

A associagao significativa do Ki67 aos RH (Figura 15 A e B, p= 0,0003 e p=
0,0010, respectivamente) é esperada, ja que ambos envolvem vias de proliferagéo
(18,66). De acordo com a nossa analise, tanto o RE quanto o RP negativos estao
associados ao Ki67 alto, indicando um tumor com maior capacidade proliferativa; logo,
RH negativos e um Ki67 alto podem estar relacionados a um pior progndstico.

Ja em relacdo ao tipo de tumor (Fig. 15C) a associagao mostra que o Ki67
elevado é mais frequente no tipo CDI, relacionando esse tipo de tumor a fatores de
mau prognastico.

O grau do tumor foi significativamente associado a variaveis relacionadas a
imunohistoquimica (RE, RP, Ki67) — Figura 16.
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Figura 15 — Variaveis associadas a Ki67. A — RE (n= 115 e Teste de Fisher). B — RP
(n= 115 e Teste de Fisher). C — Tipo de tumor (n= 108 e Teste de Fisher).

RE e RP negativos estavam mais presentes em tumores com maiores graus
(Fig. 16 A e B, p= 0,0095 e p= 0,0062, respectivamente). O Ki67 elevado foi mais
frequente nos tumores com maior grau (Fig. 16C, p= <0,0062).

Considerando que o tumor de alto grau esta relacionado a maior recorréncia e
metastase (61) e que RE e RP negativos e Ki67 alto predispde um diagndstico
desfavoravel (18,62,74), € de se esperar que o tumor triplo negativo, um dos mais
agressivos, esteja mais presente nos tumores de Grau 3 e que o luminal e o triplo
positivo presentes em graus menores (63) - (Fig. 16 D e E, p= <0,0078 e p= 0,0087,
respectivamente).

Analisando as diversas associacdes clinicas, observa-se que o Ki67 alto, RE e
RP negativos, Grau do tumor 3 e HERZ2 positivo estavam associados a variaveis de

pior prognaostico, confirmando seus valores preditivos clinico.



63

A p=0.0085 RE B p= 00062 RP
100+ ) 100 i
] mm Negativo mm Negativo
Paositivo Positivo
£ 50 2 50
0= 0
0el1 2 3 0e1 2 3
Grau do tumor Grau do tumor
C D
_ p=<0.0062 Ki67 p=-<0,0078
100 : 1009 — — — ,
mm Baixo 1 Classificagao

] imuno-histoquimica
Alto ] o

mm Triplo Negativo

%

50 £ 50 _f Outros

De1 2 3 ODel1 2 3
Grau do tumor Grau do tumor

E
p=0.0087

Classificagao
imuno-histoquimica

mm Triplo Negativo
=3 Triplo Positivo
=3 Luminal

Yo

o
Oet1 2 3

Grau do tumor

Figura 16 — Variaveis associadas ao Grau do tumor. A — RE (n= 109 e Teste do X?). B — RP
(n=109 e Teste do X?). C — Ki67 (n= 99 e Teste do X?). D — Classificagdo imunohistoquimica
(n=69 e Teste do X?). E — Classificagdo imunohistoquimica (n= 68 e Teste do X?).

5.2.2. Polimorfismo rs10078991 e fatores prognésticos

Para as associagbes relacionadas aos fatores progndsticos, a analise
estatistica foi realizada apenas para o polimorfismo rs10078991, pois foi um dos
unicos a possibilitar a formagdo de dois grupos com um numero amostral
consideravel.

Apesar do SNP rs2242652 também ter apresentado grupos com um numero
amostral consideravel, a analise dele como fator progndstico ja foi realizado e descrito
em outro trabalho do grupo, por isso ndo pode ser analisado neste trabalho. O trabalho
de Monteiro analisou o0 SNP rs2242652 em 54 pacientes com CM e ainda que nao

encontrou associagdes estatisticamente significativas, provavelmente pelo numero
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amostral, mostrou uma tendéncia do alelo A, nos genétipos GA/AA, estar relacionado
ao pior progndstico: tendéncia de relagdo com tumores mais agressivos, com 33% de
triplo-negativo (grupo GG: 19% triplo negativo), 22% de tumores com superexpressao
de HER2 (grupo GG: 10% com superexpressao de HER2) e tumores maiores (T4) em
20% dos casos (grupo GG: apenas 8%) (75). Esses resultados mostram a tendéncia
de uma relagdo importante com o triplo-negativo, que apresenta um pior progndstico

(63), mostrando a relevancia de estudos de polimorfismos da telomerase em CM.

Gendtipo
TC P’
Alelo C Sem alelo C ‘s]gru.n
n=19 n=381
Gendtipo Gendtipo
CAP cC ¢

Figura 17 — Formagao dos grupos para a analise estatistica do polimorfismo
rs10078991

Voltando as analises, para o estudo do SNP rs10078991 os grupos foram
divididos entre presencga do Alelo C (gendtipos TC, CC e CA; n= 19) e auséncia do
Alelo C (genétipo TT; n= 81) — Figura 17.

A Figura 18 mostra a associagao da variante génica com a expressao do RP.

150
100

50+

Expressao de RP (%)

Variante Génica
Figura 18 — RP associado a variante génica para o SNP rs10078991 (p= 0,0419, n=

82 e Teste de Mann Whitney)
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Observa-se que a expressao do RP é maior no grupo Alelo C, e com mais casos
de sem expressao (RP-) no grupo Sem Alelo C. Sabendo do valor progndstico tanto
da presenca quanta da auséncia desse receptor no CM, a presenca do Alelo C indica
um fator de protecédo, ja que o RP+ é indicativo de melhor prognostico (62). Nesse
estudo, a presenca do RP esta ligada a variaveis de melhor prognéstico (maior nos
graus do tumor mais baixos e maior no Ki67 baixo), com excegao da necrose tumoral.
Para quem tem CM, ter o alelo T em homozigoze (gendtipo TT) confere uma chance
maior de ter uma baixa expressao de RP, que pode implicar em um cancer mais
agressivo por ter RP baixo.

Uma meta-analise encontrou associacao de outros polimorfismos do gene
hTERT com os RH em casos de CM: o gendtipo CC para rs2735940 e o gendtipo TT
para rs2736100 estdo associados a casos RH negativos (RE-/RP-) [OR= 1,52, IC 95%
1,21-1,91, p= 0,0003 e OR= 1,5, 95% IC 1,2-1,87, p= 0,0007, respectivamente] (25).
Ja o presente trabalho encontrou relagdo do gendtipo TT (grupo sem o Alelo C) com
a menor expressao de RP para o polimorfismo rs10078991 (p= 0,0419).

Outro achado interessante descrito nos artigos da meta-analise foi a
associacéo de variantes de hTERT com a expressé&o de receptores hormonais (25):

= rs10069690: associado ao RE negativo e ao subtipo de cancer triplo negativo;
o O alelo de risco (alelo T) pode ser responsavel por uma taxa de
incidéncia de 15% (IC 95%, 10-20%) superior para o CM em RE- ou
triplo-negativo em mulheres africanas em comparagédo com mulheres de
ascendéncia europeia
= rs273618: associado a casos RE- e RP+;
= rs10069690, rs2735940, rs4246742 e rs2736100: associados a RH negativos.

Considerando esses achados, as amostras foram reagrupadas em dois grupos
para verificar a influéncia do alelo T ao RP: grupo com alelo T (genétipos TC e TT) e
grupo sem alelo T (gendtipos CA e CC). A associagao nao foi significativa, o que deixa
mais claro que a influéncia em relagdo a baixa expressdo do RP esta associada
apenas ao alelo T em homozigoze.

Apesar da influéncia do alelo T como fator de protegao para o CM (Tabela 4 e
Figura 9 — seg¢ao 4.2.3 - Determinagao do fator de risco), como fator progndstico o
genotipo TT esta associado a um fator de mau progndstico em relagéo a expressao
de RP.
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Para algumas variaveis clinicas a associagdo com o polimorfismo foi estudada
por grupo — Alelo C e Sem Alelo C, para analisar se alguma variante génica demonstra
influéncia sobre a variavel clinica. As correlagdes significativas encontradas estdo no
Quadro 9.

As variaveis Idade ao diagnéstico e linfonodos acometidos, no grupo Sem Alelo
C, foram diretamente proporcionais: uma aumenta e a outra também. Essas variaveis
clinicas demonstram uma tendéncia de sofrer influéncia dessa variante génica pois
foram proximas ao valor significativo nesse grupo (p= 0,06), mas nao no grupo Alelo
C (p= 0,92), mostrando uma associagao dessas variaveis clinicas para o genétipo TT
— 0 grupo sem alelo C, com o unico gendtipo desse estudo que ndo apresenta o alelo
C. E provavel que para aqueles que ndo tenham o Alelo C e tenham idade menor,
tenham menos linfonodos acometidos; da mesma forma que os pacientes com uma

idade maior tenham maior comprometimento de linfonodos.

Quadro 9 — Teste de correlagdo de Spearman

Variante N Intervalo de
Associagéao Valor de P Valor de R
Génica total confianga (95%)
Idade ao diagndstico x Alelo C 0,9219 10 -0,03814
Linfonodos acometidos | Sem Alelo C 0,0663 40 0,2933 -0,02961 a 0,5607
Alelo C 0,3121 15 0,2783 -0,2883 a 0,7005
RE e Ki67
Sem Alelo C 0,0014 58 -0,4099 -0,6092 a -0,1620
Alelo C 0,2937 15 0,2890 -0,2776 a 0,7064
RP e Ki67
Sem Alelo C 0,0045 58 -0,3677 -0,5769 a -0,1132

Em relagcdo ao Ki67, o grupo Sem Alelo C com alta expressdao de RH
demonstrou um efeito benéfico: quanto maior a expressdo dos RH, menor o valor de
Ki67 — pois sdo inversamente proporcionais (valor de R menor que 0). Para o gendtipo
TT (grupo sem o Alelo C) esse resultado € benéfico em relagéo ao Ki67, pois teve a
capacidade proliferativa reduzida (18,62,66); porém caso apresente RH baixos,
apresentara capacidade proliferativa aumentada, indicando um tumor mais agressivo
(62).

Como vimos na Figura 12, os RH negativos estao associados ao Ki67 elevado.
Esse resultado foi semelhante aqui (Quadro 9, RH e Ki67), demonstrando influéncia
apenas para o grupo Sem Alelo C, ja que naqueles que tinham o Alelo C essa

correlagao nao foi significativa.
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Em relacéo a classificagdo TNM, quanto maior a categoria do estadiamento,
pior o progndstico: indicativo de um tumor mais agressivo (65). Nas Figuras 19 a 23
temos associagdes quanto a essa classificacao.

O comprometimento linfonodal é proporcional ao tamanho do tumor (74). Na
Figura 19 (Fig. 19B, p=0,0031), apesar de ter alguns casos de metastase em
linfonodos classificados como mais severos (N2 e N3), os casos com auséncia ou
menor comprometimento de linfonodos sdo mais frequentes, mesmo nos tumores
maiores, associando, portanto, o gendtipo TT (grupo sem o Alelo C) a um melhor
prognostico. Ja para o grupo Alelo C (Fig. 19A) ndo houve uma associagao
significativa (p=0,6485).

A p= 0,6485 _ B p= 0,0031
100 Estadiamento N 100 Estadiamento N
. mm M |_| [ ]
ni ni
= n2 Em n?
EE 50 ‘6’3 50 | | II:.!'
1] 0
T™ T2 T3 T4 ™ T2 T3 T4
Estadiamento T Estadiamento T

Figura 19 — Associacéo entre Estadiamento T e Estadiamento N. A — Variante génica
Alelo C (n= 16 e Teste do X?). B — Variante génica Sem Alelo C (n= 65 e Teste do X?).

Para o IMC, no grupo Sem Alelo C (Fig. 20B, p= 0,0372), a porcentagem de
sobrepeso (IMC alto) e obesidade foi maior em quase todos os tumores acima de 2
cm (>T1). Para os pacientes com esse genétipo, o IMC alto pode aumentar o risco de
tumores maiores.

A associagédo com o grupo Alelo C (Fig. 20A, p= 0,1850) ndo pode ser

assegurada pois ndo foi significativa.
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Figura 20 — Associacéo entre Estadiamento T e IMC. A — Variante génica Alelo C (n=
16 e Teste do X?). B — Variante génica Sem Alelo C (n= 60 e Teste do X?).

A associagao significativa para o Alelo C foi entre o Estadiamento N e o IMC
(Fig. 21A, p= 0,0117). O IMC baixo foi presente apenas no N1, associando o peso
normal ao comprometimento em linfonodo mével (N1), que € menos agressivo (74).
O IMC alto ndo pode estar associado a pior prognéstico para esta variante génica
porque esta ligado tanto a auséncia de metastase em linfonodos (NO) quanto a

metastase em linfonodos fixos (N2).

A p= 0,0117 B p= 0,6620
IMC IMC
100+ 100
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Estadiamento N Estadiamento N

Figura 21 — Associagao entre Estadiamento N e IMC. A — Variante génica Alelo C (n=
16 e Teste do X?). B — Variante génica Sem Alelo C (n= 58 e Teste do X?).

Sobre a idade ao diagndstico, Abreu & Koifman afirmam que o CM tanto em
mulheres mais novas quanto em maiores de 75 anos apresentam um pior prognostico
(74). E o que observamos nesse estudo, no grupo com o gendtipo TT (grupo sem o
Alelo C) (Fig 22B, p= 0,0580). Os casos com o pior prognoéstico, em relagdo a
comprometimento de linfonodos, foram mais frequentes nos pacientes que

apresentaram CM mais precocemente.
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Figura 22 — Associagao entre Estadiamento N e Idade ao diagnostico. A — Variante
génica Alelo C (n= 16 e Teste do X?). B — Variante génica Sem Alelo C (n= 63 e Teste
do X?).

Associando as variantes génicas com o infiltrado inflamatério encontramos o
seguinte (Figura 23): no grupo com o Alelo C houve mais casos de infiltrado
inflamatorio do que no grupo Sem Alelo C. Ou seja, no grupo com o genaétipo TT (grupo
sem o Alelo C) ha chance de um pior progndstico, em relagao ao infiltrado inflamatério.
Como a presencga do infiltrado inflamatério esta relacionado a resposta imunoldgica
contra o tumor e consequente melhor progndstico (76), esse resultado € benéfico ao
grupo com o Alelo C, onde houve presencga do infiltrado na maioria dos casos. Apesar
do valor de p ser maior que 0,05 e, portanto, nao ser significativo estatisticamente para
esta associagao, este valor esta proximo do significativo e o seu efeito foi considerado
importante.

Infiltrado Inflamatério

HE Sim
N&o

100

%B
Variante Génica

Figura 23 — Variante génica associada ao Infiltrado inflamatério (p= 0,0957, n= 28 e
Teste de Fisher)
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O grupo Sem Alelo C — dos pacientes com o genédtipo TT — apresentou
resultados tanto favoraveis quanto desfavoraveis ao prognéstico do CM, a depender
da variavel estudada. Em relagdo a um bom prognéstico, mesmo os tumores maiores
apresentaram menor comprometimento de linfonodos (Figura 19). Em contrapartida,
as seguintes variaveis foram relacionadas a um pior prognéstico:

- RP: menor expresséao de RP (Figura 18)

- IMC e estadiamento T: IMC alto associado a tumores maiores (Figura 20)

- Infiltrado inflamatorio: menor resposta inflamatoéria (Figura 21)

Para o Ki67 e a expressao de RH, o grupo Sem Alelo C (gendtipo TT) pode
conferir um resultado que pode ser particular: € bom ao apresentar valores baixos
para o Ki67 e RH altos, ou ruim por apresentar valores altos para o Ki67 e baixa
expressao de RH. Esse resultado tem um valor clinico que depende muito do caso do
paciente: a maior expressao de RH apresenta um melhor prognostico e o Ki67 baixo
também é um bom fator progndstico (18,61,62,74).

O grupo Alelo C — pacientes com o gendtipo TC, GC e CA — apresentou melhor
relagdo com um bom prognéstico para o CM nas seguintes variaveis clinicas:

- RP: maior expressao de RP (Figura 18)

- IMC e N1 (Estadiamento N): peso normal e menor comprometimento de
linfonodos (Figura 21)

- Infiltrado inflamat6rio: maior presencga de infiltrado inflamatério (Figura 23)

No geral, algumas associagcdes mostram uma tendéncia de significado, mas
com valor de p acima de 0,05. Esses resultados possivelmente foram afetados pelo
numero amostral pequeno; aumentando o grupo sera possivel confirmar ou descartar
essas associagoes.

Estes resultados mostram associacbes com bons fatores prognodsticos e
indicam a possibilidade de novos achados. Para determinar o valor e alcance
prognodstico desse polimorfismo € importante também testar as analises em outros
grupos, com outros tipos de cancer. Confirmando as associagdes e a relagdo com o
cancer, esse polimorfismo se torna bom candidato para ser usado como marcador de

risco e prognostico.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Com a crescente dos casos de cancer os estudos nessa area almejam novas
formas de diagnéstico, tratamento e progndstico. O estudo com polimorfismos pode
tocar essas trés bases e, portanto, contribuir para o avanco do combate ao cancer.
No Brasil e no mundo, o cancer de mama é um dos mais frequentes, o que mostra a
importancia de estudos nessa area por ter grande relevancia no tratamento de uma
doenca de impacto mundial. Nossa pesquisa relacionou 325 genes e 1900
polimorfismos ao cancer de mama, relatando os genes mais estudados (MTHFR,
ESR1, GSTM1 e GSTT1). Também foi observado a baixa frequéncia de estudos que
analisam a relacdo de polimorfismos da telomerase ao risco de cancer de mama.
Apesar de alguns resultados de associacao divergentes, foram relatadas muitas
associacoes significativas, mostrando os genes que tem impacto na doenca e que
podem fazer parte de perfis genéticos associados ao risco aumentado de cancer de
mama.

Para verificar o valor clinico de polimorfismos do gene hTERT, esse estudo
analisou 8 polimorfismos na regido promotora da telomerase em individuos do DF e
encontrou uma tendéncia de associagdo com o cancer de mama para o polimorfismo
rs10078991 (p= 0,06), que apresentou maior fator de risco para cancer de mama
naqueles casos em que nao ha presencga do alelo T. Apesar dos outros polimorfismos
nao apresentarem resultados significativos, o SNP rs980822475 teve um valor de p
baixo (p= 0,16), demonstrando uma tendéncia de associagao que pode ser confirmada
ou excluida ao se aumentar o numero amostral. Esses resultados sao novos para
esses polimorfismos e contribuem a pesquisa de polimorfismos em cancer, ja que nao
ha publicagcdes em evidéncia na literatura sobre eles.

Em relagédo aos fatores progndsticos, o SNP rs10078991 foi associado a um
pior progndstico para o genoétipo TT, em relagdo a baixa expressao do receptor de
progesterona, enquanto a presencga do Alelo C foi associado ao melhor prognéstico
por maior expressao do RP. Para outras variaveis clinicas, os principais achados
associaram o genétipo TT ao IMC alto e tumores maiores, menor resposta inflamatéria
e Ki67 e RH inversamente proporcionais. Com exce¢ao do Ki67, essas variaveis
associam o genotipo TT a um pior prognostico. Ja o grupo que apresentava o Alelo C

(gendtipos TC, GC e CA) foi associado ao melhor progndstico: maior expressao de
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RP, menor comprometimento de linfonodos para pacientes com IMC normal e maior
presenca de infiltrado inflamatario.

Comparando os resultados do fator de risco e prognostico para o SNP
rs10078991, o gendtipo TT demonstrou ter um efeito protetor em relagdo ao
desenvolvimento do cancer de mama, enquanto que para o progndstico, um resultado
menos favoravel esta associado para aqueles que possuem o gendtipo TT, pois foi
associado a fatores de pior progndstico.

Outro resultado importante relatado nesse estudo confirma o valor progndstico
de variaveis clinicas ja utilizadas no cancer de mama. Comparando as variaveis
clinicas de 151 pacientes com cancer de mama, observamos que o Ki67 alto, RH
negativos, Grau do tumor 3 e HER2 positivo estavam associados a variaveis de pior
prognostico, confirmando seus valores preditivos clinico.

Em resumo, os achados da pesquisa deixam em evidéncia o SNP rs10078991
para ser utilizado como um marcador para o cancer de mama, ja que apresentou
relevancia como fator de risco e prognéstico para o cancer de mama.

O presente trabalho trouxe uma sequéncia muito grande de informagdes que
podem ajudar a determinar algumas teses bioldégicas sobre o desenvolvimento da
doenca. Mesmo aquelas informag¢des nao significativas apresentam valor cientifico
por mostrar caminhos a ndo serem considerados em novos trabalhos. Dessa forma,
este estudo contribui para o entendimento cada vez mais avangado sobre o cancer de
mama, que é doenca muito complexa — e, por isso, cada nova informacao na literatura

tem a sua significancia.
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ANEXO B — TCLE CETTRO

“y

Universidade de Brasilia

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Convidamos o(a) Senhor(a) a participar do projeto de pesquisa ESTUDO DE MUTACOES RELACIONADAS AO
GENE hTERT EM PACIENTES COM CANCER NO DISTRITO FEDERAL, sob a responsabilidade do pesquisador
Diégo Madureira de Oliveira. O projeto trata-se de um estudo que visa a descoberta de caracteristicas genéticas
que possam estar associadas ao desenvolvimento do cancer. Para isso, serdo estudadas amostras de DNA
extraido a partir de sangue coletado dos voluntarios, assim como os dados clinicos registrados em prontuario
médico.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e Ihe asseguramos
que seu nome nao aparecera sendo mantido o mais rigoroso sigilo pela omissao total de quaisquer informagdes
que permitam identifica-lo(a).

Ao aceitar participar do estudo, o Unico desconforto ao qual sera submetido é a coleta de sangue por pungéo de
veia periférica, procedimento que envolve baixo risco, mas moderado grau de desconforto fisico. Assim, ao
assinar este termo, o(a) Senhor(a) autorizara a coleta de 4 mL de sangue, que sera feita por profissional
qualificado, em ambiente adequado e com material estéril e descartavel, a fim de minimizar qualquer risco
de dano fisico, além do acesso da equipe de pesquisadores aos dados no seu prontuario médico. O acesso
aos resultados obtidos com o estudo, bem como informagdes e orientagdes que possam resultar em reavaliagdo
de conduta terapéutica, aconselhamento genético ou qualquer outro beneficio direto, &€ garantido a todos os
participantes.

O(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento) qualquer questao que lhe
traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo
para o(a) senhor(a).

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo a coleta de sangue.
Também ndo ha compensacao financeira relacionada a sua participagéo, que sera voluntaria.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participacdo na pesquisa, vocé devera buscar ser
indenizado, obedecendo-se as disposigdes legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa seréo divulgados na Universidade de Brasilia, podendo ser publicados posteriormente.
O sangue coletado, apos processado, ira compor biorrepositério (sera armazenado para fins de pesquisa), e
podera ser usado futuramente para estudos de polimorfismo (a exemplo do descrito nesse documento), em
conjunto com as informagdes clinicas obtidas por meio de analise de prontuario médico. Nao faz parte da
metodologia do estudo o rastreamento do individuo doador do material e das informacgdes.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relagdo a pesquisa, por favor telefone para: Diégo Madureira de
Oliveira, na UnB, no telefone (61) 3107-8938, disponivel inclusive para ligagédo a cobrar. Também é possivel fazer
contato pelo e-mail dmadureira@unb.br.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ceilandia (CEP/FCE) da
Universidade de Brasilia. O CEP é composto por profissionais de diferentes areas cuja fungdo é defender os
interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da
pesquisa dentro de padrdes éticos. As duvidas com relagdo a assinatura do TCLE ou os direitos do participante da
pesquisa podem ser esclarecidos pelo telefone (61) 3107-8434 ou do e-mail cep.fce@gmail.com, horario de
atendimento das 14h:00 as 18h:00, de segunda a sexta-feira. O CEP/FCE se localiza na Faculdade de Ceilandia,
Sala AT07/66 — Prédio da Unidade de Ensino e Docéncia (UED) — Universidade de Brasilia - Centro Metropolitano,
conjunto A, lote 01, Brasilia

- DF. CEP: 72220-900.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi elaborado em duas vias, uma ficara
com o pesquisador responsavel e a outra com o Senhor(a).

Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel Diégo Madureira de Oliveira

Brasilia, __de  de
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ANEXO C — Voucher para coleta de sangue no Sabin

VAUCHER PARA AUTORIZACAO DE EXAMES - NAP

DATA: / /

NOME DO PACIENTE:
DATA DE NASCIMENTO:

PESQUISA: ESTUDO DE MUTACOES RELACIONADAS AO GENE hTERT EM PACIENTES
COM CANCER NO DISTRITO FEDERAL

PESQUISADOR: Dr. Diego Madureira de Oliveira (CRM 1059793)

Solicitacdo:
Nome do Exame Cédigo
Coleta de tubo de sangue EDTA EDTANAP

Convénio: 3491 — BSB-IS NAP KATHERINE RODRIGUES
O tubo com o sangue poderd ser colhido em qualquer unidade do laboratério Sabin.
Recepcdo: Por favor desconsidere a data de entrega do resultado, para essa pesquisa ndo hd resultado. E

coletado somente um tudo de sangue que serd entregue ao pesquisador, para que os exames possam ser
realizados na UnB. Nos do Sabin ndo iremos realizar exames, somente a coleta do tubo.

Mandar esse tubo separado aos cuidados de Evanuzia - Triagem escrito “Material pesquisa NAP - tubo
EDTA)"

Guia deve ser mandada no envelope para Simone Lima - NAP

Duvidas: Simone Lima
NAP
(61) 3329-8000 (ramal 3217)
e-mail: simonelima@sabin.com.br
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ANEXO D — Parecer CEP/FS/UnB

FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE W
U 4 BRASILIA - UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DE POLIMORFISMOS DO GENE hTERT COMO POTENCIAIS FATORES
DE RISCO PARA CANCER EM PACIENTES DO DISTRITO FEDERAL

Pesquisador: Diggo Madureira de Oliveira

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolendo Genética Humana gue ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 66908022.0.0000.0030

Instituigio Proponente: FACULDADE DE SALUDE - FS

Patrocinador Principal: FUNDACAC DE APOIO A PESQUISA DO DISTRITO FEDERAL FAFDF

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5938 851

Apresentagdo do Projeto:
Conforme documento "PE_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETO_2011180.pdf", postado em
02/03/2023:

“Desenho:

Este trabalho serd conduzido por meio de estudo transversal com populagio constituida por individuos
sauddveis atendidos no Hemocentro de Brasilia que aceitarem participar do estudo. Serdo utilizadas
exclusivamente amostras da camada leucocitaria residual (buffy coat) de sangue processado, guando
houver, de participantes com idade igual ou superior a 40 anos gue ndo reportarem diagndstico de
neoplasia. A idade, nesse caso, corresponde a mediana do grupo de pacientes estudados, o que garantira
maior sensibilidade na analise estatistica, Os tubos contendo as amostras serdo transportadas para o
laboratério da Faculdade de Ceilandia acondicionados em caixa térmica com gelo para processamento, que
consiste extragio do DNA utilizando-se kit de extragio convencional de DMA gendmico segundo as
instrucdes do fabricante, O DNA extraido serm diluido em agua ultrapura & dividido em duas aliquotas que
serdo congeladas & -B6°C. A regido gendmica de interesse serd sequenciada e analisada quanto & presenca
de alteragbes, As amostras serdo mantidas durante a execugio do

Enderego: Facudade de Ciéndas da Sadde, Universidade de Brasiia - Campus Darcy Ribeiro

Bairm: Asa Maone CEP: 70,910-800
UF: OF Municipio: BRASILLA
Telefone: (61)3107-1347 E-mail; cepfsunb@gmal com

Pagina 01 da 18



ANEXO E — TCLE Hemocentro

Mtepses b TR

4B+ GOF Linversidade de Brasilia SES - GO

@ COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Termo de Comsentimento Livre ¢ Esclarecido

Oa) Senhor(a) estd sendo convidado{a) a participar vohmtariamente do projeto
de pesquisa ESTUDO DE POLIMORFISMOS DO GEME hTERT COMO POTENCIAIS
FATORES DE RISCO PARA CANCER EM PACIENTES DO DISTRITO FEDERAL,
s0b a responsabilidade do pesquisador Diéeo Madvireira de Ofiveira, O projeto trata-se
de um estude que visa 4 descoberta de caracteristicas genélicas que possam estar
associadas a0 desenvolvimento do cincer, Para isso, serfio estudadas amostras de DINA
extraido a partir de sangue coletado de voluntérios saudéveis.

O nosso objetivo € inve st igar se algumas caracteristicas do DNA podem aumertar
a risca de cdncer. Resumidamerite, a andlise de mutagdes em um gene corhecido coma
TERT em pacientes com cdncer, € em pessoas sauddveis, como é o 521 caso, nos permitird
saber se essas mutagdes ocorrem mais frequentemente nas pessoas doenles, O que
Jacilitzria o diagndstico precoce € aumentaria as chances de SUCEssD no IFaiamento
oncoldgico.

¥a) senhor{a) receberd todos 0s esclarecimentos necessirios antes ¢ no decorrer
da pesquisa ¢ The asseguramos que seu nome nfo serd divulgado, sendo mantido o mais
rigoroso sigilo aravés da omissio total de quaisquer informacbes que permitam
identifica-loa).

A sua participagio se dard por meio da sutorizacio para que wilizemos o residuo
do processamento do sangue que esth prestes a doar, e que seria descartado, para a andlise
do material genético ali disponivel. Vood também precisard informar sua idade, sexo,
altura (se souber), peso (s¢ souber) ¢ histérico de cincer na familia.

Esse ¢ um estudo de genética, o que significa que teremos acesso ao seu DNA, Os
festes, porém, serfio realizados unicamente com o gene TERT, e os dados genéticos
gerados sfo confidenciais ¢ ndo serfio repassados a lerceiros em hipilese alpuma, As

Rubrica do participarnieresponsavel fepal
Figinalde3

Comité de Ftica em Pesquisa - CEP/FEFECS = E-mail: comitedectica, secretaria@gmail.com - Telegone: [61) 2017 1145 —ramal 6878
Comité de Btica em Pesquisa — CEP/FEPECS — E-mail: cepfa@unb. br ou cepfsunb@gmail com — Telefonse: (61) 3107 1347
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amostras serfo descartadas ao final do estudo e ndo poderfio ser utilizadas pam outras
finalidades além das descritas nesse documento. No caso de alguma descoberta no seu
sequenciamento genético que tenha relevincia clinica (valor clinico ou repercussio na
salide), ofa) senhor(a) serd devidamente comunicado sobre os achados pelo pesquisador
responsdve | pela pesquisa (Di€go Madureira de Oliveira),

Apesar de ser um procedimento seguro e sem complicaghes, a doagho de sangue
pode apresentar riscos relacionados a algumas reagdes adversas locais ou sistémicas:
sintomas locais decorrentes da inserciio da agulha, como hematomas, pungiio arterial,
irritagdo ou kesdo de nervo, leslio de tenddo, sangramento pos-doagio, romboflebite ¢
alergias: hipovolemia; fadiga ¢ sintomas subjetivos (fonturas, nduscas ¢ palidez). Para
minimizar essas situacdes hi protocolos sepuidos pelo Hemooentro de Brasilia para
preparo do paciente ¢ a presenca de profissional de saide treinado e experiente, capaz de
realizar uma coleta de sangue segura e de auxiliar no caso dessas situagdes adversas,

s riscos decorrentes de sun participachio na pesquisa sfio relacionados ao acesso
a0 seu material gendtico e dados pessoais, como mencionado. Mas tais informaghes serfio
utilizadas unicamente para a finalidade do estudo. Se vocé aceitar participar, estard
contribuindo para melhomr o enfendimento sobre o cincer ¢ sobre caracteristicas
identifichiveis no sangue que poderfio ajudar no tratamento precoce dos pacientes gue
sofrem com essa doenga

fa) Senhor(a) pode se recusar a responder, ou participar de qualquer
procedimento e de qualquer quesifio gue The traga constrangimenio, podendo desistir de
participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para ofa) senhona),
O seu tratamen io seguird de acordo com o previsioem protocolos da instituigio, de forma
gratuita, pelo tempo que for necessério. caso nfio concorde ou desista de participar da
pesquisa.

O{A) Senhor(g)pode pensar o tempo que for necessério se deseja ounfio participar
desta pesquisa, inclusive pode kevar este documento para sua casa, para poder decidir,

As despesas relacionadas com a panticipagdo (ressarcimento) serfo absorvidas
integralmente pelo orcamento da pesquisa. No entanto, voof ndo terd qualquer despesa
se aceitar participar do estudo,

Rubrica do participante/responsdve [ le gal
Pigina 2 de 3

Comité de Etica am Pesquisa = CEP/FEPECS = E-mail: comitedestica, secretaria@gmail.com - Telegone: (51) 2017 1145 =ramal 6878
Comité de Btica em Pesquisa — CEP/FEPECS — E-mail; cepfs@unb, br ou cepfsunb@email com — Telefone: (61] 3107 1947
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O A) Senhor(a) tem direito a buscar indenizaclio em caso de danos provocados
pela pesquisa, ainda que sejam danos nfo previstos na mesma, porém a ela relacionados.

O resultados da pesquisa serfo divulgados na Universidade de Brasilia ¢ em
revistas cientificas especializadas podendo ser publicados posteriormente. Os dados ¢
mateniais util zados na pesquisa Hearfo sobre a puarda do pesquisador,

Sa ofa) Senhon(a) tiver qualgquer divvida em relaglio d pesquisa, por favor, entre em
contaio a qualguer hora para: Katherineg de Souza Rodrigues ou Diégo Madureira de
ONiveira, na Universidade & Brasilia (e=mail: dmadureimi@unb,br) ¢ nos tele fones (61)
98575 690 ou (61) 98500 4932, disponivel inclusive para ligagho a cobrar,

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FEPECS-SES/DF
(CEP/FEPECS) ¢ pelo Comité de Eticaem Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saide
{CEP/ F5) da Universidade de Brasilia. O CEP ¢ composto por profissionais de diferentes
areas cuja funglio ¢ defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua
integridade ¢ dignidade ¢ contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padries
éticos, As dividas com relagho 4 assinatura do TCLE ou aos direitos do participante da
pesquisa podem ser encaminhadas ac CEP/FEPECS por e-mail:
comitedeetica.secretaria@@gmail.com ou por contato telefonico: (61) 2017 1145 ramal
6878 ou encaminhadas ao CEP/FS pelo telefone (61) 3107-1947 ou pelo e-mail
cepfs@unb. br ou cepfsunbi@email .com, hordrio de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e
de 13:30hs 4s 15:30hs, de segunda a sexta-feira. O CEP/ FS se localiza na Faculdade de
Ciéncias da Sadde, Campus Universitério Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa
Morte,

Caso concorde em participar, pedimos que assing este documento que foi
elaborado em duas vias, uma ficard sob a responsabilidade do pesquisador Diégo
Madureira de Oliveira e a outra com o Senhor(a).

Participante da PesquisaResponsivel Legal
MNome ¢ assinatura

Pesquisador Responsdvel
Mome ¢ assinatura

Brasilia, ___ de de

Pigina3de 3
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ANEXO F — Formulario para coleta de dados

Formulario de coleta de dados
Projeto: ESTUDO DE POLIMOERFISMOS DO GENE hTEET COMO

POTENCIAIS FATORES DE RISCO PARA CANCER EM
PACIENTES DO DISTEITO FEDEEAL

Paciente:

Ficha projeto:

Esse guestionario tem o objetive de coletar informacdes relevantes
para o presente estudo sobre cincer.

1- Sexo:

2- Idade:

3- Altora:

4- Peso:

3- Historico de cincer na familia:
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ANEXO G - Artigo submetido

Breast Cancer Research and Treatment
Gene polymorphisms and breast cancer risk, a review

Manuscript Mumber:
Full Title:

Article Type:
Keywords:
Comesponding Author:

Cormesponding Author Secondary
Information:

Comesponding Auihor's Instiufion:

Comesponding Author's Secondary
Institution:

First Author:
First Author Secondary Information:

Crder of Authors:

Crder of Authors Secondary Information:

Absiract

Suggested Reviewers:

--Manuscript Draft—

BREA-D-23-01331

Gene polymorphisms and breast cancer risk, a review
Review

Breast cancer; breast cancer risk; polymorphisms; SHP

Katherine de Souza Rodrigues
Universidade de Brasilia
Asa Morte, DF BRAZIL

Universidade de Brasilia

Katherine de Souza Rodrigues, Master

Katherine de Souza Rodrigues, Master

Diégo Madureira de Oliveira, PhD

Ohbjectives

Breast Cancer (BC) susceptibility has been observed to potentially correlate with
specific SMP's within certain populations. Investigating these SMNPs offers a unique
advantage as they represent inherent genetic traits of individuals, enabling access to
this information at any point in time, even prior to a formal diagnosis of the disease
(particularly in cases where patients have a familial history). This provides an
opporiunity for proactive measures. Hence, the primary objective of this study was to
comprehensively review existing data conceming the links between polymorphisms.
and the risk of developing breast cancer.

Methods

We performed a review by selecting articles from Pubmed using the mesh Terms:
potymorphismititie] OR polymorphisms[title] AMD breast cancer risk[title], considering
publications in the last 10 years.

Resulis

327 genes and over 1,900 SHNPs were identified. The gene most frequently cited was
MTHFR (16 articles), followed by the genes ESR1, GSTM1 and G5TT1. The gene that
underwent the most extensive scruting for its polymorphisms was the ROR-a gene,
with 220 SMPs analyzed. Across most genes, the associations with breast cancer risk
show significant discrepancies among the studies.

Conclusion

While the literature reports numerous noteworthy associations, conflicting cutcomes
are prevalent. Mevertheless, the substantial consensus among studies for certain
polymorphisms suggests the potential for discovering novel genetic profiles linked to
an elevated risk of breast cancer, while considering ethnic varations.

Masrin Rezazadeh
Kashan University of Medical Sciences
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Title:

Gene pohymorphizms and breast cancer rizk, a review

Awthor 1 {Corresponding auther): Eathenne de Souza Rodngnes

Programz de pos-graduacio Ciénmas da Sande, Faculdade de Ciéncias da Sande, Unversidade de
Brasihia - UnB (70910-200), Brasilia, Dhstnto Federal, Brasil

E-mail: katherine souza. 150 mmal com

E-mal altematmvo: kathenne rodnsues i@ koton. com b

Cread: O000-0003-03 104545

Awthor 2: Thégo Madureira de Olivena

Programz de pos-graduzgio Cigncias da Sande, Faculdade de Ciénoas da Sande, Unmversidade de
Brasilia - UnB (T0910-900), Brasiha, Dhistnto Federal, Brasil

Chead: 0000-0002-6044-1554

Abstract

(hjectives: Breast Cancer (BC) susceptibility has been observed to potentally comelate with specific
SHPs within certam populations. Inveshgating these SMNPs offers a umque advantage as thev represent
icherent genetic trarts of mdividuals, enablng access to this information at amy point n ime, even prior to
a formal diagnosis of the disease (particularly m cases where patients have a farmhal hnstory). Thos
provides an opporbmity for proactive measures. Hence, the prmary objective of thus study was to
comprehensvely review emsting data concerming the links between polymorplisms and the nsk of
developing breast cancer.

Methods: We performed a review by selecting articles from Pubmed using the mesh Temms:
polymorphizm[ntle] OF polymorphisms[ttle] AND breast cancer nsk[title], considermg publications m
the last 10 vears.

Fesults: 327 genes and over 1,900 SHNPs were 1dentified The gene most frequently cited was MTHFER. (16
araicles), followed by the penes ESR1, GSTMI and GSTTL. The gene that underwent the most extensme
serutiny for ifts polymorphisms was the ROR-a gene, wath 290 SMNPs analyzed. Across most genes, the
assoclations with breast cancer nsk show nigmficant discrepancies among the studies.
Conclusion While the hferature reports numerous noteworthy associations, confliching outcomes are
prevalent. Mevertheless, the substantial consensus among studies for certain polymorplisms suggests the
potentizl for discovenng novel genetic profiles lmked to an elevated nsk of breast cancer, while
considenng ethnic variations.

Eevwords:
breast cancer; breast cancer nsk; polymorphisms; SNP.

List of abbreviations:
BC: breast cancer
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SHF: smgle nucleotide polymerphizm
DMNA: deccombonmcleic acid

FMA: nbonucleic acmd

OF: odds ratio

95%LCT: 95% confidence mberval

Introduction

Breast cancer (BC) 1= a mmitfactonzl and polyvgeme disezse and represemts one of the most
common causes of death m women bemg the most frequent type of cancer in this population [1][2].
Chemng the development of the disease, the ocowrence of somatic genetic alterabions In oncogenes and
tumor suppressor genes 15 expectad [3], which confer a specific susceptibality to BC for those who present
certain genetic variations [4]. Some genefic kool are already known to be related to BC susceptibahity, such
as BRCAL BRCA? TP33, PTEN, ATM BRIP], CHEK? and PATB2. They represent 15 to 20%: of the
genetic sk of BC [5].

Grven that pelymorphisms represent commeon genetic vanancss within particular populations, it's
plaumible that susceptibilitv to breast cancer could be assoriated wath specific single mclestide
polymorphisoes (S9Ps) [6]. Investizating these SHPs offers 2 wmque advantage as they represent mberent
penehc trarts of mndraduals, emabling access to this mformahon at any point m tume, even pror to a
formal diagnosis of the dizease (parbcularty m cazes where patients have a farmlial history). As stated,
polymorphizms may be related to BC and the analysis of SNPs would assist in the discovery of
biomorkers for prevention, anbicrpation of diagnosis and chmeal management of BC [6]. Therefore, the
aim of this study was to evew existng data concerming the assoczhon between pobvmorphismes and the
nsk of developmg BC.

In this review, we conducted article selection through PubMed searches wang the following
terms: "pobmorphizmititle] OF. polymorphizm=Jatle] AWND breast cancer nzk[btle]" withm the last
decade vieldmg a total of 329 artieles. Arhicles that did not address the hink between polymorphisms and
nzk for BC or were 1 a language other than Enghsh were excluded. After madimg the tifles, 307 articles
were selected After reading the abstracts, 80 aricles were excluded. 227 articles were used m full for the
review. More than 320 genes were cited. In o work we will address those most frequently studied.

MTHFE. gene

The gene that gamered the most attention 1n the studies was MTHEE. referenced m 16 articles.
3, 10-methylene tetrabydrofolate reductase (MMTHER) 15 one of the key enzymes in folate metabolism
which iz ultimately imolved in promotng the methyvlation of DNA, EMNA and protems [1.4.6]. The
MTHFE gene 1= located on chromosome 1 (1p36.3) and has s coding region distbated across 11 exons
[4.6]. Pobymerphisms in the enzymes of genes that act in the folate pathway have a fimetional mpact on
metabolizm [6]. Reduced MTHFE pathway actmaty may influence carcinogenssis by affectng gene
regulation [3.4.6]. Puthermore, folate deficiency leads to the incorporstion of wacl mic DNA, causing
damape and genetic mstability that potentially contmbute to fumor progression [6].

The most evaluated SNP in the MTHFR gene was rs1801133 (C677T), which results in the
exchange of alamime to valne m the protein stuchme, reducing enzymatic actwvity and Increasing
thermolabality [1.4.6]. Tuelve arbicles demonstrated an associaton between this polymorphizm and BC
nzk (Tzble 1). In a htershme review that supported the case-confrol study, Ealemm et al found
confroversial studies regarding the infuence of the MTHFE C&77T polymorphism on the BC nsk: the
prevalence of the allele was mpmificantly higher m Jewnsh women diagnosed with balateral BC or
combmed breast and ovanan cancer; m a Scottish population, no association with the polymorphizm and
ntk of BC was detected: and in another work, the polymorphizm mereased the nsk of BC mn
premenopansal bub not postmencopausal women [3]. Petrone et al observed a relevant influence of the
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MTHFE C677TT polymorphism on BC nsk in Caucasian and Asian populations [6]. The study by Hesan
et al found the association of the MTHFE Ala222Val pohmorphism wath the nsk of BC in Ieman
women, with the T allels and the TT penotvpe comrelated wath an increazed nsk of BC [4]. On the other
hand a case-control study with indnaduzls from northern Greece suggested that there 1= no assoclation
beteeen MTHFE C677T and BC m this population, including in homozygotes [3]. In fact, 3 studies (one
with a Greek populaton and two with 2 Chunese population) did not find a sigmficant assoctation [7-9].

Table 1 — Articles with the C677T polymorphism associated with BC n=k
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Beference Population Breast Cancer Rizk AND zenctype
- — T OR= 331 030138338 p- 0000l CT. OF=3 00 00 1=
1.84-5.02, p= 0.0001: and TT: OR= 3.05, 95%CT=1.22-7.59, p=0.017
TT v=. CC Procmn-0.00L, OR= LI41, 05%CI= L065-1202
p<0.001; TT vs. CT: Dhmemgeieay<0.001, OR= 1.085, 95%CI= 1.021-
1154, p= 0.009; TT-CT v5. CC: Py 0.001, OR= 1040,
[10] Meta-analysts  gsecCl= 1.020-1.061, p<0.001; TT vs. CC+CT: Dresopemein<0.001,
OR= 1131, 95%CI= 1053-1215, p= 00478 T . C.
Pheempensn=0.001, OR= 1.040, 95%CI= 1.009-1.071, p=0.010
— Frued effects (OR= 114, 95%CI= 1.10-1.17) 2nd random effects (OR=
[11] Meta-amalysis 0 gs0i01- 1 00-118)
127 Meta-anabyms  T: OF=1.07; amans: OF= 1.03; cancasians: OF=1.13
) Undescibed  TT- OF= 3,05, 95%CI= 1.17-8.57, p= 0.01
T+=. C OF= 108, 555CI=1.05-1.13, p- 0.001; TToCT w=. CC. OF=
106, 95%CI= 1.02-1.09, p=0.001; TT vs. CC: OR= 1.17, 95%Cl=
(4] Meta-amalysis 5’1 98 o= 0.001: €T v=. CC- OR= 1.05, 95%CI= 1.01-1.08, p=
0.005: TT vs. CT+CC: OR= 112, 95%CT= 1.03-1.22, p=0.005
- —TT = CC. OR=15L 55%Cl= L1108, p0.000L T w C
[13] Meta-analysis o 16 95%CT=1.03.1 31, p <0.00001
e Northwestern  C/T- OF= 1.5, 05%C1= 1132, p= 0.030. T/T- OR= 128, 555 = 13-
China 7.2: p=0.025: and C/T + T/T: OR= 19, 95%CT=1.1-3.3, p= 0.019
G| Chima TT v= CC: OR= 160, 95%CI= 113238, o= 0.001
e — TT- OR= 182, 05%(CI= 134207, p= 0.006: T- OR= 145, 05%C=

1.15-1.78. p= 0.008

T v C: OR= 112, 93%(CI= 1.02-1.23, p= 0.015; TT w=. CC: OF=
[19] Metz-apalysi=  1.33, 95%CT= 1.10-1.67, p= 0.003; TT vs. CCCT: OF=1.37, 95%(Cl=
L11-1.70, p=0.004
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T ws C: OF=1.23, 85%CT= 1.13-1.37, p= 0.000; TT v= OC: OF=1.38,

[20] Metz-analy=i=  95%CI= 1.16-1.63, p= 0.0003; TT=CT = CC: OF= 1.12, 95%(C1=
1.01-1.23, g=0.02
- = Mo 37 = B InfEy

Ancther commeonly imvestpated SMNP was 1s1801131 (A1298C), that leads to the substiution of
glutamate with alamme, and consequently causing a moderate reduchion m the enzymahc actaty of
MTHFE. albeut to a lesser extent than rs1801133 [19], as it does not produce a thermolabile protem [1.6].

/e found T articles addressed thas polymorphism wath divergent resalts: 4 works show no association (2
m China 1 m Greers and another with an undesenbed population) [7.8,13,19], one shows associabon
with a Jower n=k (Chima) [17] and two show associztions with legher nsk (Tran and China) [1,21]. The
biterature also mports ths mconsistency of msulis [19]. In the study by Eanmman, Fezazadeh and
Ehamehchian the O genotype and the C Allele were associated with an mmereased nisk of BC (CC: OF=
230, 95%(CT=1.094.85, p= 0,028; C Allele: OR=147_ 95% CI=1.04-2.07, p= 0.029) [1]. Wans, Yangs
and Duzn foumd a hpgher nisk of BC amengy AC+OC genotype as compared to those camving AA
genotype (OF= 1.03 wath 95%(CT= 1.01-1.10) [21]. In the study by Lu et al, the MTHFE CACCAA and
AGTCAC  Thaplotypes  (rs121215434=13306553 965111805 18011 334846048 1=1 801 131} were
assoctated with sigmficantly reduced nsk of BC (adjusted OF= 0.70, 93%(CI= 0.58-0.86; adjusted OF=
0.57, 95%Cl= 0.40-0.80) compared to the CATTAA haplotype [17].



SURLY R S B T Y S T R B

o e
o A R

n

=

[

o
SR

=
0o

I
et

o i in inin inin inin
LSRR RS RS ) BT S U Y B

oy
O afs G B3 O

(=31

Additionz] polymerphisms identified in this study, performed in 3 Chinese cohort, reduced the
1k of developmg BC: 19651118 (CCxTT - adjusted OF= 0.65, 95%CT= 0.45-0.95) and rs13306353,
1512121543 and r=4846048 m haplotype amalysis (CACCAA x AGTCAC [rs12121543-1s13306553-
159651118-r:1801133-r:4846048-151801131] - adjusted OR= 0.70, 95%CI= 0. 58-0.86; adjusted OR=
0.57, 95%Cl= 0.40-0.80) [17].

An important factor to be considered when analyzing MTHER gene polymorphisms related to
cancer 1= the mmpact of folate mmtake on the disease as m addition to the effect of the polymerphizms
themselves, folate concentation 1= mffuenced by environmental and mutitional factors [1,3,6]. In some
studies, folate miake has shown some protection against canecer nsk; however, ligh folate concenfraton
can lead to the opposite effect, demonstratng that folate mizke operates a complex mechaniam n tumor
maintenance [1.22 23], In fact, m patients with lngh folate levels, there mav be a compensatory protechon
against decreased enzymatic activity resulting from the TT genotype of the C677T pobmorphizm (OR=
0.70, 95%CT= 0.40-1.23) [22]. This can be explained by the achion of folate n etainng the MTHFR
vanant it the appropriate and finchonal three-dimensional form stabilizmg the thermelabile struchwe
and counteracting the meduchon in enmymoate zctivty [23]. However, this result may vary among
penotypes and populations. Gao et al reported that dietary folate infake was mversely associated with BC
nzk for the CC and CT (rs1801133) genotypes, but this effect was not observed in the TT genotype,
which shewed a lugh OR mdependent of folate mtake [23]. Additonally, mtake of vitamum B6, B12 and
methiomne may alse be related to the effect of MIHFER pobmorplisms on BC nsk [22].

Despate the large number of shadies with the MTHEE. gene, the results are diverse, probably dus
to the mfluence of the genetic background of the populatons studied and the effect of mumtonal aspects
on the predichve role of pohmorphi=ms. Nevertheless, oumerous studies have lnghlishited substantial
aszociations, indicating the potennal of this zene for inclision m molecular sereening platforms.

ESEI gene

Ten articles explored the ESEL gene (of the estrogen receptor alpha - ER-a), 1 review, 8 case-
confrol and 1 case-control + Meta-analvss, molving the followmg populations: Ehvber Pakbtimkhwa,
Viemamese, Iraman Eorean, Japanese and Chinese (4 arbeles). In tofal 35 pobmorphizms were
examined with the most extensive focus placed on 2046210 and 1=2234693, as lghlighted i Table 2.

Table 2 —ESE] gene polymorphisms and assocathon with BC nsk
. _______________________________________________________|
Aszociation Association No
References SKP {mereased rizk) (decreazed rizk) aszeciafion
[24]: A (OFR=242 95%(]
= 174338, p-0.0001);
GA (OR= 255, 95%(l=
1.62-4.03, p= 0.0000); AA
(OR= 220, 95%CI=1.12-
N - 434 p=002)
[24-27] r=2046210 [25]: A (OR= 143,
95%ll= 1.14-1.78, p=
0.0015)
[26]: OBR=1.20, p=10.033
[27]: per allele OR=L3,
95%CI=1.11-1.70
; 9] TT zenotpe wd R
[24.28.29] rﬁiﬂma passive smoking (OR= Eg] 4%1}1@5_;51 [24] and [28]
; 397T-C) 3-1-'.') 95%CI= 1.27-4.33) 95940 T= 0,970 99}' — case control
I poshmenopausal women T
[26]: OF=1.30, p=0.005
[27]: OR=1.33, 93%(l=

[2627]  1=3757318
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[26] OR= 128, p= 0,006

[2630] =3734805  [30] OR= 136, 95%CT=
1.01-1.82, p=0.042

6] 0383051 OR=060. = 0.088

o ¥, L T —

B1] 2881766 ‘ﬁg‘l ;:ﬁ_-ngj well= 106
OF= 137, 0595 105
1.79, p= 0.02
OR= 136, 05%C= T1T0=
205, p=0.0
OF= 140, 05%C= T05-
1.82. p=0.01

[31] 2077647

[31] 1=926778

[31] 122273206

OF= (.76, 95%LT=
0.58-1.00, p =005
- decreased the n=k
i overall patients

[31] =3798377

A allele: wmrvanate and

[32] 51062577 pultivanate regression

- (3B04T=4) models (OF= 3403 and
32602, respectrvely)

Case-control: G
allele OR adjusted

9340799 for ape= 080,
[28] (hal 3514 95%CT= 0.66-0.97;
=z) Meta-amaly=ms: &

allele OR= (.90,
95%CT=0.82-1.00

=21 (416

r=3798577
=22 28480
r=750686

=30 20366
r=B003370
r=3020407
r=726282

r=3020405
r=1884054
1884051

[31] r=3020401 [31]

r=3020396
r=3020354
r=3020317
r=30203%0
r=3020377
r=3020314
rs1801132
rs712221

rs9322331
r=851982

r=851984

E - A, ; 5 :
Vietmamese, b5 case-conirol — mordwestern China; 27: case-conmel — Japanese; 28 case-comire] and meta-anabysis — Chinar 28-
case-ponirol - Chin: 30 case-control — Han populatson (Chinay 31- case-comirol — Forean: and 32; case-conimol — Immian

Most breast tumors onginste from hominal epithehal cells of the mammary gland [33.34]. The
actrvatton of estrogen receptors (ERs) m these cells mggers the tansenphion of genes related to cell
probferaton. which makes EFs mportant m the process of carcinogenesis [5.33-35] and therefore
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prognostic markers and targets for hormonal therapes [36]. Pobmorplisms in the ER-o (ESE]) and ER.-
B (ESEZ) genes are related to mncreased or decreased nsk of BC and are potential nsk factors for ER+ BC
[B11

The ESE] zene 1= located on chromosome 6, at the 23 1-g25 2 locus [35,36], and contams enght
exons, with at least & promoters that harber nmltiple transeription factor binding sites [5]. Mutztions
this gene are relatively uncommeon m prmary tumors. Mevertheless, it has been observed that a subsat of
tumers may develop resistance following hormonal treatment due to the recumence of muiztons that
result m the conshtutrve actmaty of ER-o [36]. Regarding polvmorphisms, Jahandoost, Farhanghian and
Abba= descnibed results of studies that found an association between ESE] gene pobmoiphisme and BC
nsk m different populations: ER1002, r=2077647 and r=82742] in the Jewish population; r=2077647,
151801132 and rs2238480 m Tran rs851982 m the Amencan population (el04062 C = T); =851984,
52881766, 1801132 and r=210416 mm Germany [33]. Despate the posifrve associations, studies show
that the associzhon can vary within the same population, makmg clear the ole of ethmeity in deternuning
'ﬂneffect:nfpul}mphbmnnﬂﬂmk[ﬂ] whmhlsmhmnﬂiemulﬁufﬂmmpormd
poelymorphizms in owr review. Although the majerity of genctypes studied showed 2 = amit
association with inereased sk, studies on the SNP 2234603 (Puull-397T=C) presented dizcordant
result=: no asseciation and assoclation with greater and also lower nisk.

It 15 mportant to consider ethmcity as well as whether the associafion 1= wath a specific
penntype, allels or subgroup. In the case of the Prull SNF (Table X we observed a lack of association 1n
case-control studies with Pakistam [24] and Chinese [28] populations; the lower BC risk was atbibuted to
the C allele in 2 metz-analyzs [28]; the association with BC rizk was athibuted to the GG penotype m a
Chinese population bt with specific subgrowps: passive smoking and postmenopausal women [29]. The
meta-analysis by Zhang et al desenbed the association of Paull with decreazed BC nsk mn the zllels
model, hemozygous model and recessrve medel (C v T: OF= 0962, 95%CI= 09330992, p=0.012;
CC ws. TT: OF= 0911, 25%Cl= 0.836-0.268, p= 0.003; CC vs. TT/CT: OF= 0.923, 85%CI= 0.574-
0.975, p=0.004) rmther than the dowimant model (CC/ CT vs. TT: OR=0.970, 95%CE= 0.927-1 015, p=
0.187) and subgroup analy=is alzo showed association wath lower cancer sk mn Asians (bomozyeous and
1ecessive modal) [35].

The r=2046210 SNP was the most cited pohmorphesm and it was associated with BC nisk mn all
populations studied (Pakistan, Vietnam Chima and Japan). However, Jahandoost, Farhanghian and
Abbam did not find the same result m Ewopean-Amencan and Afican-Amencan populations. Another
study corroborates thus absence of associaton m the Afinean-American populabion, but presents a
significant result in the German population [33]. Nin, Zhang and Fhou's meta-analysis found a sigmficant
association i several amalysis models (GG v GA + AL domwment companson, OF= 0.78, 95%L=
0.73-0.83, p=0.0001); AA vs GG +HEA: recessve comparison, OF=1.21, 95%C1=1.18-1.24, p=0.0001;
GA vs. GG+ AA: predomimant companisen, OFR= 112, 95%CT= 1.08-1.16, p=0.0001; and & versus A:
allele companson, OF= 0.86, 95%(T= 0.82-0.3%, p=0.0001). In the subgroup analy=is by ethmcity the
assoclation was found ooly for Asians and Cawcamians [37]. A case-conmfrol study in the Ezyphan
population alse found an associafion of rs2046210 with BC nsk with an mereased nsk when companng
Al + AG genotypes versus (G genotype. (O =327, 95%CI=1.37-7.83, p= 0.0078) and on the A allels
compared to the G allele (chi-square test, p=0.001, OF=13, 3810, 85% 1= 1.85-6.17, p= 0L0001) [38]

Sorme SNP: were associated with a lower nisk of BC, such as 1=3798577 m a case-control study
conducted in Eorea (OF= 0.76, ¥5%CT= 0.58-1.00, p= 0.03) [31]. Another study, case-confrol and meta-
analyzs 1 a Chipese population, found 1 both approaches the association of the & allele of r=9340799
with a reduced nisk of cancer (case confrol: & allele with OF. adyusted for age= 0,80, CI95%= 0.66-0.97;
meta-analysis: & allele: OR= 090, 95%T= 0.82-1.00) [23]. However, Al -Fitan et al found divergent
result= when studying the same polymerphizms in an Arab population from Jordan: the T allsle and the
TT genotvpe were cormrelated wath the nsk of BC (p= 0.024 and 2= 5.033; p= 0.047 and y2= 6.078,
1espectvely), and theve was also a comelation wath the genetic modals CT vs TT (2= 4.88) and CC s
TT ix2=4.16); for r=9340793, the comelation with BC was only with the GG v= AG genetic model (2=
4.2%) [39]. The meta-analysis by Tan et al did not find any assecizhon of 3340799 with the nsk of BC,
m the overall resuliz, with the different penetic models, and even after stratification mto subgroups by
ethneeity, study quality and menopansal status [3].

95
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The dizcrepameies m results can be explamed once mome by genetic heteromensaty between
different ethnicifies, interaction between genes, hnkage disequlibmumm between SHP sifes, environment
and hfestyles, which contmbute distinetly to tumorgeness [35]. However, despite the divergent results,
mmderstanding the melatonship betwesn cancer and ER-o though studies of these SNPs expands
Imowdedge of the key biological pathways irvolang this receptor, m addiion to ghlizhtms potentual
genstic profiles related to BC for each ethmeaty [33].

5T and GSTT1 genes

Ghatathione S-transferase (G5T) 1z a Phase [T enmyme that acts to protect cells apamst chermeal
mjury through the conugzation of electrophihc molecules to glutzthione 1n order to facilitate excretion
[2.40]. Thi= process prevents the accumulaton of qunones and, consequently, the formaton of DA
adducts with caremogenmc potental [2.41]. These enzymes are encoded by the GSTN] gene (chromosome
1pl3.3) and the GSTT] gene (chromosome 22q11.2) [2.40.41]. In fact, polyvinorphisms associated wath
the encoding of these enzymes may play 3 role m sustaiming the tumeor. This 15 notzbly exenmplified by
mill polymorphisms (null genctyvpe) affecting the enzyvmes ghitathione S-transferaze Mul (GSTMI1) and
glutathione S-transferaze Thetal (GSTTL), wherein the homezygous genctype smizmifies the complete
absance of the enryme. We found nine articles that address the null polymorphizm of the GSTMI and
G5TT] genes. For GSTMIL, only one article found no sigmificant associaton wath CB nsk, 1 Mesocans.
The other papers were meta-anaby=es (6) and case-control studies 2, wath Indians and Mexeans). For
G5TTL, associathons were 1dentified m 3 metz-analyses and 1 case-control study with Indians.

A case-control study m a porth Indian pepulation shows an exanple of GSTMI pobmerphism
as sk factor for BC (OF= 2231, 95%CT=1332-3.737, p= 0.002), what was not tuth for genotype null
of GSTTL [42]. Another study, m 2 Plubippine population, found no significant difference between the
case and confrol groups for both polymorplesmes and reported other studies with simmlar results, m
Iramans, Lebamess, Pakistamis, Tarwanese, Icelanders . Caucasians and Afnican-Amencans [43].
Regarding GSTT], a lack of associzhon with mull GSTT] has been deseribed m Dutch, Lebanese
Ieelandie, Iraman Mexican, Caucasian and Afinean American women [43]. The assocation of these
polymorphisms with BC sk was sipmificant i stedies with combmed mll genctvpes of GSTMI and
GSTTL (OF= 1080, 95%CT= 1.16-100.43) mm Mizoram - Northeast India [44], GSTMI m Bramlians
(OF= 24 95%CI= 1.1-5.6, p=0.04) [45]. 60% mereased nzk (95%CI= 1.0-2.5) m Canczsians whosa
GSTMI or GSTT1 gene was deleted [46], GSTMI in Dutch (OF=1.46, 95%CI= 1.02-2.09) [47], and m
Ghanaizns with GSTT1 (OR=2 84, 95%(T= 1.52-5.29, p= 0.001) and combination of mill GSTT] and
present GSTMI1 (OR=3.02, 95%(T= 1.61-5.66, p=0.001) [48].

Considermg the division into subgroups, m premencpauvsal Indian women a protectrve effect of
mill GSTM1 (OF= 0.38, 95%(T= 0.38-0.90, p= 0.014) [2] was reported, and m Porfuguese women
advanced age was associated in the following ways: oull GSTT] in pattents wath =50 years (p= 0.021),
G5TM] and G5TT1 wath a ladwectional association wath age (p=0.01%) [41].

Despate the contradictory results, the biclogical role of GSTMI and GSTT] in cancer keep these
genes as targets for genetic studies on BC, ghlishting the fact that the studies about pathways mmelvng
the respective enrymes must take polymorphizms and ethmcity mio account.

Chther zenes

Anpther 323 genes were reported m our review, mvohing more than 1900 SHNP:. Some works
present a large-scale approach. Cne study, for example, mvestizated 583 SNPs m 68 genes related to the
metabolizm of xenobiotics m a French population, wath 1,125 cases and 1,172 controls, and found an
association of 16 SNPs with BC mnsk: rs1789888 (ADHIB), rs1229980 (ADHIC), rs12049503
(AER1AL} 68 (CYPIFL), r=4149197 (MGSTL), 10913223 (MGST?), =8190871 (MATI) and
51799929 (MATY) [49]. Futhermore, two panels were used to imvestipate polygeme nsk through a
combmation of SNPs and demographic density to evaluate the panel’s predictive factor. In both cases
there were aigmficant results: SMNP143 (madjusted IQ-0F= 212, 95%CT= 1.75-2.42; adjusted= 2.06,
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95%CT= 1.75-2.47) [50] and SMPIS (madiusted IQ-OR= 136, 95%CT= 138-1.77; adjusted= 153,
95%(CT=1.35-1.74) [51].

When excluding cases from panels contaimng SMPs, the gepes that underwent the mwost
extensive SMP assessments were: ROR-a (290 SNPs), UGT1A (68 SMPs), NPAS2 (64 SHPs), ROR-b (36
SHPs), CYPI9AI (31 5MPs), UGT2A]L (31 SMFs), ARNIL (24 SMPs), PARP] (23 5NMPs), CULL (23
SNPs), MGST2 (22 SNPs), CLOCE (21 SNPs), VEGF (18 SNPs), AKR1C? (18 SNPs), CYP2CE (18
SMPs), CYP2C? (18 5MPs), VDR (17 SMPs), CASPS (16 S5MPs), PERS (16 5MPs), LincRMNA= (16
SNPs), TDG (SNPs), CYP2B6 (15 SMPs), MGST3 (15 SNPs), CYP2CLD (15 SNPs), AEKRICA (14
SMPs), EPHX1 (14 SMPs), RORC (14 SMPs), COMT (13 SMPs), CEY2 (13 5HPs), BTRC (13 SNPs),
CYP2CIS (13 SNPs), XRCCL (12 SMPs), PER2 (12 SNPs), CYP251 (12 SNP=), CYP24A1 (11 SNPs),
IGF1 (11 5MPs), ADHIB (11 SNPs), ADH7 (11 SHPs), GSTZ1 (11 SMPs), HATI (11 SNPs), HAT2 (11
SNPs), NEIL2 (11 SNPs), CYBSR (10 SNPs), mucreBMNA= (10 SNPs), ADHIC (10 SNPs), CYP2EL (10
SNPs), GSTA4 (10 SNPs), PARP2 (10 SHPs) and MGST1 (10 5MNPs). Among these genes, those that
showed any associaton with BC nsk are histed in Table 3. The hist of other genes and SHP: found in the
research are available m Supplementary Information, m Supplementary Table 1 (ST

Table 3 — Genes with the lnghest mumber of reported SMNPs and association with BC sk, m meta-analysis
and case-control studies

Polymorphism

Beferences and
e risk ith lower sk Mo sipnificant association ype of study
e D Coeyy T EpEL))
1482057 (1)
(260 SHPs) Case-control
Pl ) AT =TT
111856927 (1) G019 (1) 12591359 (1)
0518 (1) 4545 () 17523880 (1)
2414000 (1) E1T501876 (1)
2425762 (1) =17703883 (1)
EAT014 1902584 545
C‘Tslbﬁ G0 r4TILE Eﬂ nlsmmg} [>4-59]
E470158 (1) GTI72156 (1) Case-conmal
2800472 (1) =7174097 1)
3751501 (1) =T ()
4275784 (1) G730154 (1
G1002607) 8025191 (1)
B60271534 (1) 10459592 (1)
e T e T B )] %I nllﬂSlﬂiEl:ﬂ
1048004 (2 10462028 1)
=11133380 (1) =1801350 G3) [5253.57]
slE3376(1) sl13357 () 153.3]
. E1042031 (1) =13100385 (3) - .
CLOCE (21 SKas) E17085763 (1) ET608Y (3) 7 men-malysis
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rISSENN0A(Y) mOMISTOO3 (1) mR33061 (L =1570280 (1)
VEGF(I8SHPs)  m13207351 (1) 35550384 (1) =10434 (1) 51 mets-analysis
nl swmglg 699347 Elg‘ 525543 (1) Others: case-
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305030 (1 50280042 (1)
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1058930 1934053
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sl1572127 8583087 Case-conmal
s1341163 6583048
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=1614872 E3EAHHEE
=135
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13430
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{Ey: mmeher of arfirles; # the repmining 288 SNPs are listed in ST1; *: SNP with mare than ene asseciative sl - exchided fom
statistical anatyzes or not detected m the study population

Here are some addibonal exaniples that deserve attention: The A4 genctvpe and the A allele of
5699947 i the VEGE gene, were associated wath the nisk of BC in Morth Indians (A4 OF= 287,
95%CT= 1.61-5.10, p= 0.0003; A: OR=1.65, 95%{1=1.25-2.18, p= 0.0004) [59]. The same associafion
was found in a study with hamans (44 v, OC: OR=2.12, 95%CT=1.14-3.93, p=0.02]; A vs. C: OR=
147, 95%CT=1.12-1.52, p= 0.005) [58]. Other genotypes of the same polymorphism and other SMPs in
the same gene were also asseciated wath BC nsk, as shown m Table 3. Regarding the SHP 152228570 of
the VDE. gene the ff genotvpe was associated with the n=k of BC in 3 studes: ff v=. Ff+IT wath OR=
1.09 (95%CT= 1.02-1.16, p= 0.007) In a metz-analysis [68], ff vs. FF wath OR=1.71 (95%(1=1.21-2 43)
in a case-control m Kazakhetan [69] and ff vs. FF with OR= 195 (95%Cl= 1.66-2.2%) m another meta-
analysis, which also found an association for the £ allele (fvs. F: OR= 1.1%, 85%CI= 1.03-1.36) and in
subgroup Cavcazian (fvs. F: OR= 1.35, 95%CI= 1.14-1.5%; ffvs. FF: OR= 218, 95%(1= 1 86-2.54; &
vs. FE+Ff OR= 1.16, 95%(CI= 1.03-1.30) [71]. Fimally, the SNP rs1045485 of CASPE gene wmas
associated with BC risk m a population of Ewopean ancestry (OF= 1.29, 85%(T=1.02-1.64, p= 0.035)
[75]. In two other stadies, this pobvmeorphism was asseciated with a lower nzk of BC [72,73]: for CC
genotype (OR= 0.52, 95%(T= 0.30-0%0) m a case-confrol m Iran [72] and global nsk (OR= 0,39,
95%CT= 0.36-40.92) and in subgroups by populations: United Eingdom (OR= 0.89, 95% T= 0.84-0.95),
Germany (OF= (.85, 95%CI=0.75-0.97) and Poland (OF= 0.82, 95%(T=0.72-0.93) in a meta-analysis
/31

Conchusion

Chr reviewr has unvelled the extensive body of research exploring polymorplisms associated
with breast cancer nsk. More than 325 penes amd 1900 SHP: were scruhmzed. MNotably, the moost
frequently studied gene was MTHFE, with a particular focus on the SNP r=1801133 (C677T). The zene
ROF.-z tock the lead m terms of SMP imveshgahons, with a remarkable count of 200 SMPs analyzed
Many conflicting results were found, nghlishiing the imperattve consideration of factors such as
ethnueity and other vanables affecting the pathways associated wath these genes to ensure accurate result
mterpretation. Monetheless, the wealth of studies showing sipmficant results, many of which are
congruent, indicates the potential for 1denfifiing zenetic profiles lnked to an elevated BC nsk. Ths
underlines the impeortance of conducting fiwther studies of a sinmlar nature to advance our conmprehension
of the 1mpact of genetic pohymorphisoes on thes disease.
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