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Resumo 

 

Objetivo: Avaliar a prevalência do polimorfismo C825T em mulheres com e 

sem câncer de mama e associá-lo ao índice de massa corpórea (IMC), ao risco 

individual para o câncer e características clínicas e reprodutivas. Sujeitos e 

métodos: Foram incluídas 134 mulheres com câncer de mama e um grupo controle 

de 129 de mulheres sem a doença. O grupo com câncer de mama respondeu a 

um questionário sobre estilo de vida, fatores reprodutivos e história familiar. Os 

dados clínicos do tumor também foram avaliados. A partir destes dados foi 

calculado o escore de risco individual para câncer de mama com o software 

IBIS Breast Cancer Risk Evaluation Tool. O DNA das pacientes foi extraído e 

realizada uma Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para a detecção do 

polimorfismo C825T. A análise estatística foi realizada através do pacote R 

Environment, com intervalos de confiança de 95% e nível de significância de 

5% (p<0,05). Resultados: A prevalência do genótipo TT se mostrou 

significativamente maior para as mulheres do grupo controle (30,2%) do que 

para as mulheres com câncer de mama (14,9%) (p=0,02). O SNP não esteve 

associado a características clínicas do tumor (tamanho p=0,91, grau histológico 

p=0,54, receptor de estrógeno p=0,73, receptor de progesterona p=0,46, HER-2 

p=0,9, estado da axila p=0,29, estágio da doença p=0,41), a idade ao 
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diagnostico (p=0,07), idade da menarca (p=0,17) e idade da menopausa 

p=0,60). O genótipo TT não se mostrou em maior prevalência nas pacientes 

com alto IMC (p=0,98). O risco para o câncer não mostrou ter relação com a 

presença do polimorfismo (em 10 anos p=0,72 e durante toda a vida p=0,84). 

Conclusões: Coletivamente, os nossos dados indicam que o polimorfismo 

C825T, embora possivelmente associado a diversas vias metabólicas e 

carcinogênicas, não tem relação importante quer com o risco para o câncer de 

mama, quer com a apresentação das características da doença. Estes 

resultados expandem achados anteriores sobre a relação entre o polimorfismo 

C825T e o câncer de mama.  
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Summary 
 

 

Objective: To evaluate the prevalence of the C825T polymorphism in women 

with and without breast cancer and associate it with the body mass index (BMI), 

the individual risk for cancer and clinical and reproductive characteristics. 

Subjects and methods: We included 134 women with breast cancer and a 

control group of 129 women without the disease. The group with breast cancer 

responded to a questionnaire on lifestyle, reproductive factors and family history. 

Clinical data of the tumor were also evaluated. From these data we calculated 

the score of individual risk for breast cancer with the software IBIS Breast 

Cancer Risk Evaluation Tool. The DNA was extracted from patients and 

performed a Polymerase Chain Reaction (PCR) for detection of the C825T 

polymorphism. Statistical analysis was performed using the package R 

Environment, with intervals of 95% and a significance level of 5% (p<0.05). 

Results: The prevalence of TT genotype was significantly greater for women in 

the control group (30.2%) than for women with breast cancer (14.9%) (p=0.02). 

The SNP was not associated with clinical features of the tumor (size p=0.91, 

histologic grade p=0.54, estrogen receptor p=0.73, progesterone receptor 

p=0.46, HER-2 p=0.90, status of the axilla p=0.29, stage of disease p=0.41), 

age at diagnosis (p=0.07), age at menarche (p=0.17) and age at menopause 

(p=0.60). The TT genotype was not at a higher prevalence in patients with high 

BMI (p=0.98). The risk for cancer showed no correlation with the presence of the 
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polymorphism (in 10 years p=0.72 and for life p=0.84). Conclusions: 

Collectively, our data indicate that the C825T polymorphism, although possibly 

associated with various metabolic pathways and carcinogenetics, has no 

significant relationship with either the risk for breast cancer, or with the 

presentation of the characteristics of the disease. These findings expand 

previous findings on the relationship between the C825T polymorphism and 

breast cancer. 
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1. Introdução 

O câncer de mama é o segundo tipo mais frequente de neoplasia, no 

mundo, e o mais comum entre as mulheres (1). No Brasil, aproximadamente 

50.000 novos casos de câncer de mama são diagnosticados anualmente (2). 

Na região Sudeste, o câncer de mama é o mais incidente entre as mulheres, 

com um risco estimado de 65 casos novos por 100 mil. Sem considerar os 

tumores de pele não melanoma, este tipo de câncer também é o mais frequente 

nas mulheres das regiões Sul, Centro-Oeste e Nordeste. Na região Norte é o 

segundo tumor mais incidente. A cada ano, cerca de 20% dos casos novos de 

câncer em mulheres são de mama (2).                        

A etiologia do câncer de mama é reconhecidamente multifatorial, sendo o 

resultado da interação de fatores genéticos com o estilo de vida, hábitos 

reprodutivos e meio ambiente. Dentre os fatores epidemiológicos de maior 

relevância, figuram pertencer ao sexo feminino, a idade e a história familiar. 

Etilismo, obesidade, a composição da dieta, a maior densidade mamária, 

exposição à radiação, baixo nível de atividades físicas e a etnia caucasóide 

estão associados a incrementos de menor monta na probabilidade de uma 

pessoa vir a desenvolver a doença. A exposição ao estrógeno, per se, 

provavelmente atuando como promotor da doença, também tem associação ao 

risco: tempo de menarca (precoce, antes dos 12 anos) e menopausa (tardia, 

depois dos 50 anos), nuliparidade, idade do primeiro filho (aumenta o risco após 

os 30 anos), amamentação, terapia de reposição hormonal, para minimizar os 
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sinais e sintomas do climatério, são condições associadas ao desenvolvimento 

mais provável de neoplasias mamárias (3). A obesidade também possui 

associação com o risco de desenvolvimento do câncer de mama na pós 

menopausa. Mulheres na pré menopausa sintetizam estrógeno, principalmente, 

nos ovários. No entanto, na pós menopausa, a síntese ovariana é reposta por 

síntese em locais periféricos, e em mulheres obesas na pós menopausa, o 

tecido adiposo é a principal fonte de biossíntese de estrógeno. Os mediadores 

da biossíntese de estrógeno na pós menopausa são as aromatases periféricas, 

um complexo de enzimas encontrado sobretudo no tecido adiposo. O 

andrógeno produzido pelo córtex da adrenal e pelo ovário pós menopausado é 

convertido em estrógeno pela aromatase (4). Além disso, a expressão e função 

do receptor de estrógeno estão relacionadas a vários tumores de mama. Sua 

expressão tem importantes implicações para terapias antiestrogênicas em 

câncer de mama (5). 

A maioria dos cânceres de mama é esporádica, proveniente de mutações 

em células somáticas, enquanto estima-se que somente 5-10% são 

hereditários, decorrentes da herança de uma mutação germinativa ao 

nascimento. Alterações autossômicas dominantes raras em dois genes, BRCA1 

e BRCA2, que conferem um alto risco para o desenvolvimento de câncer de 

mama. Provavelmente é o que ocorre para a maioria das famílias com múltiplos 

casos de cânceres precoces (6). 

Os genes raramente atuam isoladamente na predisposição. Além da 

mutação nos genes BRCA1 e/ou BRCA2, há um enorme plantel de genes que, 

por suspeição ou confirmadamente, também aumentam o risco de 
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desenvolvimento do câncer de mama sozinhos ou em sinergismo com outros 

genes (7). 

 Após a descoberta dos genes de suscetibilidade ao câncer, e levando 

em consideração sinergismos gene-gene e gene-ambiente, modelos de 

predição de risco e suscetibilidade genética foram desenvolvidos, com a 

finalidade de estimar a probabilidade de um indivíduo, desenvolver o câncer de 

mama. Alguns modelos levam em conta a história familiar do indivíduo para a 

neoplasia, outros consideram informações laboratoriais, confirmando ou não a 

presença de mutações genéticas (8).  

Os testes genéticos levados em consideração por modelos de cálculo de 

risco requerem investimentos financeiros, e, portanto, há necessidade de se 

fazer a triagem e seleção de indivíduos que potencialmente possam se 

beneficiar das informações produzidas pelo teste. Existem mais de 12 

softwares, que são ferramentas para cálculo de risco baseados em modelos 

estatísticos, que estimam os escores de risco ou a probabilidade de haver uma 

mutação através da história familiar e de outros fatores de risco pessoais e 

história reprodutiva. Estes modelos podem ser de diferentes categorias, como 

os empíricos (Myriad e Pen ou Couch), os mendelianos (BRCAPRO, 

BOADICEA e IBIS) e os expert-based (FHAT) (9). Existem também os modelos 

de Claus e de Gail, os quais são as ferramentas de avaliação de risco para 

câncer de mama mais utilizadas (10).  

Quando uma mutação para predisposição ao câncer é identificada em 

uma família, esta tem a oportunidade de praticar uma prevenção primária. 

Opções como quimioprevenção, cirúrgicas de redução de risco, alterações na 
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dieta e estilo de vida e aumento na frequência do rastreamento podem ser 

usadas, em função do risco individual e das expectativas do paciente (11). Com 

o Projeto Genoma Humano e Genoma do Câncer Humano completos, 

especialistas prevêem uma era de “medicina personalizada”, a qual quer dizer 

que a suscetibilidade de um indivíduo seria usada para a prevenção da doença 

(12). 

Além de mutações em genes mais conhecidos, que comprovadamente 

aumentam as chances do aparecimento do câncer, existem muitas outras 

variantes genéticas de baixa penetrância que modificam a suscetibilidade ao 

câncer de mama e que podem ser identificados por marcadores genéticos (13).  

Candidatos potenciais para estes marcadores são os polimorfismos de 

um único nucleotídeo (single-nucleotide polymorphism - SNP), que alteram a 

sequência e/ou a expressão do produto do gene (13). Uma grande variedade de 

SNPs já foi investigada pela sua associação com o câncer de mama (14). Estes 

são SNPs em genes de reparo, genes do metabolismo de hormônios esteróides 

e genes do metabolismo da carcinogênese (15). Em geral, a forma mais comum 

da sequência dos genes é chamada de alelo tipo-selvagem e a sequência 

menos comum é chamada de alelo raro. Assim, o indivíduo pode ter genótipo 

homozigoto ou heterozigoto para determinada característica, dependendo do 

alelo que receber do pai e da mãe.   

Alguns aspectos relacionados a mutações, as suas frequências, e as 

suas consequências são importantes de serem relatados quando se considera 

uma doença que pode ter como etiologia estas alterações. A mutação é a fonte 

de toda a variação genética, a matéria-prima da evolução. Somente uma 
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pequena porcentagem de mutações está ligada à etiologia de certas doenças. A 

maioria não causa impacto para a saúde ou para o desenvolvimento (16). 

Algumas mutações são muito raras, outras são comuns na população. 

Toda vez que uma mutação ocorre em qualquer frequência que seja maior que 

1%, é chamada de polimorfismo. Estes polimorfismos são comuns o suficiente 

para serem considerados uma variação normal do DNA, responsáveis por 

muitas das diferenças normais entre pessoas. Embora múltiplos polimorfismos 

não tenham efeitos negativos na saúde de um indivíduo, alguns deles podem 

agir aumentando o risco. Teorias atuais defendem que estes polimorfismos têm 

um efeito combinado no aumento do risco de câncer de mama (13 e 14). 

Retomando a questão das associações gene-ambiente no 

desenvolvimento do câncer de mama, expomos aqui o foco de estudo desta 

dissertação, que é a participação de um polimorfismo, o C825T do gene 

Guanine Nucleotide-Bingin Protein, Beta-3 (GNB3), na obesidade, em outras 

características clínicas, e na predisposição individual ao desenvolvimento da 

neoplasia.  

O GNB3 codifica a subunidade ß3 da proteína G heterotrimérica, que é 

um componente chave na transdução de sinais intracelulares e está presente 

em todas as células do corpo (17). Este polimorfismo se localiza no éxon 10 do 

gene GNB3 (que contém 12 éxons) situado no cromossomo 12, 

especificamente na posição 12p13 (18). Sua sigla se traduz, basicamente, na 

troca de um nucleotídeo com base citosina para um com base timina ou ao 

contrário, na posição 825. Assim, o indivíduo pode ter genótipo TT, CC 

(homozigotos) ou CT (heterozigoto) (19). 
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O polimorfismo tem importância biológica, pois a proteína G transmite 

sinais de cada um dos mais de 1000 receptores para os mais diferentes 

efetores, incluindo enzimas e canais iônicos. Esta proteína é composta por uma 

subunidade α que é frouxamente ligada a uma estrutura associada constituída 

por uma subunidade ß e uma subunidade γ. A atividade da proteína G trimérica 

é regulada e ativada pela ligação e hidrólise da guanosina trifosfato (GTP) pela 

subunidade α. A subunidade α está sempre associada a uma guanosina 

difosfato (GDP), quando a proteína G encontra um receptor ativo, esta 

subunidade sofre uma mudança conformacional e troca uma GDP por uma 

GTP, assim se desliga das subunidades ßλ e promove a ativação de diferentes 

mecanismos de transdução de sinais intracelulares (20) (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Ativação da proteína G. 

Fonte: Aula Professor Pedro Silva (Universidade Fernando Pessoa, Portugal) disponível 

em http://www2.ufp.pt/~pedros/qfisio/hormones.htm. 

 

Hormônio hidrossolúvel 

Receptor Receptor 
ativo 
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O polimorfismo C825T está associado com a ocorrência de splicing 

alternativo (diferentes recombinações do RNA que leva à formação de tipos 

diferentes de proteínas), o que causa a perda de 41 aminoácidos. Este 

polimorfismo não altera a função da proteína G, mas aumenta a frequência com 

que ela realiza suas funções. Estas alterações provavelmente aumentam o 

risco para síndromes metabólicas (21). Além disso, a presença do polimorfismo 

também mostra uma associação significante do alelo 825T com um aumento do 

índice de massa corpórea (IMC) e hipertensão (21 e 22). Este polimorfismo tem 

sido o assunto de muitas investigações clínicas e farmacológicas, já que 

indivíduos com o genótipo CC respondem melhor ao tratamento com a 

sibutramina. No entanto, resultados negativos de estudos associados também 

têm sido publicados, fato que deve ocorrer devido aos efeitos étnicos (23), uma 

vez que as frequências do alelo têm se mostrado diferentes em populações 

(22).  
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2. Justificativa 

 

A proteína G está envolvida em vias muito importantes de sinalização 

intracelular de regulação e tem papel no controle do crescimento celular e 

mitoses, e suas atividades podem estar relacionadas com o desenvolvimento e 

crescimento de tumores (24).  

Três linhas de inferência sugerem uma relação entre o polimorfismo 

C825T e o câncer de mama: 1) anormalidades na síntese da proteína G podem 

levar ao desenvolvimento de tumores, como o da mama (17, 21, 22 e 24); 2) 

muitos SNPs em genes de reparo e metabolismo estão ainda associados com 

câncer de mama e outros cânceres (25 e 26); 3) o polimorfismo é fortemente 

associado à obesidade, que por sua vez, é um potente fator de risco clínico 

para o câncer de mama (17 e 22).  

 Assim, a análise da frequência do polimorfismo C825T no gene desta 

proteína em mulheres com e sem o câncer de mama pode indicar uma possível 

relação deste com a oncogênese da mama. Pode também estimar se há ou não 

uma relação entre este e a obesidade e ainda, entre este e o risco individual 

para o desenvolvimento do câncer que estas mulheres apresentavam antes de 

ter o câncer em mulheres com a doença. Ou seja, pelo menos a princípio, o 

polimorfismo C825T tem associação confirmada com importantes fatores de 
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risco para neoplasias mamárias, como a obesidade. Há indícios, como afirmado 

anteriormente, que por atuar no controle da síntese da proteína, tal 

polimorfismo possa também facilitar o desenvolvimento de neoplasias, via 

alterações diretas no aparato de controle da proliferação e diferenciação celular 

(proteína G) (17 e 24). O presente estudo foi desenvolvido para avaliar tais 

associações, examinando conjuntamente a prevalência de obesidade, do 

polimorfismo C825T, e do câncer de mama.  
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3. Objetivos 

3.1. Objetivo Geral 

 Avaliar a presença do polimorfismo C825T do gene da subunidade ß da 

proteína G (GNB3) em mulheres com e sem câncer de mama, buscando, nas 

mulheres com a doença, uma associação da presença do polimorfismo com o 

IMC, o risco individual para o câncer e características clínicas e reprodutivas. 

3.2. Objetivos Específicos 

1. Determinar a prevalência do polimorfismo em mulheres com 

(pacientes) e sem (controle) o câncer de mama. 

2. Avaliar a associação entre a presença do polimorfismo e o IMC das 

pacientes. 

3. Determinar o escore de risco individual para cada paciente e avaliar a 

associação deste com a presença do polimorfismo. 

4. Avaliar a associação de características reprodutivas das pacientes e 

fatores clínicos do tumor com a presença do polimorfismo.
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Abstract  

Objective: To evaluate the prevalence of the C825T polymorphism in women 

with and without breast cancer and associate it with the body mass index (BMI), 

the individual risk for cancer and clinical and reproductive characteristics. 

Subjects and methods: We included 134 women with breast cancer and a 

control group of 129 healthy women. The case group responded to a 

questionnaire on lifestyle, reproductive factors and family history. Clinical data 

were also evaluated. We calculated the risk for breast cancer with the software 

IBIS Breast Cancer Risk Evaluation Tool and performed a Polymerase Chain 

Reaction (PCR) for detection of the polymorphism. Statistical analysis was 

performed using the package R Environment, with intervals of 95% and a 

significance level of 5% (p<0.05). Results: The frequency of TT genotype was 

significantly greater for women in the control group (30.2%) than for women with 

breast cancer (14.9%) (p=0.02). The polymorphism was not associated with 

clinical features, age at diagnosis (p=0.07), age at menarche (p=0.17) and age 

at menopause (p=0.60). The TT genotype was not at a higher frequency in 

patients with high BMI (p=0.98). The risk for cancer showed no correlation with 

the presence of the polymorphism. Conclusions: Our data indicate that the 

polymorphism, although possibly associated with various metabolic pathways 

and carcinogenetics, has no relationship with either the risk for breast cancer, or 

with the characteristics of the disease.  

 

Key Words: Polymorphism, C825T, Breast cancer, Individual risk 
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Introduction 

 The C825T is a single-nucleotide polymorphism (SNP) in the GNB3 gene 

that codifies the G-protein beta-3 subunit. This heterotrimeric protein is involved 

in the regulation of intracellular signaling pathways and plays a role in the 

control of cell growth and mitosis (Rosskopf et al., 2000). The activities of the G-

protein may be related to the development and growth of tumors (Vallar, 1996). 

This SNP has been linked to the occurrence of a splice variant of GNB3 and 

distinct cellular and metabolic features as well as an association with colorectal 

cancer risk and obesity (Siffert et al., 1998 and Hayakawa et al., 2007). 

 This SNP is a potential candidate for a biological marker of breast cancer 

risk. Three lines of inference suggest potential relationships: 1) abnormalities in 

protein G synthesis are associated with important intracellular signaling 

processes, cell growth and replication control, and may thus be associated with 

cancer development (Rosskopf et al., 2000, Siffert et al., 1998, Hayakawa et al., 

2007 and Vallar, 1996); 2) many SNPs in repair and metabolism genes were 

already associated with breast and other cancers (Menzel et al., 2004 and 

Lehnerdt et al., 2008); 3) the polymorphism is strongly associated with obesity 

which, in turn, is a potent clinical risk factor for breast cancer (Rosskopf et al., 

2000 and Hayakawa et al., 2007).  

However, previous attempts to determine the association of the C825T 

polymorphism with breast cancer did not succeed. In the largest study to date, 

the prevalence of the TT genotype was similar in 500 women with breast 

cancer, matched to a control group of 500 healthy women (Krippl et al., 2004). 
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Other smaller study have also failed to demonstrate a clear association of the 

SNP with breast cancer (Menzel et al., 2004). 

In the present study, we tried to circumvent these past shortcomings, by 

determining the prevalence of the CC, CT and TT genotypes of a large sample 

of women, with and without breast cancer. Most importantly, we also 

determined the prevalence of these genotypes as related to the BMI 

measurements in women with breast cancer, and also in relation to clinical and 

epidemiological features, including the individual risk for breast cancer as 

calculated with the IBIS software. With that approach, we had the opportunity to 

assess altogether the associations of the C825T polymorphism with 1) 

presence of breast cancer phenotype, 2) epidemiological features of the women 

and 3) patients’ BMI.  

 

Materials and methods 

 Patients 

 The sample of this study comprises 134 women with breast cancer and 

129 controls, this later group consisting of women without breast malignancies, 

who attended our institutions’ ambulatories for other gynecologic conditions. 

However, clinical data on these women are not currently available. The 134 

cases were selected from a larger group of 158 consecutive women who were 

treated for breast cancer at the Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo 

Pinotti – CAISM/Unicamp. Data were obtained from October 2009 to October 

2010. Women were first approached by the researchers immediately before 

surgery, when they were informed of the study’s objectives and invited to enroll. 
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After signing the informed consent, the study subjects responded to a 

questionnaire addressing clinical and epidemiological features. A thorough 

physical examination was carried out by a skilled physician, and physical data 

e.g. weight and height were ascertained, among many other relevant clinical 

features. Then, blood samples were obtained. After surgery, the researchers 

retrieved the final pathological status of the breast tumors. From the original 

sample of 158 women, 9 were excluded because of insufficient clinical data, 11 

because we were unable to obtain sufficient blood volumes, and another 4 

women were excluded because the PCR reactions to determine their C825T 

status did not work. 

 The study protocol has been fully approved by the Ethics Review Board 

(CEP 901/2009). 

 

 Determination of the C825T status    

 DNA was extracted from leukocytes of peripheral blood through the Kit 

Wizard Genomic (Promega®). To detect the polymorphism C825T, DNA was 

amplified using the following primer pair: forward, 5-

TGACCCACTTGCCACCCGTGC-3; reverse, 5-GCAGCAGCCAGGGCTGGC-3. 

The Polymerase chain reaction (PCR) was performed two times for each 

sample, in order to avoid false negative or false positive results. When, for 

some reason, we failed to obtain a reliable PCR result in one of the two reaction 

rounds, we performed a new round up until two agreeing PCR results were 

obtained. The reaction was carried out in a final volume of 20 µL containing 2 

mM MgCl2, 0.2 mM each deoxynucleoside triphosphate (Boehringer Mannheim, 
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Mannheim, Germany), 0.2 mM each primer, and 1 U of Taq DNA polymerase 

(Biotherm; Gene Craft, Münster, Germany). After an initial denaturation of 5 

minutes at 95 °C, the samples were subjected to 35 cycles at 94 °C for 1 

minute, 65 °C for 45 seconds, and 72 °C for 1 minute, with a final extension of 5 

minutes at 72 °C. The 268-bp product was restricted with BseD1 (Fermentas®). 

The unrestricted 268-bp product represents the T allele, whereas a C allele was 

cut into 116- and 152-bp fragments. The three genotypes were scored after 

running on a 3% agarose gel with 3 µg/mL ethidium bromide.  

  

Calculation of the Individual Risk for Breast Cancer (IBIS) 

 We used data gathered from the interview and medical files to calculate 

the individual risk for developing breast cancer. We aimed at obtaining an 

individual scenario with regards to the women’s previous risk of developing a 

breast malignancy, although no clinically validated tool exists for this purpose. 

We thus decided to use the IBIS Breast Cancer Risk Evaluation Tool, which is a 

clinically validated model, and combines genetic factors and family history, 

personal factors such as reproductive history. The IBIS model was designed to 

assess the risk of developing breast cancer in healthy individuals, thus its use 

as in this report is not warranted (Tyrer et al., 2004). It was incorporated into a 

computer program that provides a personalized risk estimate for women that do 

not have breast cancer at the time. The variables and procedures related to the 

IBIS score calculation have been described elsewhere in detail (Tyrer et al., 

2004). 
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Statistical analysis 

 All calculations were performed with the R Environment for Statistical 

Computing (R Development Core Team, 2010). Statistical significance was set 

to p=0.05 and 95% confidence intervals (95%CI) were used throughout. We 

used a generalized linear regression model to compare the prevalence of the 

C825T genotypes in patients and controls. Then, we calculated the T allele 

prevalence in patients and controls, which were compared using chi-squares. 

We then restricted the analysis to women with breast cancer (cases). We first 

used univariate analysis (chi-squares, Fisher’s, T test and Kruskal-Wallis rank 

sum tests where appropriate) to compare the clinical and pathological features 

according to the C825T genotypes. We next assessed those proportions in a 

multivariate fashion, with logistic regression models fit to evaluate altogether the 

1) clinical features of the women and 2) the characteristics of the disease.  

 

Results 

 The mean age at diagnosis of the women was 56.8 (SD+15.2) years. 

Roughly 49% of the women were 55 years of age or older, whereas only 20 

(14.9%) women were 40 years of age or younger. Approximately 66% of the 

women were postmenopausal, and 77% had two or more offspring. The age at 

menarche was less than 12 years for 42% of the women, and 91% of the 

women had their first pregnancy when they were 35 years old or younger. Most 

(73%) postmenopausal women had their last menstrual cycle before achieving 

50 years of age. The majority (87.4%) of the women breastfed, and of the 89 
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postmenopausal women, 71 (80.7%) did not receive hormonal therapy for 

climacteric symptoms (Table 1). 

 The TT genotype was more prevalent in controls (30.2%) than in women 

with breast cancer (14.9%) (p=0.02). There was no significant difference in 

prevalence of the CT genotype between cases (41.1%) and controls (53.0%) 

(p=0.61). The T allele frequency among controls was 50.8%, as contrasted to 

41.4% in women with breast cancer (p=0.06) (Table 2).    

 Table 3 displays the distribution of the main epidemiological features of 

the women as related to C825T genotypes. The mean age at which the breast 

malignancy was diagnosed did not differ in relation to the C825T status of the 

women (p=0.12), even after categorizing women to age strata (p=0.07). The 

same was true for two other age-related risk factors for breast cancer: age at 

menarche (p=0.07) and age at menopause (p=0.23). Finally, we assessed the 

relationship between the BMI and C825T genotype: the mean BMI for women 

with CC, CT and TT genotypes were almost the same (nearly 27 kg/m2; 

p=0.99). After allotting women to clinically significant BMI strata (defining 

obesity), there was still no difference in BMI distribution as related to the SNP. 

The breast cancer risk for the majority (nearly 80%) of the women was less than 

5% in 10 years, and was not related to the genotypes (p=0.72). The same was 

true for the lifetime breast cancer risk: almost 80% of the women had a lifetime 

risk of <10%, regardless of the C825T status (p=0.84) (Table 3). 

 Most (approximately 70%) of the tumors in this sample were larger than 

2cm in diameter, but tumor size was not related to the C825T genotype 

(p=0.91). Most tumors (80%) were also high-grade, but this feature was not also 
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related to the SNP status (p=0.54). Neither the estrogen (p=0.73), progesterone 

(p=0.46) nor the HER2 (p=0.90) statuses bore a relation to the C825T status of 

the women. Most women had no involvement of the axilla, and the number of 

compromised lymph nodes was not related to the C825T genotype (p=0.29). As 

a consequence, most women were stages I and II, and stage distribution was 

not related to the SNP (p= 0.41) (Table 4).  

 

Discussion 

In our study, the genotype frequency of the C825T polymorphism was 

neither associated with patients’ BMI nor to the most relevant clinical and 

pathological features of the breast malignancies. Contrary to our expectations, 

we also detected a higher prevalence of the TT genotype in women without 

breast cancer as compared to women diagnosed with the disease. Previous 

reports suggested that the C825T polymorphism may be linked to 

tumorigenesis, because the GNB3 gene codifies protein G, which in turn 

regulates important steps of the cell cycle. The TT genotype has been shown to 

be more prevalent in colon, head and neck and other cancers (Lehnerdt et al., 

2008; El Hindy et al., 2010 e Ofner et al., 2002). This is not contrast to the 

negative findings of the present study, because breast and colon cancers have 

different etiologies and molecular backgrounds (Krippl et al., 2004). Our study 

bears some importance because there are only two previous reports (Menzel et 

al., 2004; Krippl et al., 2004) that examined the association of the C825T 

genotype with breast cancer, neither of which found a positive relationship 

between the SNP and the prevalence of the breast malignancy. It is important to 
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mention that both these previous reports lack substantial information on the 

women’s clinical and pathological characteristics, a deficiency which we 

successfully circumvented. Because of the complex phenotypical 

consequences of the GNB3 polymorphism, its effect on cancer entities cannot 

be predicted and deserves research (Siffert et al., 1999). 

The positive association between patients’ BMI and homozygote TT SNP 

status has been detected in some studies (Chang et al., 2010; Dravecká et al., 

2010). There are only speculative explanations for this association, most of 

these generically incriminating the GNB3 G protein signal transducing activities. 

In our study, we were unable to detect a positive BMI trend in women with the 

TT genotype. However, we must emphasize that our study was not designed 

specifically to examine a relationship between BMI and the C825T 

polymorphism; according to our calculations, with the prevalence of the TT 

genotype of only 14% in a sample of 134 women, our study would be powered 

to be sensitive enough for a difference of approximately 25% in BMI among 

women who harbor the TT genotype. Other studies also did not find an 

association between the SNP with BMI either, which might have happened 

because of the ethnic effects (Krippl et al., 2004), since the T allele frequencies 

have been shown to vary substantially between populations (Potoczna et al., 

2004; Souza et al., 2008). Importantly, nutritional disparities between 

populations may also hypothetically interfere with the penetrance of obesity-

related genes (Souza et al., 2008).   

 Our study has the major strength of controlling for the main 

epidemiological and clinical characteristics of the women and their disease. The 
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G-protein exerts several biological activities, including hormone release control 

(Lee et al., 2009; Lee et al., 2008; Chang et al., 2010), cellular proliferation and 

differentiation (Chang et al., 2010). There are studies suggesting the 

relationship of the C825T status with metabolic abnormalities, ranging from 

lipidic disturbances to elevated blood pressure (Lee et al., 2009), which 

warrants the inclusion of clinical features strongly related to hormonal and 

metabolic status, such as age of menarche and menopause, parity and age at 

diagnosis in the multivariate study models. Taking all those variables into 

consideration, we did not detect any relation between neither the breast cancer 

related clinical features of the women with the SNP, nor the clinical and 

pathological configuration of the breast cancer. 

 Our study suffers from the limitation that we restricted our analysis to the 

C825T polymorphism and did not determine complete GNB3 haplotypes. Also, 

although we have a complete clinical profile of the 134 breast cancer cases, our 

epidemiological data on the 129 controls is very limited, which prevented us 

from performing a deeper analysis of the possible relationships between the 

clinical and epidemiological features with the SNP status in women with and 

without breast cancer.     

Collectively, our data indicate that the C825T polymorphism, although 

possibly implicated with several metabolic and carcinogenic pathways, bears no 

important relationship with either the risk neither for breast cancer nor to the 

presentation characteristics of the disease. These results expand previous 

findings on the relationship between the C825T polymorphism and breast 

cancer.
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Table 1. Key reproductive features of the women 

Characteristic           N (   % ) 

Age at diagnosis     

Mean (sd) 56.8 ( 15.2 ) 

<40 20 ( 14.9 ) 

40-55 48 ( 35.8 ) 

>55 66 ( 49.2 ) 

     

Menopausal status     

Pre 45 ( 33.6 ) 

Post 89 ( 66.4 ) 

     

Parity     

No offspring 15 ( 11.2 ) 

One 16 ( 11.9 ) 

two or more 103 ( 76.9 ) 

     

Age at menarche     

<12 55 ( 42.0 ) 

>12 76 ( 58.0 ) 

     

Age at first pregnancy    

<35 108 ( 91.5 ) 

>35 10 ( 8.5 ) 

Unknown 1    

     

Age at menopause     

<50 62 ( 73.0 ) 

> 50 23 ( 27.0 ) 

Unknown 4    

     

Breast feeding     

Yes 104 ( 87.4 ) 

No 15 ( 12.6 ) 

     

Hormone Therapy     

Yes 17 ( 19.3 ) 

No 71 ( 80.7 ) 

Unknown 1    
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Table 3. Clinical features of the patients as related to the C825T genotype  

          CC         CT         TT  

Age at diagnosis    n (   % )    n (   % )    n (   % ) P 

Mean (SD) 59.6 ( 16.1 ) 56.8 ( 14.3 ) 51.1 ( 15.6 ) 0.12 

<40 7 ( 16.3 ) 7 ( 9.9 ) 6 ( 30 )  

40-55 11 ( 25.6 ) 29 ( 40.8 ) 8 ( 40 ) 0.07 

>55 25 ( 58.1 ) 35 ( 49.3 ) 6 ( 30 )  

              

              

Age at menarche              

Mean (SD) 12.6 ( 1.7 ) 13.2 ( 1.8 ) 12.3 ( 1.2 ) 0.07 

<12 20 ( 47.6 ) 45 ( 34.8 ) 11 ( 55 )  

>12 22 ( 52.4 ) 24 ( 65.2 ) 9 ( 45 ) 0.17 

              

              

Age at menopause              

Mean (SD) 48.5 ( 5.0 ) 46.0 ( 5.7 ) 47.8 ( 5.4 ) 0.23 

<50 9 ( 33.3 ) 37 ( 22.9 ) 3 ( 30 )  

>50 18 ( 66.7 ) 11 ( 77.1 ) 7 ( 70 ) 0.60 

              

BMI              

Mean (SD) 27.2 ( 4.7 ) 27.1 ( 5.2 ) 27.3 ( 4.8 ) 0.99 

<20 kg/m2 2 ( 4.9 ) 5 ( 7.2 ) 1 ( 5 )  

20 to 25 kg/m2 13 ( 31.7 ) 22 ( 31.9 ) 7 ( 35 ) 0.98 

>25 kg/m2 26 ( 63.4 ) 42 ( 60.9 ) 12 ( 60 )  

              

Breast cancer risk               

10 years              

<5% 35 ( 81.4 ) 55 ( 77.5 ) 17 ( 85 )  

>5% 8 ( 18.6 ) 16 ( 22.5 ) 3 ( 15 ) 0.72 

              

Lifetime              

<10% 33 ( 76.7 ) 57 ( 80.3 ) 15 ( 75.0 )  

>10% 10 ( 23.3 ) 14 ( 19.7 ) 5 ( 25.0 ) 0.84 
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Table 4. Features of the breast malignancy as related to the C825T genotype 

          CC         CT         TT  

Disease features    n (   % )    n (   % )    n (   % ) P 

Tumor size              

<1cm 1 ( 2.4 ) 4 ( 5.6 ) 0 ( 0 )  

1 to 2cm 12 ( 29.3 ) 20 ( 28.2 ) 5 ( 25 )  

>2cm 28 ( 68.3 ) 47 ( 66.2 ) 15 ( 75 ) 0.91 

               

Histological grade               

1 1 ( 2.5 ) 3 ( 4.3 ) 1 ( 5 ) 0.54 

2 9 ( 22.5 ) 8 ( 11.6 ) 2 ( 10 )  

3 30 ( 75.0 ) 58 ( 84.1 ) 17 ( 85 )  

              

Estrogen receptor              

Negative 11 ( 26.8 ) 23 ( 34.3 ) 7 ( 36 ) 0.73 

Positive 30 ( 73.2 ) 40 ( 65.7 ) 13 ( 65 )  

              

Progesterone receptor              

Negative 14 ( 34.1 ) 30 ( 45.5 ) 7 ( 36 ) 0.46 

Positive 27 ( 65.9 ) 36 ( 54.5 ) 13 ( 65 )  

              

HER-2              

Negative 28 ( 66.7 ) 42 ( 65.6 ) 12 ( 60 ) 0.90 

Positive 14 ( 33.3 ) 22 ( 34.4 ) 8 ( 40 )  

              

Status of the axilla              

Zero nodes 23 ( 53.5 ) 33 ( 46.5 ) 8 ( 40 ) 0.29 

1 lymph node 9 ( 20.9 ) 12 ( 16.9 ) 3 ( 15 )  

>2 lymph nodes 11 ( 25.6 ) 26 ( 36.7 ) 9 ( 45 )  

              

Disease Stage              

I-II 26 ( 61.9 ) 48 ( 67.6 ) 14 ( 73.7 ) 0.41 

III 16 ( 38.1 ) 20 ( 28.2 ) 4 ( 21.1 )  

IV 0 ( 0 ) 3 ( 4.2 ) 1 ( 5.3 )  
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5. Conclusões 

 
1.  A prevalência do polimorfismo (genótipo TT) em mulheres com 

câncer de mama foi de 14,9% e em mulheres sem o câncer de mama 

foi de 30,2%. 

2. Não houve relação entre a presença do polimorfismo e o IMC das 

pacientes. 

3.  Os diferentes escores individuais de risco para o desenvolvimento 

da doença não apresentaram associação em relação à prevalência 

dos genótipos. 

4.  Os fatores clínicos do tumor, assim como as características 

reprodutivas, não estiveram relacionados com os genótipos do 

polimorfismo C825T. 
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7. Anexos 

7.1. Anexo 1 – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

“Mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 e fatores de risco para câncer de 

mama entre mulheres tratadas em um centro de referência em oncologia 

mamária” 

Pesquisadora responsável: Renata Gasparotto Paleari 

HC:__________________RG:_____________________ Idade:____________ 

Endereço:___________________________________Tel:(__)______________ 

Existem dois tipos de cânceres de mama, um que é devido a defeitos 

nos genes das células do corpo e pode ser transmitido de pais para filhos e 

outro que ocorre naturalmente.  

Eu,_______________________________________________________, 

que já tenho o câncer de mama, aceito colaborar como voluntária em um 

estudo que vai pesquisar estes defeitos genéticos que podem ser a causa da 

doença. Sei que estes dados poderão servir para conhecimentos futuros e 

influenciar nos tratamentos e outras opções médicas em pessoas com o risco 

de desenvolverem o câncer, inclusive membros de minha família, que poderão 

se beneficiar seguindo uma prevenção rigorosa. 

 Fui informada que, responderei a um questionário sobre meu estilo de 

vida (hábito de fumar, de consumir bebida alcoólica, ambiente em que vivo, 

etc), sobre questões reprodutivas (idade da primeira menstruação, número de 

gravidez, se amamentei ou não...) e sobre informações sobre meus parentes 

que tiveram ou têm câncer. Sei que se eu estiver sob tratamento 

quimioterápico não haverá necessidade de procedimento médico, pois minha 
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amostra sanguínea será reaproveitada daquela que já é colhida rotineiramente 

antes do procedimento e se não estou sob este tratamento será colhida uma 

amostra sanguínea. Fui informada também que, caso não queira participar ou 

desista de participar, isso não prejudicará meu atendimento atual ou futuro. 

Estou ciente de que os resultados não serão imediatos e que o material 

retirado poderá não ser completamente utilizado no estudo. Este material 

poderá ser descartado (jogado fora) ou armazenado para ser utilizado em 

futuras pesquisas, dependendo de minha autorização e da aprovação pelo 

Comitê de Ética e Pesquisa da UNICAMP (CEP/FCM/UNICAMP). Tenho direito 

a solicitar esclarecimentos de dúvidas sobre a pesquisa em qualquer momento, 

contatando a pesquisadora Renata Gasparotto Paleari pelo telefone (19) 3521 

9524. Poderei também contatar o CEP/UNICAMP pelo telefone (19) 3521 8936.      

Sim, aceito participar do estudo e sim, autorizo o armazenamento do material 

que sobrar. 

Sim, aceito participar do estudo e não autorizo o armazenamento do material 

que sobrar.      

______________________________     _______________________________ 

   Renata Gasparotto Paleari                         Paciente ou representante legal 

    Pesquisadora responsável                                            

 

 

 

 

                              

 

 

Campinas, ______ de __________________ de 20___. 
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7.2. Anexo 2 – Questionário 

Número da ficha:  

 

ESTILO DE VIDA 

Ambiente:               Rural             Urbano 

Escolaridade (anos letivos): 

Estado civil:               Solteira/Divorciada                Viúva                 Casada 

Peso:                  Altura: 

 

Prática de exercícios:            Sim              Não                           Frequência: 

Tipo aeróbico:                         Sim              Não 

 

Fumante:            Sim             Não             No passado            Passivo 

Se atualmente, quantos cigarros por dia: 

Se atualmente, por quanto tempo fuma: 

Se, no passado, quantos cigarros por dia: 

Se, no passado, há quanto tempo parou: 

 

Consumo de álcool:              Sim              Não 

Destilados:                             Sim               Não 

Fermentados:                         Sim               Não 

Quantas vezes por semana: 

Quantas doses por dia que bebe: 

 

Consumo de drogas:            Sim               Não                     Tipo: 

Se atualmente, quantas vezes por dia: 

Se atualmente, por quanto tempo usa: 

Se, no passado, quantas vezes por dia: 

Se, no passado, há quanto tempo parou: 
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Antitranspirante:            Sim              Não 

Marca: 

Tempo de uso: 

 

Depilação axilar:              Sim               Não 

Técnica:                Lâmina             Cera quente            Cera fria             Laser  

HISTÓRIA REPRODUTIVA 

1° ciclo menstrual:  

Estado menopausal:            Pré              Pós 

                                               Natural            Cirúrgica 

Idade da menopausa:     

 

Contraceptivos hormonais:            Sim             Não 

Tempo de uso:                             Nome: 

 

Reposição hormonal:           Sim            Não 

Tempo de uso:                             Nome: 

 

G             P             A             FV 

Idade da 1ª gravidez: 

Amamentação:              Sim              Não 

 

Histerectomia:            Sim                Não            Data: 

Ooforectomia:            Sim                 Não            Data: 

                                     Direito            Esquerdo 

 

HISTÓRICO ANTERIOR AO DIAGNÓSTICO DO CÂNCER 

Auto-exame:               Sim               Não              Frequência: 

Exame clínico:            Sim               Não              Frequência: 

Mamografia:               Sim               Não              Frequência: 

Idade da 1ª:                                                             Data da mais recente: 
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Ultrassom:                  Sim               Não              Frequência: 

Idade da 1°:                                                             Data do mais recente: 

1° Câncer:                   Sim               Não               Data do diagnóstico:  

Outros cânceres:   Tipo:                                        Data:               

 

ESTUDO FAMILIAR 

RAÇA/ETNIA 

Paciente          Caucasiano          Negro          Asiático            Mulato           Outra 

Mãe                 Caucasiano          Negro          Asiático            Mulato           Outra 

Pai                   Caucasiano          Negro          Asiático            Mulato           Outra 

 

QUAL O PAÍS DE ORIGEM DOS ANCESTRAIS? 

Avô materno:                                                   Avô paterno: 

Avó materna:                                                   Avó paterna: 

                                                                                                                                      Sim 

TEM PARENTES DESCENDENTES DE JUDEUS ASHKENAZI?                    Não 

 

HISTÓRIA FAMILIAR 

 Familiar Sexo Câncer Idade do 
Diagnóstico 

Falecido 

1  F/M   S/N 

2  F/M   S/N 

3  F/M   S/N 

4  F/M   S/N 

10  F/M   S/N 

............................................................................................................................................. 
                                                                                                                           Destaque aqui 
 
 
Número da ficha:                                  Data da entrevista: ________________________ 

Nome:_________________________________________________ HC: ____________ 

Data de nascimento: _________________________ 

Endereço: __________________________________________ Bairro: _____________ 

Cidade: __________________ Estado: ______ Telefone: (   ) _____________________ 
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7.3. Anexo 3 – Ficha para coleta de dados clínicos  

DADOS DO CASO 

 
Nome:_____________________________________________________  Número:_____ 

HC:______________________      Data de nascimento:____/____/______   

Idade da paciente no diagnóstico:_______anos            Data do diagnóstico:____/____/____  

Peso: _____     Altura: _____ 

Data da cirurgia:____/____/____ 

Recorrência familial: 1. Não          2. Sim       ___________________________ 

História pregressa de lesões mamárias: 

1. Não         2. Hiperplasia          3. Hiperplasia atípica         4. Carcinoma Lobular in situ  

História pregressa de tumores ovarianos: 

1. Não            2. Benigno           3. Maligno           Tipo histológico:_________________________ 

DADOS DO TUMOR 

 
Exame clínico:  T:________     N: ________     M: ________ 
 
Estágio tumoral:  | 1 | I     | 2 | IIa     | 3 | IIb     | 4 | IIc     | 5 | IIIa     | 6 | IIIb     | 7 | IIIc     | 8 | IV 

Lado:     | 1 | Direito | 2 | Esquerdo     | 3 | Bilateral 
 
Quadrante:     | 1 | QSE          | 2 | QSI          | 3 | QII          | 4 | QIE           | 5 | QC 
 
Grau histológico: ________  Grau nuclear (parte invasiva): ________ 
 
Tamanho do tumor : ___________________cm 

 
Estado da axila:    1. Negativo            2. Positivo  
 

Linfonodos acometidos:   | 1 | Um      | 2 | Dois     | 3 | Três ou mais 
 

Este tumor é uma recidiva?     1. Não                 2. Sim 

 Data do diagnóstico de recidiva:____/____/____      | a | mesma mama     | b | mama contralateral 

Existe componente in situ ?     1. Não                2. Sim  

Extensão: __________cm       Grau nuclear: ______     

Tipo(s):______________________________  
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RECEPTORES 
 
Estrógeno:       1. Negativo         2. Positivo             % de células com receptor positivo___ 
 
Progesterona: 1. Negativo          2. Positivo             % de células com receptor positivo__ 
 
C-erbB2:          1. Negativo         2. Positivo            score:__________ 
 

Outros receptores: ________________________________________ 

 
EXAMES DIAGNÓSTICOS 
 
Mamografia:  Tamanho do tumor:_________________ BIRADS mamográfico: ______ 
 
USG:_________________________________________________________________ 
 
Radiografia de tórax: 
_______________________________________________________________ 
 
USG abdominal: 
___________________________________________________________________ 
 
Cintilografia óssea: 
_________________________________________________________________ 
 
 
 
CONDUTA PÓS-CIRÚRGICA 

 

Quimioterapia?    1. Não        2. Sim  

Tipo:_______________________________________ 

Radioterapia?      1. Não         2. Sim  

Especificar:__________________________________ 

Hormonioterapia?  1. Não        2. Sim  

Especificar:__________________________________ 

 
Óbito por motivo da doença?    1. Não            2. Sim        Data de óbito:____/____/____ 
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7.4. Anexo 4 – Parecer do CEP 

7.4.1. Parecer projeto inicial 
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7.4.2. Parecer do adendo para inclusão do polimorfismo C825T 
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7.5. Anexo 5 – Fotografia da eletroforese   

 
 
 

 

Genótipo TT : fragmentos de 268pb (produto não clivado). Visualiza-se somente uma banda 
superior. 
Genótipo CT :  fragmentos de 268pb (alelo T), 152 e 116pb (resultantes da quebra do alelo C). 
Visualiza-se três bandas. 
Genótipo CC : fragmentos de 152 e 116pb (resultantes da quebra do alelo C). Visualiza-se duas 
bandas inferiores. 
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7.6. Anexo 6 – Tela de inserção de dados do Software IBIS 

 
 

 


