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RESUMO

O Cancer de Mama (CM) é a forma de neoplasia mais diagnosticada e a
principal causa de morte por cancer em vdrias regides do mundo, sendo a maior parte CM
esporddico. O estilo de vida reprodutivo representa importante fator de risco relacionado a
exposicao ao estrogeno durante a vida, visto que o hormonio € responsavel por estimular a
proliferacdo celular na mama. Por outro lado, a enzima metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR) regula o balango celular entre a metilacdo e a sintese de acidos nucléicos.
Polimorfismos nos genes dos receptores de estrégeno (ESRI e ESR2) e do metabolismo do
folato (MTHFR) tém sido associados ao risco de CM em diferentes populacdes. Objetivos:
Avaliar a associacdo entre CM esporddico e os polimorfismos ¢.2014G>A (ESRI),
c.1730G>A (ESR2), c.677C>T e c.1298A>C (MTHFR), incluindo as variaveis clinicas.
Material e Métodos: Foram selecionadas 253 amostras de DNA de mulheres com CM
esporddico do Laboratério de Genética Molecular do Cancer (FCM-Unicamp) e 257
controles femininos com idade superior a 50 anos e sem histéria familiar para CM ou
cancer de ovario. As amostras foram genotipadas por RFLP-PCR. Foram incluidas
varidveis clinicas relacionadas ao individuo, aos tumores e ao estilo de vida reprodutivo.
Para a analise estatistica, foi utilizado o software SPSS vs21.0, empregado o teste x2 para a
distribuicdo dos polimorfismos e, quando observada diferenca no percentual destes, foi
calculada a Razdo de Prevaléncia. Resultados: Nao foi observada diferenca significativa
entre os grupos em relacdo a ocorréncia de CM para os polimorfismos: ¢.2014G>A
(p=0,281), c.1730G>A (p=0,241), c.677C>T (p=0,443) e c.1298A>C (p=0,805). Ao
associar os genoétipos as varidveis clinicas, o alelo A (c.2014G>A) foi menos prevalente em
tumores com expressdo do receptor de estrogeno (RE positivos) (OR=0,469; 95%
1C=0,262-0,841) e mais prevalente no estadio 0 em relacdo aos demais (OR=3,911; 95%
IC=1,394-10,97), enquanto no gendtipo GA teve expressdo diminuida de RE e no GG,
maior expressao de receptor de estrégeno (RP). Para o ¢.1730G>A, o genétipo GA foi mais
prevalente entre as mulheres que amamentaram (OR=2,257; 95% 1C=1,254—4,061), menos
prevalente em hipertensao arterial sist€émica (HAS) (OR=0,578; 95% 1C=0,339-0,987) e
conferiu prote¢do do estadio 0 em relagdo aos demais (OR=4,383; 95% 1C=1,606—11,96).
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Na andlise do haplétipo ¢.2014G>A/c.1730G>A, GG/GG foi menos prevalente entre as
mulheres que amamentaram (OR=0,525; 95% 1C=0,298-0,924) e teve maior expressao de
RP. Para os polimorfismos no MTHFR, o gen6tipo CC (c.677C>T) representou um fator de
risco para metdstases a distancia (OR=5,311; 95% IC=1,124-25,09) e teve menor
expressdo de RE, enquanto o gendtipo AA (c.1298A>C) foi menos prevalente no estadio 0
em relacdo aos demais (OR=0,034; 95% 1C=0,067-0,669) e apresentou maior expressao de
RE. Na andlise do haplétipo ¢.677C>T/c.1298A>C, o CC/AA foi associado ao uso de
contraceptivo hormonal (OR-3,671; 95% I1C=1,344-10,03) e HAS (OR=1,979; 95%
IC=1,036-3,782); e o CT/AC foi menos prevalente no carcinoma invasivo de tipo ndo
especial (NST) (OR=0,032; 95% 1C=0,243-0,918) e conferiu protecio do estadio 0 em
relacdo aos demais (OR=3,476; 95% 1C=1,341-10,47). Conclusées: Os polimorfismos
parecem nao alterar o risco para o desenvolvimento de CM esporadico, no entanto, podem

estar associados a sua gravidade.

Palavras-chave: genes modificadores, neoplasias, mama, receptores estrogénicos, folatos.
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ABSTRACT

The Breast Cancer (BC) is the most frequently diagnosed form of cancer and
the main cause of cancer death in many parts of the worldwide. The reproductive lifestyle
is an important risk factor related to exposure to estrogen during life, as the hormone is
responsible for stimulating cell proliferation in the breast. On the other hand, the enzyme
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) regulates cell balance between synthesis
and methylation of nucleic acids. Polymorphisms in the genes of the estrogen receptor
(ESR1 and ESR2) and folate metabolism (MTHFR) have been associated with risk of breast
cancer in different populations. Objectives: To evaluate the association between sporadic
CM and polymorphisms c¢.2014G>A (ESRI), c.1730G>A (ESR2), c.677C>T and
c.1298A>C (MTHFR), including clinical variables. Material and Methods: We studied 253
DNA samples from women with sporadic CM Molecular Genetics of Cancer Laboratory
(FCMUnicamp) and 257 female controls over the age of 50 and without family history of
CM or ovarian cancer. The samples were genotyped by PCR-RFLP. Clinical variables
were included related to the individual, to tumors and reproductive lifestyle. For statistical
analysis, SPSS software was used vs21.0, the employee x2 test for the distribution of
polymorphisms and when significant differences in the percentage of these, we calculated
the odds ratio. Results: There was no significant difference between groups in the
occurrence of CM for the polymorphisms: c.2014G>A (p=0.281), c.1730G>A (p=0.241),
c.677C>T (p=0.443) and c.1298A>C (p=0.805). By associating genotypes to clinical
variables, the A allele (c.2014G>A) was less prevalent in tumors positive RE (OR=0.469;
95% CI = 0.262 to 0.841) and more prevalent in stage O compared to the other
(OR=3.911; 95% CI=1.394 to 10.97), while the GA genotype had lower expression of RE
and GG, most PR expression. For c.1730G>A, the GA genotype was more prevalent among
women who breastfed (OR=2.257; 95% CI=1.254 to 4.061), less prevalent in hypertension
(OR=0.578; 95% CI=0.339 to 0.987) and conferred protection stage 0 in relation to others
(OR=4.383; 95% CI=1.606 to 11.96). In the haplotype analysis c.2014G>A/c.1730G>A,
the GG/GG was less prevalent among those who breastfed (OR=0.525; 95% CI=0.298 to
0.924) and had higher PR expression. For polymorphisms in MTHFR, the CC genotype
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(c.677C>T) was a risk factor for distant metastasis (OR=5.311; 95% CI=1.124 to 25.09)
and had lower expression of ER, while the genotype AA (c.1298A>C) was less prevalent in
stage O in relation to others (OR=0.034; 95% CI=0.067 to 0.669) and showed a higher
expression of RE. In the haplotype analysis c.677C>T/c.1298A>C, CC / AA was associated
with hormonal contraceptive use (OR=3.671, 95% CI=1.344 to 10.03) and hypertension
(OR=1.979; 95 % CI=1.036 to 3.782); and the CT/AC was less prevalent in invasive
carcinoma NST (OR=0.032; 95% CI=0.243 to 0.918) and conferred protection stage 0 in
relation to others (OR=3.476; 95% CI=1.341 to 10.47). Conclusions: The polymorphisms
do not appear to alter the risk for developing sporadic BC, however, may be associated

with its severity.

Keywords: modifier genes; neoplasm; breast; receptors, estrogen, folates.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Cancer
O termo “cancer” e os sindnimos “neoplasia” e “tumor” referem-se ao conjunto

de doencas causadas por proliferacdo celular anormal, autdbnoma, com metabolismo

diferenciado que tende a perpetuacdo, causando efeitos prejudiciais ao organismo.1 Trata-se
de um grupo de doencas complexas com caracteristicas heterogéneas e de etiologia
multifatorial que afetam pessoas no mundo todo, representando um grave problema de
saude pt’lblica.2

Estima-se que em 2012 tenham sido registrados no mundo, aproximadamente,
14,1 milhdes de casos novos de cancer e 8,2 milhdes de dbitos relacionados a doenga. Além
disso, no mesmo ano existiriam 32,6 milhdes de individuos com idade superior a 15 anos
com diagnéstico realizado entre 2007 e 2012. Mais da metade de todos os casos (56,8%) e
obitos (64,9%) ocorreram em paises em desenvolvimento. O cancer de pulmao foi o mais

frequente, sem considerar o sexo, representando 13% do total de casos e 19,4% do total de

3
mortes por cancer.

No Brasil, segundo estimativas, foram registrados 437.600 casos novos e

224.700 mortes por cancer no ano de 2012. O tumor de prdstata foi o mais incidente

(16,6%) seguido pelo de mama feminino (15,4%) e de pulmao (7,8%),3 o que difere das
estimativas mundiais como apresentado na Figura 1. Para o ano de 2014, estima-se que a

incidéncia tenha aumentado para aproximadamente 576 mil novos casos de cancer no

. . . - 4
Brasil, incluindo neoplasias de pele nao melanoma.
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Figura 1. Incidéncia de cancer, em relacdo a localizacdo primdria, no mundo e no
3
Brasil. [Adaptado de Ferlay J et al. (2014)]

1.2. Cancer de mama
O cancer de mama (CM) é a forma de neoplasia mais diagnosticada nas

. n 5,6 . s~
mulheres em varias regides do mundo. No ano de 2012 foram registrados 1,7 milhdo de
casos novos e contabilizadas 6,3 milhdes de mulheres vivas com diagnéstico realizado nos

cinco anos anteriores. Em comparagdo as estimativas do ano de 2008, houve aumento de

20% na incidéncia e de 14% na mortalidade, totalizando 522 mil Gbitos pela doenc;a.3

Atualmente, o CM representa um em cada quatro tumores em mulheres. As maiores taxas

e A - . . 23
de incidéncia do CM sido observadas em paises desenvolvidos.
Estima-se que tenham sido registrados no Brasil 67.316 casos novos de CM no
ano de 2012, representando 31,4% de todas as neoplasias femininas diagnosticadas.

Enquanto o nimero de 6bitos pela doenga seria de, aproximadamente, 16.400 (15,8% do

.. A 3 . ~ e A
total de mortes femininas por cancer). Para o ano de 2014 haveria redugdo na incidéncia
para 57.120 casos novos, com risco estimado de 56,09 para cada 100 mil mulheres. Sem
considerar o cancer de pele ndao melanoma, o CM representa o tumor de maior incidéncia

nas mulheres em todas as regides brasileiras, exceto na regido norte do pais onde o cancer

. . C .. . 4
cervical é o mais incidente seguido pelo CM.



O CM ¢ uma doenga complexa que varia em fatores de risco, histéria natural,

. L, . ~ 7
padrdes histolégicos, padroes moleculares e resposta ao tratamento. Em mulheres com
idade inferior a 25 anos, a prevaléncia € de 10 casos/100.000, aumentando em 100 vezes na

faixa etdria a partir de 45 anos, sendo mais comum na presenca de histdria familiar para a

8
doenca, comparado a populagdo geral.

1.2.1. Tipos histolégicos
Os tumores mamdrios podem ter a sua origem de células epiteliais,

mioepiteliais, mesenquimais e fibroepiteliais, sendo os carcinomas invasivos 0s mais

9
comuns.

O carcinoma invasivo representa um grupo de neoplasias malignas
caracterizadas por invasdo de tecidos adjacentes e tendéncia a formar metdstases em sitios

distantes. Supde-se que se originem do epitélio do parénquima mamadrio, particularmente
. . . . . 9
das células das unidades ducto-lobular terminal (TDLU, i.e. terminal duct lobular units).

Aproximadamente 80% dos casos estdo relacionados ao carcinoma ductal in situ,]0 sendo o
mais incidente o carcinoma invasivo de tipo ndo especial (NST, i.e. no special type),
identificado na rotina médica como carcinoma ductal invasivo (IDC, i.e. invasive ductal
carcinoma), e compreende 70% dos casos de CcMm. 12

Sao classificados como carcinomas invasivos NST todos aqueles ductais sem

caracteristicas especificas que possam diferencid-los em outros tipos “especiais”,

o ~ L . L. 9,11,12
constituindo um grupo heterogéneo para os aspectos macroscépicos e histoldgicos.

Podem apresentar tanto arquitetura com células em cordas, cachos ou trabéculas, quanto
padrao infiltrativo. O citoplasma é abundante e eosinofilico, enquanto o nicleo varia em
regular, uniforme ou altamente pleomérfico, com nucléolos multiplos e proeminentes. Ao

exame macroscopico, variam em tamanho (10 a 100 mm) e configuragdo (irregular,

. < ~ 9, . . .
estrelado ou nodular), podendo ser firmes ou duros a palpagao. Ha diferencas, inclusive,

no painel de expressdo de genes relacionados a proliferacio, juncdo celular, receptores



hormonais e de fatores de crescimento. Por esses motivos, é amplo o espectro progndstico e

) ) 11,13,14
estratégias de tratamento nesta categoria de CM.

Dentre as variantes morfoldgicas raras de carcinoma invasivo NST, encontram-

se o carcinoma: (i) pleomoérfico; (i1)) com células gigantes tipo osteoclasto; (iii) de

caracteristicas coriocarcinomatosas; (iv) de caracteristicas melanéticas; e (v) tipo misto.11
Em contrapartida, os tipos especiais de carcinomas invasivos apresentam
caracteristicas bioldgicas e clinicas homogéneas, permitindo a classificagdo em grupos
especificos. Sao mais de 20 tipos (Tabela 1) diferenciados por critérios histolégicos e que,
normalmente, comportam apenas um subtipo molecular consistente com o progndstico da

doenca. Destes, o carcinoma lobular invasivo (CLI) apresenta maior prevaléncia,
. 9,11,15
representando aproximadamente 15% dos casos de CM.
Como a maioria dos tumores sdo categorizados como carcinomas invasivos
NST, a diferenciac@o histolégica ndo € suficiente para predizer o progndstico e definir o

melhor tratamento. Dessa forma, na rotina clinica, os tumores sao classificados segundo o

. , .16 . 17 ~ . . ~
grau histolégico, estadiamento e expressdo de receptores hormonais e de proliferacdao

10,13
celular.



Tabela 1. Carcinomas invasivos da mama (exceto carcinoma
microinvasivo e lesdes papilares invasivas).
Tumor
Carcinoma invasivo NST
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma tubular
Carcinoma cribiforme
Carcinoma mucinoso
Carcinoma medular
Carcinoma com diferenciacio apdcrina
Carcinoma com células em anel de sinete
Carcinoma micropapilifero invasivo
Carcinoma metaplésico
Carcinoma adenomioepitelioma
Carcinoma adendide cistico
Carcinoma neuroenddcrino
Carcinoma secretor
Carcinoma papilifero invasivo
Carcinoma de células acinares
Carcinoma mucoepidermdide
Carcinoma polimorfo
Carcinoma oncocitico
Carcinoma rico em lipidios
Carcinoma de células claras ricas em glicogénio
Carcinoma sebiceo

NST, no special type. [Adaptado de Sinn and Kreipe (2013)]11




Figura 2. Tipos histolégicos de CM (exemplos). A: carcinoma invasivo
NST. B: carcinoma medular. C: carcinoma com células em anel de sinete.
D: carcinoma neuroenddcrino. E: carcinoma mucoepiderméide. F:
carcinoma com diferenciacdo apdcrina. [Adaptado de Ellis IO et al.

(2003)]”

1.2.2. Grau histolégico e estadiamento
O grau histolégico (GH) € baseado na diferenciacdo celular € no numero de
mitoses no tecido tumoral, podendo ser classificado como bem diferenciado (Gl),

moderadamente diferenciado (G2) e pouco diferenciado (G3). Sendo que, quanto menor o

. N . . . . 18
grau de diferencia¢do, maior a rapidez de crescimento e gravidade do tumor.



Para serem agrupadas nas categorias, as pecas patoldgicas sdo analisadas em
trés aspectos: formacdo de tubulos, pleomorfismo nuclear e indice de atividade mitdtica.

Este dltimo € considerado o fator prognéstico de maior importancia entre os trés e € medido
. 16 p
pela contagem celular da expressdo de Ki-67 (proteina nuclear expressa somente durante

. 19 . - ~
as fases de divisao celular) . Realizada a andlise, cada um dos escores sdo pontuados um a

trés e, ao final, as trés pontuacdes sdao somadas. Resultados trés, quatro, ou cinco

) ) 16
correspondem a G1; seis ou sete a G2; e oito ou nove a G3.

No entanto, quando 0 mesmo exame para o mesmo paciente € realizado em
institui¢des diferentes, a concordancia na classificacdo de grau histoldégico ndo ultrapassa
80%. Além desse aspecto, € consideravel a propor¢do de tumores classificada como G2, o
que ndo € informativo na decisdo clinica, visto que nestes casos o risco de recorréncia é

intermedidrio. Por estes motivos, faz-se necessdrio a classificagdo complementar em

) . 18
estadios clinicos.

O estadiamento permite classificar a evolu¢do das neoplasias malignas e
determinar a sobrevida dos pacientes, sendo realizado pelo Sistema TNM de Classificacao
dos Tumores Malignos, onde “T” avalia a dimensdo do tumor primario, “N” a dimensao de
disseminagdo para linfonodos regionais e “M” a presenga ou ndo de metastases a distancia.
Pode ser realizado por exames clinicos, sendo classificado em TO a T4; NO a N3; e MO ou
MI1. A combinacdo destas classificagdes determina os estadios clinicos: 0 para carcinomas
“in situ”, I para invasao local inicial, II para tumor primario limitado ou invasdo linfatica
minima, III para tumor local extenso ou invasdo local regional extensa e IV para tumor
localmente avancado ou presenca de metéstases (Tabelas 2, 3). O mesmo critério de
classificacdo é estabelecido para o estadiamento patolégico (pTNM), realizado apds o

tratamento cirdrgico, considerando os exames na peca operatéria. O pTNM determina a

. - ~ . g 17
extensdo da doenca com maior precisao e pode, ou nao, coincidir com o TNM.



Tabela 2. Classificacdo TNM para tumores mamarios.

Tamanho do tumor (T)

Sem evidéncia de tumor primario (TO)
<2cm(TI)

2-5cm (T2)

>5cm (T3)

Extensao a parede tordcica ou pele (T4)

Disseminacao para linfonodos regionais (N)

Auséncia de metastase (NO)

Axilar homolateral mével (N1)

Axilar homolateral fixo ou mamario interno homolateral (N2)
Infraclavicular, mamadrio interno e axilares, ou supraclavicular (N3)

Metastase a distancia (M)

Auséncia de metastase a distdncia (MO)
Presenca de metdstase a distancia (M1)

[Adaptado de TNM: Classificagdo de Tumores Malignos (2004)]17

Tabela 3. Classificacdo por estadios clinicos para
tumores mamarios.

Grupamento por Estadios

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio I T1 NO MO
Estadio ITA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadio 1IB T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio IIIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 NI, N2 MO
Estadio I1IB T4 NO,N1,N2 MO
Estadio IIIC Qualquer T N3 MO
Estadio IV Qualquer T  Qualquer N M1

T, tamanho; N, disseminacdo para linfonodos
regionais; M, metéstases a distancia; Tis, tumor in
situ. [Adaptado de TNM: Classificagdo de Tumores

Malignos (2004)] v



1.2.3. Subtipos moleculares

Pela técnica de imunohistoquimica (IHQ) é possivel diferenciar o CM em
subtipos moleculares, considerando a expressio de receptor de estrégeno (RE), de
progesterona (RP) e do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2,

i.e. human epidermal growth factor receptor 2), além de avaliar o perfil proliferativo pelo

10,13,20 . . .
Ki-67. A Tabela 4 apresenta resumidamente o perfil de cada subtipo.

Tabela 4. Classificacdo segundo a expressdo de receptores hormonais e
de proliferacdo celular.

Subtipos Moleculares RE RP HER2 Ki67
A + + - <14%
Luminais
B +  + +-  >14%
Basal-like - - -

Triplo-negativos
Claudin-low - - -

Superexpressao de HER2 - - +

RE, receptor de estrégeno; RP, receptor de progesterona; HER2, human
epidermal growth factor receptor 2. [Adaptado de Eroles et al.

(2013): "~ Strehl et al. (2011)]

O subtipo luminal, com expressdo de genes comuns as células luminais normais
dos ductos mamadrios, compreende a maior parte dos CM e apresenta positividade para RE
e RP na IHQ, sendo fator preditivo para a eficdcia da terapia hormonal, e € diferenciado em
luminal A e B de acordo com a contagem de Ki-67. Tumores luminais A representam 50%
a 60% de todos os CM, tém expressao baixa de genes de proliferacdo com Ki-67 < 14% e
possuem prognostico favorédvel, sendo de baixo grau histoldgico. A taxa de recidiva € a

menor comparada aos outros subtipos (27,8%), com padrdes distintos de recorréncia, sendo

. . . N .. 13,1421
18,7% metastases 0sseas. Todos os carcinomas lobulares invasivos sao luminais A €

) N , 22
possuem maior prevaléncia em mulheres brancas pés-menopausa.

Os tumores luminais B apresentam maior indice proliferativo com Ki-67 > 14%

e podem apresentar ou ndo a expressao de HER2. O progndstico € o pior comparado ao

9



luminal A, com maior grau histolégico e taxa de recidiva de 30%, sendo o figado o 6rgao
acometido em 13,8% dos casos. O tumor luminal B foi relacionado a pacientes com maior

idade na primeira gestacdo, maior consumo de dlcool e uso de terapia de reposicao

13,14,21
hormonal (TRH) pés-menopausa.

Ao contrério dos luminais, os subtipos basal-like, triplo-negativo nao basal-like
e superexpressdao de HER2 ndo apresentam positividade para RE e RP na IHQ. O ultimo
subtipo representa 15 a 20% dos casos e apresenta aumento na expressao de HER2 e outros
genes relacionados a mesma via metabdlica. Apresentam proliferacdo celular elevada,
sendo 75% com maior grau histolégico, podendo ser considerados o segundo com pior

progndstico. Mutacdes no gene que codifica a proteina p53 estdo presentes em 40% dos

13,14
Ccasos.

O subtipo basal-like € o de pior prognostico, estd presente em 10 a 20% dos
CM, expressa genes de células mioepiteliais mamadrias incluindo genes de citoqueratinas

que possuem peso molecular elevado. Apresenta RE, RP e HER2 negativos a andlise por

o L ) . 13,1423
IHQ. Os padrdes de metastases sdo graves com predominancia em Orgaos viscerais.

Este subtipo estd relacionado ao diagnéstico de CM em mulheres jovens,

. . . . L L. 2223
predominantemente de origem africana, com tumor de tamanho grande ao diagndstico.

Tende a ser carcinoma invasivo NST com indice mitético elevado, necrose tumoral e

resposta linfocitica estromal clara. Possui maior prevaléncia em portadores de mutagdes nos

genes BRCAI (i.e. Breast Cancer Gene 1) e p53 (gene da proteina p53).13

Na categoria de tumor triplo-negativo nao basal-like, encontra-se o subtipo
Claudin-low identificado recentemente. Neste subtipo, ocorre a perda da expressdo de
genes envolvidos nas juncOes de adesdo intercelular. O progndstico € semelhante ao basal-

like, com maior infiltracio de células imunes e reducdo na expressio de genes de

) _ 13,14
proliferacdo.

10



1.2.4. Fatores de risco

Algumas condi¢des, em conjunto ou isoladamente, podem predispor o
desenvolvimento de cancer em determinados tecidos. Comportamentos que incluam
tabagismo, alcoolismo, dieta rica em alimentos de elevada densidade caldrica e baixo valor

nutricional, somados a inatividade fisica representam os principais fatores de risco

. . .. 24
relacionados ao estilo de vida.

Dentre os fatores ambientais encontram-se as exposicdes ocupacionais, ou nao,
aos pesticidas, solventes, metais pesados (crémio, cddmio, niquel), radiacdes (inclusive
solares) e poluicio do ar e da dgua. Podemos citar ainda, agentes infecciosos que

representam causa importante de neoplasias em paises menos desenvolvidos, sendo que

30% destes ocorrem em individuos com idade inferior a 50 anos.24

Particularmente, o CM em mulheres apresenta fatores de risco especificos
relacionados ao estilo de vida reprodutivo. Os hormo6nios sexuais estrégeno e progesterona
estimulam a proliferacdo celular e diminuem a apoptose no tecido mamario. Dessa forma,
fatores que aumentem a exposi¢do a estes hormonios durante a vida, podem aumentar o
risco de desenvolvimento de neoplasias da mama. Dentre eles, podem ser citados: menarca
precoce; nuliparidade ou poucos filhos com idade mais avangada na chegada do primeiro;
infertilidade; auséncia ou curtos periodos de amamentacdo; menopausa tardia; TRH de

longa duragdo no periodo pés-menopausa; € uso continuo de contraceptivos orais antes dos

20 anos.

Outras situagdes como resisténcia a insulina e obesidade podem ocasionar
maior producdo de hormonios sexuais pelos ovérios e adrenais, principalmente andrégenos.
Em mulheres p6s-menopausa o aumento de androstenediona leva a formacao de estrogenos
pelo tecido adiposo. Em relacdo a dieta, o excesso na ingestdo de colesterol (precursor na

sintese de hormonios esterdides) e a exposi¢do a xenohormonios (produtos artificiais que

. . .. . . . . 8.9
mimetizam a atividade hormonal) também predispdem ao maior risco para o CM.

Mutacdes em genes que participam do controle do ciclo celular e integridade do
DNA constituem fatores genéticos hereditarios e representam 5 a 10% de todos os casos de
CM. Mutagdes de linhagem germinativa nos genes BRCAI e BRCA2 (i.e. Breast Cancer

Gene 2) possuem penetrancia de até 87% e 68%, respectivamente, para o0 CM quando ha

11



C o 25 . N N
histéria familiar para a doenca. No entanto, pesquisas recentes indicam a existéncia de

outros genes que atuam modificando esta penetrdncia nos portadores; modulando a

. ) ) 26,27 ) .
gravidade da doenca, e/ou alterando o risco de desenvolvimento. Além disso,
modificagdes epigenéticas, como acetilacdo de histonas e metilacdo das ilhas CpG, podem
ocorrer devido a influéncia dos fatores ambientais e estilo de vida na interagdo genoma-

microbioma, causando o silenciamento de genes importantes e predispondo a formacado de

28-30
tumores.

1.3.  Genes dos receptores de estrogeno

O estrogeno € um hormodnio esteroide que regula o crescimento,
desenvolvimento e fisiologia do sistema reprodutivo humano, além de influenciar os
sistemas neuroenddcrino, esquelético e cardiovascular. Suas fun¢des dependem da ligacao
aos receptores REa (receptor de estrégeno alpha) e REP (receptor de estrégeno beta) nas
células-alvo.31

Os receptores de estrogeno (REs) sdo codificados por genes distintos, sendo o

REa pelo gene Estrogen Receptor 1 - ESRI, presente no lécus 6q24.q27 e possui oito
32
éxons. Enquanto o RE ¢ codificado pelo gene Estrogen Receptor 2 - ESR2, presente no

. - . . 3 .
16cus 14922.q24, que também apresenta oito éxons e codifica cinco variantes (Figura 3).

12



Cromossomo 6
(N AN EI NN AERrmro
Gene ESR]

rs2228480

Cromossomo 14

Gene ESR2

rs4986938

Figura 3. Representacio dos genes ESRI e ESR2 e
respectivos polimorfismos. ESRI, Estrogen Receptor 1;
ESR?2, Estrogen Receptor 2.

REa e REPB apresentam grande similaridade, sendo que a maior diferenca ¢

encontrada no dominio AF-1 (i.e. activation function 1) como demonstrado na Figura

31,34 .. ) . - .
4. O dominio A/B N-terminal consiste na AF-1 a qual contribui para a atividade

transcricional e € um dominio essencial para a interagdo com co-reguladores. O dominio C
(DBD, i.e. DNA binding domain) é a regido que se liga a sequéncias especificas do DNA,
regulando a expressdao de genes alvos. O dominio D inclui sequéncias de aminodcidos que
estimulam a sinaliza¢do da localiza¢do nuclear e facilita modificagdes pds-transcricionais.
Finalmente, o dominio E/F (LBD, i.e. ligand-binding domain) na regido C-terminal serve

como sitio de interacdo com co-reguladores sendo um dominio AF-2 (i.e. activation

. 31,35
function 2).
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Homologia 18% DBD 97%) 30% LBD (47%) 18%

Figura 4. Representagdo estrutural das isoformas humanas dos receptores REa e REP.
REa, receptor de estrogeno alpha; AF-1, activation function 1; AF-2, activation
function 2; REP, receptor de estrégeno beta; DBD, DNA binding domain; LBD,

ligand-binding domain. [Adaptado de Kong et al. (2003)]""

O mecanismo de acdo dos REs pode ser gendmico ou nao gendmico. A acao
genOmica, também definida como cléssica, consiste na ligacdo do estrégeno aos REs no
citoplasma, com posterior dimerizacdo destes, formando um complexo ativo que é
direcionado para o nucleo. Assim, modulam a expressdao de genes alvos ao se ligar a
regides especificas do DNA (elementos de resposta ao estrogeno — EREs) localizadas
proximas aos promotores, ou pela interacdo com fatores de transcri¢do. Em sintese, atuam
promovendo o recrutamento de co-reguladores que influenciam modificagdes pods-

transcricionais de histonas e outros fatores de transcricdo, e regulam a atividade do

L . . . 36 ~ ~ A
maquindrio transcricional da RNA polimerase II. Por outro lado, as a¢des ndo gendmicas
sao mediadas por REs ancorados a membrana citoplasmdtica que, ao se ligarem ao
estrogeno, iniciam a ativacdo de uma variedade de sinais citoplasmdticos de vias de

transducdo. Estes sinais podem ocasionar tanto funcdes diferenciais para proteinas

. L, ~ ~ A . 36 .
citoplasmdticas quanto a regulacdo da expressdo génica. Estes mecanismos convergem

. . - .. 37 s
para promover o crescimento e proliferacdo, suprimindo a apoptose. Na auséncia do

horménio, o receptor é mantido no citoplasma como um complexo com proteinas

e e, . 35
inibitorias.

As populacdes relativas das duas isoformas variam entre diferentes tecidos,
sendo as agdes tecido-especificas. O REa ¢ muito expresso no utero, estroma da prostata,

células da teca no ovério, células de Leydig nos testiculos, epididimo, mama e figado. Ja o
14



RER, ¢ expresso no epitélio prostatico, testiculo, células da granulosa no ovario, medula

31,35
dssea, cérebro e pulmao.

O REa ¢ responsavel pelo desenvolvimento da glandula mamadria, regulando a
morfogénese ductal na puberdade e a alveologénese durante a gravidez e lactagdo. No
entanto, regula negativamente a expressao de proteinas que atuam na resposta a danos ao
DNA (por exemplo, a BRCAI), suprimindo o processo de reparo de alta fidelidade,

levando ao acimulo de danos a molécula. Ao mesmo tempo, impede a apoptose ao

. . o~ , 37 o .
interferir na transcricdo de genes alvos da proteina p53. Dessa forma, participa da
proliferacdo desregulada nas células tumorais da mama, enquanto o REP se opde as suas

acoes, modulando a expressao de genes por ele regulados e reduzindo a migragdo de células

. 36
tumorais.

Polimorfismos em genes dos REs foram associados a osteoporose, osteoatrite,

doenca coronariana, doencas cerebrais como a de Alzeimer, cancer endometrial,

. .. L. , . 3839 . .
tireoidiano, colorretal, prostitico e mamdario. Dentre esses, os polimorfismos de

fragmento de restricdo Pvull (rs22344693) e Xbal (rs934099), localizados em sitios de
splicing, e a variante sindnima c.2014G>A (rs2228480) sdo os mais estudados no gene

ESRI.Enquanto para o gene ESR2 s@o os polimorfismos de repeticdo TA (rs3138774) na

regido promotora e o c.1730G>A (4986938) na regiao regulat(’)ria.39

O polimorfismo ¢.2014G>A (rs2228480) no gene ESRI, estd localizado no

éxon 8, correspondente ao cédon 594 (dominio F da proteina) e ndo leva a troca do

aminodcido, permanecendo a treonina40 (Figuras 3 e 4). No entanto, pesquisas revelam que
alteracdes sindnimas na sequéncia do DNA podem ocasionar a diminui¢do na expressao da
proteina, caso ocorra em sitios: (i) de splicing, (ii) de reconhecimento de fatores de
transcricdo, (iii) de modificacdes pos-transcricionais, (iv) de pausa ribossOmica para
dobramento da proteina, dentre outros.41’42 Mesmo sendo desconhecido o efeito desse SNP
(i.e. single nucleotide polymorphism) na expressao do REa, diferentes estudos encontraram

associacdo com o CM em diferentes populagdes na Tunisia, Ird e China, nas quais a

. . ) 384344 . ]
frequéncia da variante foi entre 0,13 e 0,19. Nao ha estudos desse polimorfismo na

populagdo brasileira.

15



Ja 0 SNP c.1730G>A (1rs4986938) estd localizado no éxon 8 do gene ESR2 que

45 46
corresponde a regido 3’-UTR (i.e. untranslated region) (Figura 3). Putnik et al. (2009)
verificaram que o alelo A é responsdvel pela menor expressao do REP e o mecanismo nao
estd relacionado aos fatores que causam a instabilidade do RNAm. Nota-se que a

associacdo desse SNP com o CM apresenta resultados discordantes entre diferentes

47,48 . . -~ . - .
estudos. Apenas quando é combinado a outras condi¢des como ingestdao de isoflavona,

. : 49,50
status de menopausa e uso de TRH, pode alterar o risco para o desenvolvimento de CM.

Na populacdo brasileira, a frequéncia da variante é 0,33, de acordo com estudo realizado no

estado de Sao Palulo.50

1.4. Gene MTHFR
O gene MTHFR (Methylenetetrahydrofolate Reductase) esta localizado na

regiao 1p16.22, possui 11 éxons51 e codifica a enzima 5,10-metilenotetrahidrofolato

redutase (MTHFR). A expressdo € tecido-especifica e apresenta variagdes quantitativa e

.. . . 52 .
qualitativa entre diferentes tecidos (Figura 5).

Cromossomo 1

AT
N
N

—

51801133
rs1801131

Gene MTHFR

Figura 5. Representacdo do gene MTHFR e polimorfismos. MTHFR,
Methylenetetrhydrofolate Reductase.
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N 51, .
A proteina MTHFR € composta por 656 aminoécidos, € uma flavoenzima

citoplasmdtica que regula o balanco celular entre a metilacdo e a sintese de 4cidos
nucléicos, por canalizar a distribuicao de folato. Dessa forma, catalisa a conversao de 5,10-
metilenotetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato, a forma de folato mais abundante na
circulacdo e fonte de grupos metil para a metilacdo da homocisteina em metionina. Esta
ultima € convertida em S-adenosilmetionina (SAM) que é um doador metil universal para

muitas reacdes bioldgicas, tais como a metilacdo de proteinas e dcidos nucléicos (Figura

53 . . ~ . .
6). Além disso, a enzima promove a manutencdo da heterocromatina em condigdes

. 54
normais.

5,10-metileno-THF
MTHFR

v
-metil-THF

!
(— homocisteina (ﬁ

metionina S-adenosilhomocisteina

h S-adenosilmetionina_]

DNMTs l

n

NH,

Figura 6. Esquema simplificado do processo de metilacio do
DNA. THR, tetrahidrofolato; MTHEFR, enzima
metilenotetrahidrofolato redutase; DNMTs, DNA metiltransferases.

17



Existem duas variantes comuns no gene MTHFR, os polimorfismos ¢.677C>T
(rs1801133) e c.1298A>C (rs1801131) (Figura 5), que sdo frequentes na populacio e estao

associados a redugdo para até 30% da atividade enzimdtica da proteina para os alelos

55 . . .
1298C e 677T. Como consequéncia, ocorre o acimulo de substratos da via que perturbam

a homeostase e predispdem as doencas, além de afetar a sintese de dcidos nucleicos e

. o1 . . . L. 55,56
disponibilidade de grupos metil para diversos processos bioquimicos celulares.

O polimorfismo ¢.677C>T corresponde a troca de uma citosina por uma timina
no éxon 4 e consequente substituicdo de uma alanina por uma valina no cédon 222, no

dominio catalitico N-terminal e sitio de ligacdo do cofator FAD (flavine-adenine

57
dinucleotide) da proteina. Enquanto o polimorfismo ¢.1298A>C ocorre no éxon 7, com a

troca de uma adenina por uma citosina, ocasionando a substitui¢cdo de um 4cido glutdmico

. z . s’ . . z z 58
por uma valina no dominio regulatério C-terminal da proteina, codon 429.

Pesquisas revelaram a associacdo destes polimorfismos ao cancer em diferentes

59-62
orgdos como figado, pancreas, esOfago, estdmago, célon, pulmdo e mama e a

e A . . . 63 . . A
sobrevivéncia apds a cirurgia. O risco para desenvolvimento de cancer em portadores de

alelos que diminuam a atividade da enzima sofre interferéncias de fatores ambientais, como

. ~ L. 1 . . 64
por exemplo, a ingestdo de dcido folico proveniente da dieta.

A frequéncia das variantes da populacdo brasileira € de 0,31 para o c.677C>T e
64
0,22 para o ¢.1298 A>C de acordo com pesquisa realizada no estado de Sao Paulo.

65 . . ‘<
Castro et. al. (2004) detectaram hipometilacao do DNA em leucdcitos de

sangue periférico e aumento nos niveis de homocisteina em individuos com diminui¢do da

atividade enzimatica da MTHFR em decorréncia desses SNPs. Estes podem ser

relacionados, inclusive, a doenca cardiovascular, faléncia renal, anormalidades conggénitas,

55.66
abortos e outras doengas.

18



1.4.1. Metilacdo
A metilagdo de acidos nucleicos ocorre em citosinas que precedem guaninas
(dinucleotideos CpG) a partir de reacdes utilizando SAM, catalisadas por DNA

metiltransferases (DNMTs) que adicionam um grupo metil ao anel da citosina formando

o . 29,67
metil-citosina (Figura 6).

Regides ndo codificantes do DNA que permanecem metiladas replicam mais

rdpido que as ndo metiladas, o que significa que esta condi¢do assegura a replicagdo tardia

da maior parte do genoma. Tal replicacdo estd associada com a formacdo de cromatina

S - . . .. . x ~ . 67

inativa que facilita o silenciamento transcricional de regides ndo codificantes. Dessa
forma, este evento é comum em ilhas CpGs (locais com maior concentracdo de CpG),
frequentemente localizadas em regides regulatorias 5°-UTR, introns, elementos repetitivos

e transponiveis, sequéncias virais inseridas no genoma, imprintings gendmicos € inativagao

29,67,68
do cromossomo X.

Em tecidos neopldsicos, a hipermetilagdo de regides promotoras de genes
supressores tumorais € frequente, sendo responsdvel por perda do controle do ciclo celular,

alteracdo na regulacdo pelos fatores de transcri¢do, ruptura da interacdo célula-célula e

. . . - L. 2830
célula-substrato e multiplos tipos de instabilidade genética.

A hipometilacdo também pode ocorrer em tumores. Neste caso, envolve proto-
oncogenes ou outros elementos, ocasionando: instabilidade cromossomica; reativacdo de

elementos transponiveis; perda de imprinting; recombinagdo mitética, levando a delecdes e

. o . 29
translocagoes; € réarranjos CromossomicCos.

Fatores genéticos desempenham funcdo chave na manuten¢do de um padrdo
normal de metilacdo, por exemplo, polimorfismos em genes envolvidos diretamente neste
processo (Methylenetetrahydrofolate Redutase - MTHFR, Methionine Synthetase - MTR,

N

Tymidylate Synthetase - TYMS), somados ou ndo a ingestdo de nutrientes como folato,

.. . . . , 30,53,64,70 , . . n .
metionina, colina, vitamina B12 e betaina. Além disso, influéncia ambiental

ocorrendo precocemente no desenvolvimento, pode predispor ao cancer e a outras doengas

e ) 30
por modificagdes no epigenoma.
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2. JUSTIFICATIVA

Como descrito, o CM representa grave problema de sadde publica. Trata-se de uma
doenca heterogénea de etiologia multifatorial, na qual a escolha terapéutica e a predi¢dao da
evolucdo clinica se tornam um desafio para oncologistas. A esperanca estd na medicina
personalizada onde o manejo da doenca se faz de forma individual considerando os
aspectos genéticos e o estilo de vida de cada paciente, além das caracteristicas bioldgicas
do tumor.

O estrégeno desempenha importante papel na etiologia da doenca por estimular a
proliferacdo celular na glandula mamaria. Dessa forma, o estudo de polimorfismos nos
genes dos receptores de estrogeno e das caracteristicas do estilo de vida reprodutivo €
importante para estimar os riscos para a doen¢a, bem como para elucidar o comportamento
bioldgico do CM.

A maioria dos casos de CM ocorre esporadicamente sem que haja mutacdes em
genes supressores tumorais, 0 que sugere a ocorréncia de mecanismos epigenéticos. Visto
que a enzima MTHFR € imprescindivel para a disponibilidade de grupos metil no processo
de metilacdo do DNA, o estudo de polimorfismos que alterem a atividade enzimadtica é
importante para indicar o possivel desequilibrio na manutencdo do epigenoma e, assim, a
predisposicao para a doenca.

Se forem confirmadas as hipéteses, tais parametros poderdo ser utilizados para:
prever a predisposi¢do dos individuos ao desenvolvimento de CM; caracterizar a evolucdo e
a gravidade naqueles pacientes diagnosticados; e direcionar as estratégias terapéuticas para
o melhor acompanhamento dos pacientes, fornecendo subsidios para melhorar a qualidade

de vida.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

Avaliar a associacdo entre CM esporddico e polimorfismos em genes que
codificam os receptores de estrégeno (ESRI e ESR2), bem como, no gene MTHFR

associado ao metabolismo do folato.

3.2. Especificos

1. Verificar a frequéncia dos polimorfismos: ¢.2014G>A (rs2228480) no gene
ESRI, c.1730G>A (rs4986938) no gene ESR2, c.677C>T (rs1801133) e c.1298A>C
(rs1801131) no gene MTHFR em pacientes diagnosticados com CM esporadico e no grupo
controle.

2. Associar os polimorfismos nos genes especificados com a ocorréncia de CM
esporadico comparando com o grupo controle para a andlise de fator de risco.

3. Analisar as caracteristicas clinicas e histologicas no grupo de pacientes com
CM, verificando a possibilidade de se utilizar os polimorfismos como marcadores
bioldgicos de gravidade no CM esporadico.

4. Associar as caracteristicas do estilo de vida reprodutivo das pacientes com
CM aos polimorfismos, verificando se juntos alteram o risco para o desenvolvimento e

gravidade do CM.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da

Faculdade de Ciéncias Médicas (Unicamp) (parecer n>185.106) (Anexo 1).

4.1. Casuistica

Foram selecionadas 253 amostras de DNA extraidas de leucdcitos de sangue
periférico, de pacientes do sexo feminino com idade superior a 50 anos e diagndstico de
CM esporadico, atendidos no Ambulatério de Oncologia do Hospital de Clinicas (HC-
Unicamp). Os critérios de inclusdo foram: idade superior a 50 anos e auséncia de
recorréncia familiar precoce para CM ou outros tipos de cancer. As respectivas amostras
encontravam-se armazenadas, sob o consentimento dos pacientes, no banco de DNA do
Laboratério de Genética Molecular do Céncer, sob a responsabilidade da Professora Dr*
Carmen Silvia Passos Lima.

Para compor o grupo controle, foram convidadas a participarem do estudo
mulheres com idade superior a 50 anos, sem histdria de cancer ou casos de CM e céancer de
ovdério na familia, de origem geogréfica semelhante as pacientes. Participaram desse grupo
257 voluntarias, mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 2) e coleta de um tubo de sangue (aproximadamente 7,5 mL) contendo

anticoagulante EDTA (4cido etilenodiaminotetracético).

4.2. Técnica

4.2.1. Extracdo de DNA do sangue periférico

Para a extracdo do DNA das amostras de sangue periférico referentes ao grupo
controle, foi realizada a técnica por cloreto de litio [modificada de Whoodhead et al.
(1986)].71 Logo apés a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas a 1300 g por 10
minutos para a separacdo e descarte do plasma. Em seguida, os tubos foram congelados a

temperatura de -20°C por, pelo menos, quatro horas. Apds o descongelamento, houve a
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homogeneizagao e transferéncia de 500 uL do sedimento para um tubo de polipropileno de
1,5 mL. A este tubo foram adicionados 800 uL de tampao de lise celular (Sacarose 320
mM; Tris-HCI pH 7,5 10 mM; MgCl, 5 mM; Triton 100X 1%), com posterior
homogeneizagdo por 15 segundos, centrifuga¢do por cinco minutos a 7800 g e descarte do
sobrenadante. Essa etapa foi repetida por duas vezes ou até que o precipitado adquirisse cor
clara. Na sequéncia, foram acrescentados 395 puL de tampao de digestao (Tris-HCI pH 7,5
10 mM; EDTA 1 mM; NaCL 10 mM; SDS 0,5%) e 10 uL de proteinase K (20 mg/mL). O
precipitado foi ressuspendido e homogeneizado durante 15 segundos. Logo apds, as
amostras permaneceram em banho-maria a 55°C por duas horas, sendo agitadas brevemente
ap6s uma hora.

Transcorridas duas horas de incubagdo a 55°C, foram acrescentados 200 uL de
cloreto de litio 7,5 N e as amostras foram resfriadas a -20°C por 15 minutos. Em seguida,
os tubos foram centrifugados a 20700 g durante 10 minutos para a precipitacdo de
contaminantes. O sobrenadante foi transferido para um segundo tubo onde foram
acrescentados 1000 uL de etanol 100% concentrado gelado. O tubo foi invertido,
aproximadamente, 50 vezes ou até que o DNA precipitasse visivelmente. Logo apds, houve
a centrifugacdo a 20700 g durante 10 minutos com posterior descarte do alcool seguido da
adicado de 1000 pL de dlcool 70% concentrado. Apds leve agitacdo, estes foram
centrifugados novamente e o dlcool descartado. Feito isso, o tubo permaneceu a
temperatura ambiente para a evaporacdo natural do dlcool. Por ultimo, o DNA extraido foi
ressuspendido acrescentando-se 60 pL de dgua deionizada estéril, homogeneizado e levado
ao banho-maria a 55°C por 10 minutos. Finalmente, as amostras de DNA foram
quantificadas no equipamento EPOCH™ (Bio Tek Instruments Inc, USA) e armazenadas a

-20°C.

4.2.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a genotipagem dos polimorfismos ¢.2014G>A no gene ESRI, c.1730G>A
no gene ESR2, c.677T>C e c.1298A>C no gene MTHFR, as amostras de DNA dos sujeitos
e controles foram submetidas a técnica de RFLP-PCR (restriction fragment lenght

polymorphism — polymerase chain reation).
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Primeiramente, foi realizada a PCR para a amplificacio da regido no gene onde
se localiza o polimorfismo. As reagdes para cada SNP foram padronizadas dentro das
mesmas condi¢des de ciclagem e concentracdo dos reagentes (Tabela 5), diferindo apenas
na temperatura de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores (primers), cujas sequéncias

foram obtidas da literatura (Tabela 6).

Tabela 5. Concentracdo dos reagentes utilizados na PCR para os polimorfismos nos
genes ESRI, ESR2 e MTHFR.

Reagentes® em 30 pL de volume  ESRI ESR2 MTHFR
final c.2014G>A  ¢.2014G>A  ¢c.677C>T c¢.1298A>C
Tris-HCI pH 8,8 (mM) 75 75 10 10
KCIl (mM) - - 50 50
Tampio Nonidet P40 (%) - - 0,08 0,08
(NH4)> SO4 (mM) 20 20 - -
Tween 20 (%) 0,01 0,01 - -
MgCl, (mM) 2 2 2 2
dNTP (mM-cada) 0,10 0,10 0,10 0,10
Primers** (mM-cada) 0,20 0,20 0,20 0,20
Tag polimerase (U) 1,5 1,5 1,5 1,5
DNA (ng) 50 50 50 50

*Thermo Fisher Scientific, Inc, USA

*%Sigma-Aldrich Co, USA

ESRI1, Estrogen Receptor 1; ESR2, Estrogen Receptor 2; MTHFR,
Methylenetetrahydrofolate Reductase; ANTP, desoxirribonucleotideos.

Tabela 6. Sequéncia dos primers utilizados nas PCRs.

SNP Primers (5°-3") T°C F"aﬁ;‘l’;“t"
- otacon F:5-GAGGAGACGGACCAAAGCCAC S5 o

R: 5-GCCATTGGTGTTGGATGCATGC-3'

F:5’-TTTTTGTCCCCATAGTAACA-3’
¢ 1730G>A R:5’-AATGAGGGACCACACAGCA-3’ >4 307

F:5'-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3'
¢ 6771>C R:5'-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’ 58 198

F:5'-CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTA-3’
¢. 1298 A>C R:5-CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG-3’ >3 163

PCRs, polymerase chain reations; F, foward; R: reverse, T: temperatura, pb: pares de base.
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Apés o preparo, as reagdes foram submetidas a temperatura de desnaturagdo
inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 min, temperatura de
anelamento por 30 seg e 72°C por 1 minuto, finalizando com 72°C por 10 minutos. As
PCRs foram realizadas no termociclador Eppendorf Modelo 22331 (Eppendorf - Hamburg,
Germany) e as temperaturas de anelamento utilizadas foram 58,5; 54; 58 e 53°C,
respectivamente, para os SNPs ¢.2014G>A, c.1730G>A, c.677T>C e c.1298A>C (Tabela
6).

Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%, com o objetivo de verificar o sucesso e a qualidade do DNA amplificado para
posterior digestdo com enzimas de restricdo. Cada polimorfismo apresentou um fragmento
de tamanho especifico no gel: 227 pb (pares de base) para c.2014G>A, 307 pb para
c.1730G>A, 198 pb para c.677T>C e 163 pb para c.1298A>C (Tabela 6).

4.2.3. Digestdo com enzima de restricdo e genotipagem dos SNPs

Para as reacOes de digestdao foi utilizado o produto das PCRs, enzimas de
restri¢do especificas e incubagdo a 37°C por 16 horas. Os reagentes e suas concentragdes
estdo representados na Tabela 7. Para os polimorfismos c.677C>T e c¢.1730G>A, as
variantes raras T e A criam um sitio de reconhecimento para as enzimas Hinfl e Alul,
respectivamente. Enquanto que as variantes raras C € A nos polimorfismos c.1298A>C e
¢.2014G>A abolem um sitio de restricao para as enzimas Mboll e Btgl, respectivamente.
Assim, apds a incubag@o as amostras foram submetidas a eletroforese em géis de agarose
ou acrilamida (Figuras 7 a 10), sendo possivel diferenciar os genétipos de cada SNP

(Tabela 8).
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Tabela 7. Condicoes das reacdes de digestdao para os polimorfismos nos genes ESRI,
ESR2 e MTHFR.

Reagentes MTHFR ESRI ESR2
c.677T>C e c.1298A>C  G2014A A1730G

Produto da PCR (uL) 10 5
Tampao* (uL) ) 1
Enzima* (U) 25 1.25
H,O (uL) 2,5 1,25
Volume final (uL) 15 7,5

37 37

Temperatura (°C)

*New England Biolabs, Inc, USA
MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase; ESRI, Estrogen Receptor 1; ESR2,
Estrogen Receptor 2; PCR, polymerase chain reation.

Tabela 8. Fragmentos gerados pela digestao enzimatica e andlise dos polimorfismos.
*fragmento utilizado na identificagdo do alelo

Gene SNP PCR (pb) Alelo 1 Alelo 2 Heterozigoto
ESR1 c.2014G>A 227 129, 98 227 227,129, 98
ESR2 c.1730G>A 307 307 242, 65 307, 242, 65

c.677C>T 198 198 175, 23 198, 175, 23
MTHFR 163 56, 31, 30, 84, 31, 84, 56, 31, 30,
c.1298A>C
28,18 30,18 28,18

SNP, single nucleotide polymorphism; PCR, polymerase chain reation; pb, pares de base;
ESRI, Estrogen  Receptor 1, ESR2, Estrogen Receptor 2; MTHFR,
Methylenetetrahydrofolate Reductase.
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Figura 7. Andlise do polimorfismo ¢.2014G>A no gene ESRI em gel de agarose
2%, onde i indica o produto da PCR ndo digerido (227 pb); e os demais
fragmentos representam os genétipos GG (129,98), AA (227) e GA (129, 98,
227).

Figura 8. Andlise do polimorfismo ¢.1730G>A no gene ESR2 em gel de agarose
2%, onde i indica o produto da PCR ndo digerido (307 pb); e os demais
fragmentos representam os genotipos GG (307), GA (307, 242) e AA (242).
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Figura 9. Andlise do polimorfismo c.677C>T no gene MTHFR em gel de
poliacrilamida a 12%, onde L indica o produto da PCR nao digerido (198 pb); e
os demais fragmentos representam os genétipos CC (198), TT (175) e CT (198,
175).

Figura 10. Andlise do polimorfismo c.1298A>C no gene MTHFR em gel de
poliacrilamida a 14%, ondel indica o produto da PCR néao digerido (163 pb); e
os demais fragmentos representam os genétipos AA (56,31), CC (84,31) e AC
(84,56,31).
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4.3. Variaveis Clinicas

No presente estudo, os dados clinicos foram obtidos no banco de dados do
Laboratério de Genética do Cancer, realizado em estudos anteriores, nos quais os dados ao
diagndstico foram coletados dos prontudrios arquivados no HC-Unicamp. Assim, para
descricdo da amostra e comparacdo com os polimorfismos analisados, foram consideradas
as caracteristicas clinicas relativas a idade, a etnia, ao indice de massa corpérea (IMC), a
ocorréncia de diabete melito (DM) e hipertensdo arterial sistémica (HAS); a idade da
menarca, primeira gestacao e menopausa; a lactagdo, ao uso de contraceptivos hormonais e
terapia de reposicdo hormonal; ao tabagismo e ao etilismo. Em relacao ao tumor, foram
considerados: o tipo histolégico (carcinoma invasivo NST ou outro), o grau histoldgico (1,
I, II), o grau nuclear (I, II ou III), o estagio TNM (I, II, III ou IV), o estadio clinico (I, II,
Il e IV) e a expressdo de receptores de estrégeno e progesterona. Os dados clinicos do
grupo controle foram coletados por meio de questiondrio especifico, sendo descritos a idade

e histdria pessoal ou familiar para o CM esporddico, hereditario e/ou familiar.

4.4. Analise Estatistica

. . . o 74 .
Primeiramente, foi verificado pelo programa G-Power 3.1 se o niimero total

de participantes possuia poder amostral de 95% com erro alfa de 0,05, considerando a

P . - 75
menor frequéncia alélica encontrada. Em seguida, verificou-se pelo programa OEGE® se
os polimorfismos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos CM esporadico e
controle.

A andlise estatistica foi realizada pelo software SPSS (i.e. Statistical Package

for the Social Sciences) Vs21.0.76 O teste x* foi empregado para avaliar a diferenca na
distribuicdo dos dados, verificando a frequéncia genotipica e gé€nica dos polimorfismos
entre os grupos CM esporadico e controle.

Para as varidveis clinicas incluidas no estudo foram realizados os testes
estatisticos de acordo com a categoria e distribuicdo dos dados. Dados numéricos com
distribuicao normal foram avaliados pelo teste T de student ou Andlise de Variancia de uma

Via, de acordo com o nimero de gendtipos e/ou agrupamento dos mesmos, caso 0corresse
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distribuicdo ndo normal, os equivalentes estatisticos Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram
considerados. J4 as varidveis categdricas foram avaliadas pelo teste v* ou Exato de Fisher,

dependendo do gendtipo e/ou agrupamento dos mesmos. Para as andlises com p-value

significativo (p<0,05) foi calculado o Odds Ratio pelo programa OpenEpi®.77

Com o objetivo de aprimorar as andlises, foram realizados agrupamentos para
os gendtipos de cada polimorfismo e também para algumas varidveis clinicas (Tabelas 9 e
10).

Além da andlise de associacdo, foi realizada a interacdo génica entre os

polimorfismos pelo software Multifactor Dimensionality Reduction (MDR), o qual é um

. . . a1 ‘o . . 78,79
modelo ndo paramétrico e de interacdo nao linear entre fatores genéticos e ambientais.

Para ajustar as multiplas comparagdes, foi realizado o teste MDR permutation test em nossa

amostra, totalizando 10.000 permutagdes.

Tabela 9. Agrupamentos dos gendtipos para analise
dos polimorfismos nos genes ESRI, ESR2 e MTHFR.

Gene Polimorfismo  Agrupamentos
GG vs GA+AA

ESRI c.2014G>A AA vs GA+GG
GA vs GG+AA

GG vs GA+AA

ESR2 c.1730G>A AA vs GA+GG
GA vs GG+AA

CCvs CT+TT
c.677C>T TT vs CT+CC
CT vs CC+TT

AA vs AC+CC
c.1298A>C CCvs AC+AA
AC vs AA+CC
ESRI, Estrogen Receptor 1; ESR2, Estrogen
Receptor 2; MTHFR, Methylenetetrahydrofolate
Reductase.

MTHFR
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Tabela 10. Varidveis clinicas com agrupamento dos dados
para associagao com os polimorfismos.

Variavel clinica Agrupamento
caucasoide
nao caucasoide

Etnia

<12 anos

Idade da menarca > 12 anos

< 20 anos

Idade da primeira gestacdo (G1) 20 a 30 anos
> 30 anos

< 50 anos
Idade da menopausa > 50 anos

18,6 2 24,9
IMC 25,0229,9
> 30

carcinoma NST
Outros

IMC, indice de massa copdrea; NST, no special type.

Tipo histolégico (do tumor)

34



S. RESULTADOS

O numero total de participantes (510, sendo 253 pacientes e 257 controles)
possui poder amostral superior a 95% para o erro alfa de 0,05, considerando a frequéncia
do alelo A no polimorfismo ¢.2014G>A (0,21). Dentre os polimorfismos avaliados, esse
alelo foi 0 menos frequente.

Os polimorfismos ¢.1730G>A, c.677T>C e c.1298A>C estao em equilibrio de
Hardy-Weinberg nos grupos de pacientes e controles. Enquanto que o c.2014G>A est4 fora
do equilibrio nos dois grupos (p<0,001). A distribuicdo genotipica estd representada na

Tabela 11.

Tabela 11. Distribuicdo genotipica dos polimorfismos ¢.2014G>A no gene ESRI,
c.1730G>A no gene ESR2, c.677C>T e c.1298 A>C no gene MTHFR.

Grupo

Frequencia Frequéncia

Genotipos Pacientes Controles Total genotipica alélica

c¢.2014G>A
GG 167 175 342 0,67 G (0,28)
GA 57 63 120 0,23 A (0,22)
AA 29 19 48 0,10

c.1730G>A
GG 97 109 206 0,40 G (0,64)
GA 129 115 244 0,48 A (0,36)
AA 31 29 60 0,12

c.677C>T
CcC 111 120 231 0,45 C (0,67)
CT 119 103 222 0,44 T (0,33)
TT 27 30 57 0,11

c.1298A>C
AA 133 135 268 0,52 A (0,73)
AC 112 104 216 0,42 C (0,27)
CcC 12 14 26 0,05
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5.1. Caracterizacdo da amostra

A média de idade das pacientes foi de 62,88 + 9,18 anos (51 a 89 anos),
enquanto que no grupo controle foi de 56,59 + 5,91 anos (50 a 89 anos). Foi verificado que
73,1% das pacientes apresentavam sobrepeso com IMC (indice de massa corporal) >25,0
(kg/mz), no entanto, ndo eram tabagistas (78,2%) ou etilistas (99,6%). A ocorréncia de
comorbidades como HAS e DM foi de 57,7% e 18,6%, respectivamente. Em relagdo a
etnia, houve prevaléncia de caucasoides (87,4%) (Tabela 12).

Considerando as caracteristicas do estilo de vida reprodutivo, 82,2% das
pacientes encontravam-se na menopausa sendo que em 52,6% esta ocorreu antes dos 50
anos de idade. Apesar disso, 93,3% nao realizou terapia de reposicdo hormonal. A maioria
teve filhos (88,5%) em idade inferior aos 30 anos (77,1%), amamentaram suas criancas
(69,8%) e ndo utilizaram anticoncepcionais hormonais ao longo da vida (93,3%) (Tabela
13).

A maioria dos tumores foi carcinoma invasivo NST (68,5%), de grau
histolégico G3 (70,8%) e grau nuclear III (55,3%). Os receptores de estrogeno e
progesterona apresentaram positividade em 64,4% e 56,9% dos tumores, respectivamente.
Houve distribuicdo semelhante para os estadios clinicos 1 (27,0%), II (29,8%) e 111 (32,5%)
(Tabelas 14 e 15).
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Tabela 12. Caracterizacao geral dos pacientes com CM que compdem a
casuistica.

Caracteristicas Frequéncia

Idade 62,88 £9,18; 61,50 (51-89)*

Raca

Caucasoide 221 87,4%

Nao caucasoide 32 12,6%
2 28,71 +6,17; 27,47 (17,97-

IMC (kg/m”) 55.80)

<18,5 4 1,6%

18,6 - 24,9 64 25,3%

25,0-29,9 101 39,9%

>30,0 78 30,8%

Naio informado 6 2,4%

HAS

Presenca 146 57,7%

Auséncia 106 41,9%

Naio informado 1 0,4%

DM

Presenca 47 18,6%

Auséncia 155 61,3%

Nao informado 51 20,2%

Tabagista

Sim 55 21,7%

Niao 198 78,3%

Etilista

Sim 1 0,4%

Nao 252 98,6%

IMC, indice de massa corporal; HAS, hipertensao arterial sist€émica; DM,
diabete melito.
*média £ desvio padrao, mediana (intervalo)
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Tabela 13. Caracterizacio das pacientes quanto ao estilo de vida reprodutivo.

Caracteristicas Frequéncia
Menarca 13£1,8; 13 (9-19)*

<12 anos 105 41,5%
> 12 anos 147 58,1%
Nao informado 1 4.0%
Menopausa

Sim 208 82,2%
Niao 30 11,9%
N3ao informado 15 5,9%
Idade da menopausa 48,6 = 4,8; 50 (30-62)*

<50 anos 133 52,6%
> 50 anos 73 28.9%
Nao informado 47 18,6%
Gestacoes

Sim 224 88,5%
Nao 29 11,5%
Idade da primeira gestacio 22,8 +5,4; 22(12-40)*

<20 anos 71 28,1%
20-30 anos 124 49.0%
> 30 anos 29 11,5%
Nio informado 29 11,5%
Uso de contraceptivo oral

Sim 17 6,7%
Nao 236 93,3%
Lactacao

Sim 177 69,8%
Nao 76 30,2%
Terapia de reposicao hormonal

Sim 17 6,7%
Niao 236 93,3%

*média + desvio padrdo, mediana (intervalo)
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Tabela 14. Caracteristicas gerais dos tumores.

Caracteristicas Numero de casos Frequéncia
Tipo histolégico

Carcinoma invasivo NST 176 69,5%
Outro 79 30,5%
Grau histolégico

Gl 6 2,4%
G2 26 10,3%
G3 179 70,8%
N3ao informado 42 16,6%
Grau nuclear

I 1 0,4%
II 89 35,2%
I 139 55,3%
N3ao informado 23 9.1%
Receptor de estréogeno

Positivo 163 64,4%
Negativo 68 26,9%
Nao informado 22 8,7%
Receptor de progesterona

Positivo 144 56,9%
Negativo 89 35,2%
Nio informado 20 7,9%

NST, no special type.
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Tabela 15. Classificacio TNM dos tumores e estadio clinico.

Numero de casos Frequéncia
Tamanho do tumor (T)
TO 4 1,6%
T1 87 34,5%
T2 80 31,7%
T3 12 4,8%
T4 54 21,4%
Nao informado 15 6%
Linfonodos regionais (N)
NO 141 56%
N1 52 20,5%
N2 44 17,5%
N3 15 6%
Metastases a distancia (M)
MO 241 95,6%
M1 11 4,4%
Estadio Clinico
0 18 7,1%
I 68 27%
II 75 29,8%
111 82 32,5%
v 8 3,2%
Nio informado 1 0,4%

5.2.  Polimorfismos nos genes ESRI e ESR2

Nao foi observada diferenca entre os grupos de pacientes e controles em relacao

Ao associar o SNP ¢.2014G>A as varidveis clinicas categdricas, observou-se

40

a ocorréncia de CM esporadico para os polimorfismos ¢.2014G>A no gene ESRI (p=0,281)
e ¢.1730G>A no gene ESR2 (p=0,241). O mesmo foi observado nos agrupamentos GG vs
GA+AA (p=0,572; p=0,891), AA vs GA+GG (p=0,130; p=0,289) e GA vs GG+AA
(p=0,604; p=0,464) para c.2014G>A e c.1730G> A, respectivamente.

diferenga em relacdo ao status de expressdo do RE no tecido tumoral (p=0,036) (Tabela
16), sendo que o alelo A teve menor prevaléncia naqueles tumores que apresentavam
expressao do RE positiva (p=0,015; OR=0,469; 95% 1C=0,262—-0,841) (Tabela 17). Houve

diferenca significativa na distribui¢do dos genétipos em estadios clinicos (p=0,024), onde o



alelo A foi associado a prote¢do do estadio 0 em relagdo aos demais por estar mais
prevalente nesse grupo (OR=3,911; 95% IC=1,394-10,97) (Tabela 18). Foi encontrada
associacdo entre o ¢.2014G>A e o tabagismo entre as pacientes (p=0,018), no entanto, tal

achado foi desconsiderado por nio possuir correlacio bioldgica.

Tabela 16. Polimorfismo ¢.2014G>A no gene ESRI versus status de expressao de RE.

ESRI Expressao de RE
¢.2014G>A  Sim (%) Nao (%) Total (%) p-value OR 95% 1C
AA 18 (11) 11 (16) 29 (13) 1 -
GA 30 (18) 21 (30) 51 (22) 0,036 0,873 0,343 —2,223
GG 115(71) 36 (54) 151 (65) 1,952 0,844 -4,514
Total 163 68 231

ESRI, Estrogen Receptor 1; RE, receptor de estrégeno; OR, Odds Ratio; 1C, intervalo de
confianga.

Tabela 17. Polimorfismo ¢.2014G>A no gene ESRI versus status de expressdo de RE,
considerando o agrupamento dos genotipos.

ESRI Expressao de RE
c¢.2014G>A Sim (%) Nao (%) Total (%) p-value OR 95% 1IC
GA+AA 48 (29) 32 (46) 80 (35) 0.015 0,469 0,262 - 0,841
GG 115 (71) 36 (54) 151 (65) ’ 1 -
Total 163 68 231

ESRI, Estrogen Receptor 1; RE, receptor de estrégeno; OR, Odds Ratio; 1C, intervalo de
confianca.

Tabela 18. Polimorfismo ¢.2014G>A no gene ESRI versus estadiamento do CM,
considerando o agrupamento dos genotipos.

ESRI ¢.2014G>A

Estadio GA+AA (%) GG (%) Total (%) p-value OR 95% 1C

0 11 (13) 6(3) 17 (6) 3911  1,394-10,97
I 20 (23) 49 (30) 69 (28) 0,824 0,447 - 1,520
II 20 (23) 55 (33) 75 (30) 0,024 0,582 0,299-1,130
III 33 (38) 50 (31) 83 (33) 1,980 0,377 - 10,41
v 2(3) 6 (3) 8(3) 0,635 0,125-3,240
Total 86 166 252

ESRI, Estrogen Receptor I; OR, Odds Ratio; IC, intervalo de confianca.
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Quanto as varidveis numéricas, o polimorfismo ¢.2014G>A foi associado a

porcentagem de expressdao do RE (p=0,035) quando considerado GA vs GG+AA, com o

(%

gendtipo GA apresentando valores de expressdo inferiores [63,50 + 17,52, 70 (20-90]
GG+AA [68,65 + 23,88, 80 (5-100)] (Figura 11). Houve também associacdo com a
porcentagem de expressdo do RP (p=0,018) onde o gendtipo GG [68,12 + 24,67, 80 (5-
100)] apresentou valores de expressao superiores aos genétipos GA+AA [66,60 £+ 18,15, 70
(20-95)] (Figura 12).
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p= 0,035 GA GG+AA
’ ESR1 ¢.2014G>A

Figura 11. Distribui¢do das amostras de pacientes quanto a
porcentagem de expressdo do RE em func¢do dos genétipos
para o SNP c.2014G>A. ESRI, Estrogen Receptor 1.
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Figura 12. Distribuicao das amostras de pacientes quanto a
porcentagem de expressdo do RP em funcdo dos genétipos
para o SNP c.2014G>A.

ESRI, Estrogen Receptor 1.
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Ao associar o SNP ¢.1730G>A as varidveis clinicas categéricas, observou-se
diferenca significativa em relacdo a lactagdo (p=0,023), onde o gendtipo GA foi o mais
prevalente entre as mulheres que amamentaram (OR=2,257; 95% IC=1,254-4,061)
(Tabela 19). O mesmo foi observado ao agrupar os genétipos GA+AA vs GG (p=0,013;
OR=2,028; 95% IC=1,176-3,497) (Tabela 20) e GA vs GG+AA (p=0,009; OR=2,110;
95% 1C=1,203-3,702) (Tabela 21).

Tabela 19. Polimorfismo ¢.1730G>A no gene ESR2 versus o status de lactagao.

ESR2 Lactacao
c¢.1730G>A  Sim (%) Nao (%) Total (%) p-value OR 95% 1C
AA 20 (11) 9(12) 29 (11) 1,393 0,580 - 3,346
GA 90 (51) 25 (33) 115 (46) 0,023 2,257 1,254 -4,061
GG 67 (37)  42(55) 109 (43) 1 -
Total 177 76 253

ESR?2, Estrogen Receptor 2; OR, Odds Ratio; IC, intervalo de confianca.

Tabela 20. Polimorfismo c¢.1730G>A no gene ESR2 versus o status de lactacdo, com o
genotipo GG em evidéncia.

ESR?2 Lactacao
c.1730G>A  Sim (%) Nao (%) Total (%) p-value OR 95% 1IC
GA+AA 110 (63) 34 (45) 144 (57) 0.013 2,028 1,176 — 3,497
GG 67 (37) 42 (55) 109 (43) ’ 1 -
Total 177 76 253

ESR2, Estrogen Receptor 2; OR, Odds Ratio; IC, intervalo de confianca.

Tabela 21. Polimorfismo ¢.1730G>A no gene ESR2 versus o status de lactacdo, com o
gendtipo GA em evidéncia.

ESR2 Lactacao
¢.1730G>A (S;Z‘; Nio (%) Total (%) p-value  OR 95% IC
GA 90 (51) 25(33) 115 (45) 000 Z110 1203-3702
GG+AA  87(49) 51(67) 138 (55) ’ 1 ;
Total 177 76 253

ESR?2, Estrogen Receptor 2; OR, Odds Ratio; IC, intervalo de confianca.
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Foram encontrados resultados significativos também para HAS (p=0,031) e
estadiamento da doenca (p=0,009). Em relacdao a presenca de HAS, o gendtipo GA foi
menos prevalente (OR=0,578; 95% IC=0,339-0,987) (Tabela 22), inclusive ao agrupar GA
vs GG+AA (p=0,015; OR=0,530; 95% IC=0,319-0,880) (Tabela 23). Enquanto que, para
os estadios clinicos, o genétipo GA conferiu prote¢do do estadio 0 em relagdo aos demais
sendo mais prevalente nesse grupo (OR=4,383; 95% IC=1,606—-11,96) (Tabela 24).

A associacdo positiva entre o ¢.1730G>A e a raga (p=0,007), inclusive ao
considerar caucasoides e ndo caucasoides (p=0,007), foi desconsiderada visto a
miscigenacdo encontrada na populacdo brasileira e a auséncia de investigacdo de

marcadores de ancestralidade.

Tabela 22. Polimorfismo ¢.1730G>A no gene ESR2 versus a presenga ou auséncia de
HAS.

ESR2 HAS

¢.1730G>A  Sim (%) Nao (%) Total (%) p-value OR 95% IC
AA 21(14) 8 (8) 29 (12) 1,544 0,626 3,810
GA 57(39) 58(55) 115(46) 0,031 0,578 0,339 — 0,987
GG 68 (47) 40(37) 108 (43) 1 .

Total 146 106 252

ESR2, Estrogen Receptor 2; HAS, hipertensdo arterial sist€mica; OR, Odds Ratio; IC,
intervalo de confianca.

Tabela 23. Polimorfismo c¢.1730G>A no gene ESR2 versus a presenga ou auséncia de
HAS, considerando o agrupamento dos genotipos.

ESR2 HAS
c.1730G>A  Sim (%) Nao (%) Total (%) p-value OR 95% 1IC
GA 57 (39) 58 (55) 115 (46) 0.015 0,530 0,319 - 0,880
GG+AA 89 (61) 48 (45) 137 (54) ’ 1 -
Total 146 106 252

ESR2, Estrogen Receptor 2; HAS, hipertensdo arterial sist€mica; OR, Odds Ratio; IC,
intervalo de confianga.
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Tabela 24. Polimorfismo ¢.1730G>A no gene ESR2 versus estadiamento do CM,
considerando o agrupamento dos gendtipos.

ESR2 ¢.1730G>A
Estadio  GA (%) O (Al prale OR  9s%IC

0 9(16)  8(5) 17 4383 1,606 11,9
I e 5729 69 0,760 0,369 1,568
I 22D 63(G2) 75 0009 0532 02451153
m 2340) 60(31) 83 2,683 0,313-23,03
Iv Q1 8 0480 0,058 — 3,981
Total 57 195 252

ESR?2, Estrogen Receptor 2; OR, Odds Ratio; IC, intervalo de confianca.

Para as demais varidveis clinicas, tanto categdricas quanto numéricas, nao
foram encontrados resultados significativos para c.2014G>A e c.1730G>A (Tabelas 25,

26, 27 e 28).

45



Tabela 25. P-value para cada uma das andlises realizadas, considerando os
gendtipos para o polimorfismo ¢.2014G>A e as varidveis clinicas categoricas,
utilizando os testes XZ e Exato de Fisher.
Polimorfismo ¢.2014G>A gene ESR1
GG vs AA vs GA vs
GG/GA/AA  GA+AA GA+GG  GG+AA

vs Grupo Controle 0,281 0,572 0,13 0,604
Raca 0,842 0,992 0,611 0,708
Raca (grupo) 0,502 1 0,561 0,496
Menarca (grupo) 0,971 0,893 1 0,879
Menopausa (status) 0,970 0,84 0,77 1

Menopausa (grupo) 0,693 0,878 0,506 0,727
Gestacdo (status) 0,713 0,836 0,547 0,815
Gestacgdo (grupo) 0,214 0,72 0,102 0,367
ACOH 0,338 0,188 0,702 0,375
Lactacao 0,488 0,47 0,288 1

TRH 0,643 1 0,702 0,547
Tabagismo 0,018 0,053 0,014 0,856
IMC (grupo) 0,804 0,653 0,754 0,606
HAS 0,147 0,226 0,071 1

DM 0,641 0,593 0,395 1

Tipo histologico 0,174 0,886 0,092 0,331
GH 0,373 0,178 0,942 0,15
GN 0,879 0,673 0,688 0,848
T 0,749 0,831 0,657 0,543
N 0,657 0,569 0,758 0,373
M 0,756 1 0,366 1

Estadio 0,072 0,024 0,999 0,009
RE (status) 0,036 0,015 0,284 0,055
RP (status) 0,197 0,256 0,838 0,076

ESRI, Estrogen Receptor 1; ACOH, anticoncepcional hormonal; TRH, terapia
de reposi¢do hormonal; IMC, indice de massa corporal; HAS, hipertensao
arterial sistémica; DM, diabete melito; GH, grau histol6gico; GN, grau nuclear;
T, tamanho; N, metdstase em linfonodos regionais; M, metédstases a distancia.
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Tabela 26. P-value para cada uma das andlises realizadas, considerando os
gendtipos para o polimorfismo ¢.1730G>A e as varidveis clinicas categoricas,
utilizando os testes XZ e Exato de Fisher.
Polimorfismo ¢.1730G>A no gene ESR2
GG vs AA vs GA vs
GG/GA/AA GA+AA  GA+GG  GG+AA

vs Grupo Controle 0,241 0,891 0,289 0,464
Raca 0,007 0,835 0,021 0,037
Raca (grupo) 0,007 1 0,014 0,02
Menarca (grupo) 0,609 0,432 1 0,681
Menopausa (status) 0,435 0,353 0,846 0,561
Menopausa (grupo) 0,467 0,816 0,38 0,608
Gestacdo (status) 0,845 0,348 0,433 0,5

Gestacgdo (grupo) 0,618 0,951 0,575 0,873
ACOH 1 1 1 0,987
Lactacao 0,013 1 0,009 0,023
TRH 0,616 0,424 1 0,646
Tabagismo 1 0,473 0,646 0,671
IMC (grupo) 0,182 0,724 0,057 0,236
HAS 0,197 0,111 0,015 0,031
DM 0,313 0,298 0,868 0,354
Tipo histologico 0,494 1 0,496 0,698
GH 0,658 0,916 0,736 0,915
GN 0,626 0,839 0,56 0,832
T 0,779 0,423 0,332 0,542
N 0,53 0,184 0,498 0,336
M 0,36 0,119 1 0,204
Estadio 0,276 0,178 0,562 0,258
RE (status) 0,384 0,645 0,664 0,597
RP (status) 0,276 0,134 0,893 0,225

ESRI, Estrogen Receptor 1; ACOH, anticoncepcional hormonal; TRH, terapia
de reposi¢do hormonal; IMC, indice de massa corporal; HAS, hipertensdo
arterial sistémica; DM, diabete melito; GH, grau histol6gico; GN, grau nuclear;
T, tamanho; N, metdstase em linfonodos regionais; M, metdstases a distancia.
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Tabela 27. P-value para cada uma das andlises realizadas, considerando os
gendtipos para o polimorfismo c.2014G>A e as varidveis clinicas numéricas,
utilizando o teste Mann-Whitney.

Polimorfismo ¢.2014G>A no gene ERS1

GG vs AA vs GA vs
GG/GA/AA GA+AA GA+GG GG+AA

Idade 0,402 0,846 0,29 0,304
Menarca (idade) 0,606 0,606 0,729 0,396
Gestacdo (idade) 0,41 0,845 0,235 0,48
Menopausa (idade) 0,477 0,224 0,53 0,369
IMC 0,51 0,254 0,692 0,319
RE % 0,105 0,153 0,571 0,035
RP % 0,058 0,018 0,3 0,056

ESRI1, Estrogen Receptor 1; IMC, indice de massa corporal; RE%, porcentagem
de expressdo do receptor de estrogeno; RP%, porcentagem de expressdo do
receptor de progesterona.

Tabela 28. P-value para cada uma das andlises realizadas, considerando os
gendtipos para o polimorfismo c1730G>A e as varidveis clinicas numéricas,
utilizando o teste Mann-Whitney.

Polimorfismo ¢.1730G>A no gene ESR2

GG vs AA vs GA vs
GG/GA/AA GA+AA GA+GG GG+AA

Idade 0,134 0,052 0,283 0,212
Menarca (idade) 0,649 0,76 0,353 0,77
Gestacdo (idade) 0,72 0,55 0,732 0,42
Menopausa (idade) 0,519 0,537 0,469 0,286
IMC 0,651 0,463 0,444 0,808
RE% 0,433 0,334 0,596 0,197
RP% 0,553 0,277 0,694 0,427

ESRI, Estrogen Receptor I; IMC, indice de massa corporal; RE%, porcentagem de
expressao do receptor de estrogeno; RP%, porcentagem de expressdo do receptor
de progesterona.
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5.2.1. Andlise de combinagdo dos genes ESRI e ESR2

Nao houve diferenca na distribuicdo dos agrupamentos para os polimorfismos
c.2014G>A e c.1730G>A entre os grupos de pacientes e controles (Tabela 29), inclusive
considerando a combinacdo que conferiria maior proliferacdo celular (GG/AA) versus os

demais.

Tabela 29. Distribuicdo dos haplétipos dos polimorfismos
c.2014G>A (gene ESR1) e c.1730G>A (gene ESR2).

Haplétipos Grupo

ESRI/ESR? Pati(;zr;tes Cor(lg())les Total
GG/GG 78 (53) 70 (47) 148
GG/GA 70 (45) 86 (55) 156
GG/AA 19 (50) 19 (50) 38
GA/GG 22 (54) 19 (46) 41
GA/GA 30 (47) 34 (53) 64
GA/AA 5(@33) 10 (67) 15
AA/GG 9 (53) 8 (47) 17
AA/GA 15 (63) 9 (37) 24
AA/AA 5(71) 2(29) 7

ESRI, Estrogen Receptor 1; ESR2, Estrogen Receptor 2.

Ao associar o agrupamento GG/GG (sem a variante rara para ambos 0s
polimorfismos) as varidveis clinicas, este foi menos prevalente no grupo de pacientes que
amamentaram suas criancas (p=0,027; OR=0,525; 95% 1C=0,298-0,924) (Tabela 30) e
esteve associado a maior expressao de RP no tecido tumoral (62,31 + 28,81, 70) em relacao

aos demais haplétipos (49,43, £ 29,11, 50) (Figura 13).
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Tabela 30. Associacdo do agrupamento GG/GG (c.2014G>A e c.1730G>A) e lactagdo
entre as pacientes.

Combinacao Lactacao
ESRI/ESR2 Sim (%) Nao(%) Total (%) p-value OR 95% 1C

GG/GG 47 (27) 31 (41) 78 (31) 0,525 0,298 — 0,924

demais 130 (73) 45 (59) 175 (69) 0,027 1 -

Total 177 76 253

ESRI, Estrogen Receptor 1; ESR2, Estrogen Receptor 2; OR, Odds Ratio; IC, intervalo
de confianga.
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Figura 13. Distribui¢do das amostras de pacientes quanto a
porcentagem de expressao do RP em funcdo do grupo GG/GG.

5.3. Polimorfismos no gene MTHFR

Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos de pacientes e
controles em relacdo a ocorréncia de CM esporadico para os polimorfismos ¢.677C>T
(p=0,443) e c.1298A>C (p=0,805) no gene MTHFR. O mesmo foi observado nos
agrupamentos CC vs CT+TT (p=0,374), TT vs CT+CC (p=0,674) e CT vs CC+TT
(p=0,246) para c.677C>T, e AA vs AC+CC (p=0,724), CC vs AC+AA (p=1,000) e AC vs
AA+CC (p=0,592) para c.1298A>C.

Ao associar o SNP c.677C>T as varidveis clinicas categdricas, observou-se
diferenca em relacdo a ocorréncia de metéstase a distancia (p=0,028), sendo que o gendtipo

CC foi mais prevalente no grupo de pacientes com metdstase (OR=5,311; 95% IC=1,124—
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25,09), indicando um maior risco (Tabela 31). Resultado semelhante foi obtido ao agrupar
CC+TT vs CT (p=0,031) (Tabela 32).

Houve diferenca na distribuicdo dos genétipos de c.677C>T em estadios
clinicos (p=0,028), no entanto, a distribui¢do dos dados e o tamanho da amostra nio
permitiu o calculo de Odds Ratio valido (Tabela 33).

Assim como para o polimorfismo c.1730G>A, houve associacdo positiva entre
0 ¢c.677C>T e a raga (p=0,035), inclusive ao considerar caucasoides e nao caucasoides
(p=0,026), e o resultado foi desconsiderado devido a miscigena¢cdo encontrada na

populacdo brasileira e a auséncia de marcadores de ancestralidade.

Tabela 31. Polimorfismo c.677C>T no gene MTHFR versus a presenca ou auséncia de
metastase a distancia (M), evidenciando o gen6tipo CC.

MTHFR M
c.677C>T Sim (%) Nao (%) Total (%) p-value OR 95% 1C
CC 9 (82) 111 (46) 120 (47) 0.028 5,311 1,124 — 25,09
CT+TT 2 (18) 131 (54) 133 (53) ’ 1 -
Total 11 242 253

MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase gene; M, metdstase a distancia; OR,
Odds Ratio; IC, intervalo de confianca.

Tabela 32. Polimorfismo ¢.677C>T no gene MTHFR versus a presenca ou auséncia de
metdstase a distancia, evidenciando o gen6tipo CT.

MTHFR M
c.677C>T Sim (%) Nao (%) Total (%) p-value OR 95% IC
CC+TT 10 (91) 140(58) 150(59) 0.031 7,286 0,918 - 57,81
CT 109 102 (42) 103 (41) ’ 1 -
Total 11 242 253

MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase gene; M, metéastase a distancia; OR,
Odds Ratio; IC, intervalo de confianca.
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Tabela 33. Polimorfismo c.677C>T no gene MTHFR versus estadiamento do CM,
considerando o agrupamento dos genotipos.

MTHFR c.677C>T

Estadio CC (%) CT+TT (%) Total (%) p-value OR 95% 1C

0 6(5) 11 (8) 17 (7) 1,698 0,608 — 4,742
I 38 (32) 31 (23) 69 (27) 0,672 0,382 — 1,182
II 28 (24) 47 (35) 75 (30) 0,028 1,793 0,962 — 3,343
I 40 (34) 43 (32) 83 (33) 7,525 0,886 — 63,89
v 7(5) 1(2) 8(3) 1,121 0,015 - 1,000
Total 119 133 252

MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase gene; OR, Odds Ratio; IC, intervalo de
confianca.

Ja o polimorfismo ¢.1298A>C, dentre as varidveis categoricas, foi associado
apenas ao estadio clinico. Nesse caso, o gendtipo AA esteve associado ao maior risco para
estadios mais graves, visto que esteve menos prevalente no estddio 0 em relacdo aos demais
(p=0,034; OR=0,211; 95% 1C=0,067-0,669) (Tabela 34). O mesmo foi verificado ao
comparar AA vs AC+CC e AC vs AA+CC, onde AC+CC (p=0,027; OR=4,094; 95%
IC=1,297- 2,93) (Tabela 35) e AC (p=0,008; OR=5,236; 95% CI=1,656—-16,55) (Tabela
36) foram mais prevalentes no estadio 0 em relacdo aos demais nos dois agrupamentos,

respectivamente.

Tabela 34. Polimorfismo ¢.1298A>C no gene MTHFR versus estadiamento do CM.

MTHFR c.1298A>C
Estadio AA (%) AC(%) CC(%) Total(%) p-value OR 95% 1IC

0 4 (3) 13'(13) 0° (0) 17 (7)

I 41 (30)  22%(21) 6'(43) 69 (27)

I 36(27) 3534 4%29)  7530) 0,034 @ * *

11 51 (38)  29%(28) 3°21) 83 (33)

v 3(2) 4(4) 1'°(7) 8 (3)

Total 135 103 14 252

MTHFR, methylenetetrahydrofolate reductase gene; OR, Odds Ratio; IC, intervalo de
confianca.

1 OR=0,211; 95% IC= 0,067 — 0,669
2OR= 1,408; 95% IC= 0,768 — 2,582
3OR= 0,629; 95% IC= 0,33 — 1,187
*OR=2,345; 95% IC= 0,490 — 11,21
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SOR= 0,562; 95% IC= 0,123 — 2,57

®Nio calculado devido ao ndmero 0 de CC no estadio 0
"OR=0,607; 95% IC= 0,198 — 1,863

$OR=0,667; 95% IC= 0,157 — 2,838

? OR= 5,667; 95% IC= 0,445 — 72,21

Y OR=0,296: 95% 1C= 0,029 — 3,048

Tabela 35. Polimorfismo ¢.1298C>T no gene MTHFR versus estadiamento do CM,
evidenciando o genotipo AA.

MTHFR c.1298A>C

Estadio AA (%) AC+CC (%) Total (%) p-value OR 95% 1C

0 4 (3) 13 (11) 17 (7) 4,094 1,297 - 12,93
I 41 (30) 28 (24) 69 (27) 0,809 0,458 — 1,429
II 36 (27) 39 (33) 75 (30) 0,027 1,581 0,854 — 2,929
III 51(38) 32 (27) 83 (33) 0,377 0,084 — 1,684
v 3(12) 5(5) 8(3) 1,964 0,459 — 8,401
Total 135 117 252

MTHFR, methylenetetrahydrofolate reductase gene; OR, Odds Ratio; 1C, intervalo de
confianca.

Tabela 36. Polimorfismo ¢.1298C>T no gene MTHFR versus estadiamento do CM,
evidenciando o gendtipo AC.

MTHFR c.1298A>C

Estadio AA+CC (%) AC (%) Total (%) p-value OR 95% 1C

0 4 (3) 13 (13) 17 (7) 5,236 1,656 — 16,55
I 47 (32) 22 (21) 69 (27) 0,675 0,373 -1,221
II 40 (27) 35 (34) 75 (30) 0,008 1,538 0,825-2,808
III 54 (35) 29 (28) 83 (33) 0,537  0,125-2,307
v 4 (3) 4(4) 8 (3) 1,465 0,358 — 5,994
Total 149 103 252

MTHFR, methylenetetrahydrofolate reductase gene; OR, Odds Ratio; IC, intervalo de
confianca.

Em relacdo as varidveis numéricas, houve associacdo com a porcentagem de

expressdao do RE para os dois polimorfismos no gene MTHFR [c.677C>T (p=0,020) e
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c.1298A>C (p=0,009)]. No c.677C>T o gendtipo CC foi associado a menor expressdao de
RE [62,67 £+ 24,41, 70 (5-100)] comparado ao CT [71,02 + 21,31, 80 (5-100)] e TT [75,53
+ 17,70, 80 (30-100)] (Figura 14). Enquanto para o c.1298 A>C o gendtipo AA apresentou
maior expressdao de RE [71,20 + 21,06, 80 (5-100)] comparado ao AC [65,76 £ 23,14, 70
(5-100)] e CC [43,57 £ 26,88, 50 (7-70)] (Figura 15), com resultado semelhante ao
considerar o agrupamento AA vs AC+CC (Figura 16).
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Figura 14. Porcentagem de expressdo do RE em funcdo dos
gendtipos para o SNP ¢.677C>T.
MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase.
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Figura 15. Porcentagem de expressdo do RE em fun¢do dos
genotipos para o SNP ¢.1298A>C.
MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase.
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Figura 16. Distribuicdo das amostras de pacientes quanto a
porcentagem de expressdo do RE em func¢do dos genétipos
para o SNP ¢.1298A>C (AA vs AC+CC).

MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase.

Para as demais varidveis clinicas, tanto categéricas quanto numéricas, nao
foram encontrados resultados significativos para c.677C>T e c.1298A>C (Tabelas 37, 38,
39 e 40).
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Tabela 37. P-value para cada uma das andlises realizadas, considerando os
gendtipos para o polimorfismo ¢.677C>T e as varidveis clinicas categdricas,
utilizando os testes XZ e Exato de Fisher.
Polimorfismo ¢.677T>C no gene MTHFR
CC s TT vs CT vs
CC/CT/TT CT+TT CT+CC CC+TIT

vs Grupo Controle 0,443 0,374 0,674 0,246
Raca 0,106 0,035 0,222 0,297
Raca (grupo) 0,026 0,013 0,143 0,129
Menarca (grupo) 0,926 1 0,842 0,897
Menopausa (status) 1 0,846 0,382 0,434
Menopausa (grupo) 0,85 0,771 0,651 1

Gestacdo (status) 0,272 0,432 0,358 0,16
Gestacgdo (grupo) 0,858 0,599 0,882 0,62
ACOH 0,091 0,076 0,235 0,445
Lactacao 0,85 0,681 1 0,676
TRH 0,291 0,208 1 0,201
Tabagismo 0,816 0,545 0,815 0,644
IMC (grupo) 0,369 0,186 0,347 0,617
HAS 0,158 0,609 0,071 0,604
DM 0,823 0,74 0,789 1

Tipo histologico 0,32 0,174 0,835 0,214
GH 0,824 0,65 0,588 0,884
GN 0,665 0,529 0,634 0,464
T 0,256 0,62 0,119 0,432
N 0,667 0,546 0,481 0,725
M 0,056 0,028 1 0,031
Estadio 0,095 0,028 0,65 0,05
RE (status) 1 1 1 1

RP (status) 0,723 0,5 0,838 0,584

ESRI, Estrogen Receptor 1; ACOH, anticoncepcional hormonal; TRH, terapia
de reposi¢do hormonal; IMC, indice de massa corporal; HAS, hipertensao
arterial sistémica; DM, diabete melito; GH, grau histol6gico; GN, grau nuclear;
T, tamanho; N, metdstase em linfonodos regionais; M, metdstases a distancia.
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Tabela 38. P-value para cada uma das andlises realizadas, considerando os
gendtipos para o polimorfismo ¢.1298A>C e as varidveis clinicas categoricas,
utilizando os testes XZ e Exato de Fisher.
Polimorfismo ¢.1298A>C no gene MTHFR
AA vs CC s AC vs
AA/AC/ICC  AC+CC AC+AA AA+CC

vs Grupo Controle 0,805 0,724 1 0,592
Raca 0,99 0,864 0,848 0,903
Raca (grupo) 0,917 0,708 0,635 0,848
Menarca (grupo) 0,493 0,798 0,369 0,438
Menopausa (status) 0,502 0,701 0,366 1
Menopausa (grupo) 0,139 0,189 0,458 0,464
Gestacdo (status) 0,465 0,693 0,366 1
Gestagdo (grupo) 0,406 0,406 0,641 0,371
ACOH 0,269 0,208 1 0,445
Lactacao 0,864 1 0,738 0,781
TRH 0,45 0,452 1 0,8
Tabagismo 0,214 0,542 0,465 0,174
IMC (grupo) 0,716 0,806 0,194 0,516
HAS 0,783 0,798 0,765 0,605
DM 0,644 0,41 1 0,401
Tipo histologico 0,149 0,058 0,744 0,075
GH 0,719 0,568 0,717 0,404
GN 0,393 0,617 0,343 0,624
T 0,744 0,649 0,915 0,399
N 0,955 0,75 0,888 0,686
M 0,499 0,356 0,393 0,367
Estadio 0,034 0,027 0,641 0,008
RE (status) 0,258 0,313 0,725 0,143
RP (status) 0,951 0,788 1 0,784

ESRI, Estrogen Receptor 1; ACOH, anticoncepcional hormonal; TRH, terapia
de reposi¢do hormonal; IMC, indice de massa corporal; HAS, hipertensdo
arterial sistémica; DM, diabete melito; GH, grau histolégico; GN, grau nuclear;
T, tamanho; N, metdstase em linfonodos regionais; M, metdastases a distancia.
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Tabela 39. P-value para cada uma das andlises realizadas, considerando os
gendtipos para o polimorfismo c¢.677C>T e as varidveis clinicas numéricas,
utilizando o teste Mann-Whitney.

Polimorfismo ¢.677C>T no gene MTHFR

CCyvs TT vs CT vs
CC/CT/TT CT+TT CT+TT CC+TT

Idade 0,727 0,842 0,512 0,526
Menarca (idade) 0,770 0,995 0,496 0,663
Gestacdo (idade) 0,926 0,789 0,854 0,699
Menopausa (idade) 0,696 0,528 0,746 0,397
IMC 0,504 0,366 0,701 0,242
RE % 0,020 0,006 0,135 0,076
RP% 0,856 0,958 0,613 0,696

MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase; IMC, indice de massa corporal;
RE%, porcentagem de expressdao do receptor de estrogeno; RP%, porcentagem de
expressdo do receptor de progesterona.

Tabela 40. p-value para cada uma das andlises realizadas, considerando os
genodtipos  para o polimorfismo c.1298A>C e as varidveis clinicas numéricas,
utilizando o teste Mann-Whitney.

Polimorfismo ¢.1298A>C no gene MTHFR

AA vs CCvs ACvs
AA/AC/ICC AC+CC AC+AA AA+CC

Idade 0,275 0,255 0,124 0,612
Menarca (idade) 0,947 0,875 0,621 0,787
Gestacdo (idade) 0,884 0,627 0,990 0,627
Menopausa (idade) 0,362 0,305 0,638 0,609
IMC 0,322 0,244 0,084 0,141
RE % 0,009 0,033 0,021 0,291
RP% 0,199 0,075 0,782 0,140

MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase; IMC, indice de massa corporal;
RE%, porcentagem de expressao do receptor de estrogeno; RP%, porcentagem de
expressdo do receptor de progesterona.
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5.3.1. Andlise do haplotipo c.677C>T e c.1298A>C
Nao houve diferenca na distribui¢do dos haplétipos para os polimorfismos
c.677C>T e ¢.1298A>C no gene MTHFR entre os grupos de pacientes e controles (Tabela

41), inclusive considerando os haplétipos com menor atividade enzimética (TT/AA e

CT/AC) versus os demais.

Tabela 41. Distribuicdo dos haplétipos dos polimorfismos
c.677C>T e ¢.1298°>C no gene MTHFR.

Haplétipos Grupo
MTHFR Pacientes Controles Total
CC/AA 54 (59) 38 (41) 92
CC/AC 54 (47) 61 (53) 115
CcC/CC 12 (50) 12 (50) 24
CT/AA 59 (46) 68 (54) 127
CT/AC 44 (46) 51 (54) 95
CT/CC 0(0) 0(0) 0
TT/AA 22 (45) 27 (55) 49
TT/AC 6 (100) 0 (0) 6
TT/CC 2 (100) 0(0) 2

MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase.

Ao associar o haplétipo CC/AA (auséncia da variante rara para ambos
polimorfismos) as varidveis clinicas, este foi mais prevalente entre as pacientes que fizeram
uso de contraceptivo hormonal (p=0,013; OR=3,671; 95% 1C=1,344-10,03) (Tabela 42) e
entre aquelas que apresentavam HAS (p=0,043; OR=1,979; 95% 1C=1,036-3,782) (Tabela
43). O CC/AA foi menos prevalente no estadio II (p=0,024; OR=0,429; 95% 1C=0,190-

0,968) representando um fator de risco para os estadios mais graves (IIl e IV) (Tabela 44).
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Tabela 42. Associacdo do haplétipo CC/AA (c.677C>T e c¢.1298A>C) e o uso de
contraceptivo hormonal.

Haplétipo ACOH
MTHFR  Sim (%) Nao (%) Total (%) p-value OR 95% IC
CC/AA 8 (47) 46 (19) 54 (21) 0.013 3,671 1,344 - 10,03
demais 9 (53) 190 (81) 199 (89) ’ 1 -
Total 17 236 253

MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase; ACOH, anticoncepcional hormonal;
OR, Odds Ratio; IC, intervalo de confianca.

Tabela 43. Associacdo do haplétipo CC/AA (c.677C>T e c.1298 A>C) e HAS.
Haplétipo HAS

MTHFR Sim (%) Nao (%) Total (%) p-value OR 95% 1C
CC/AA 38 (26) 16 (15) 54 (21) 0.043 1,979 1,036 — 3,782
demais 108 (74) 90 (85) 198 (79) ’ 1 -

Total 146 106 252

MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase; HAS, hipertensdo arterial sist€mica;
OR, Odds Ratio; IC, intervalo de confianca.

Tabela 44. Associacdo do haplétipo CC/AA (c.677C>T e ¢.1298A>C) e o estadiamento
do CM.

Haploétipo MTHFR
Estadio CC/AA (%) Demais (%) Total (%) p-value OR 95% 1C
0 0 (0) 17 (8) 17 (6) * *
I 20 (37) 49 (25) 69 (27) 1,850 0,830 -3,012
II 10 (19) 65 (33) 75 (30) 0,024 0,429 0,190 - 0,968
11 22 (41) 61 (31) 83 (33) 1,820 0,203 - 5,764
v 2(3) 6 (3) 8 (4)) 1,231 0,241 -6,277
Total 54 198 252

MTHFR, methylenetetrahydrofolate reductase gene; OR, Odds Ratio; IC, intervalo de
confianca.

*ndo foi possivel o célculo de Odds Ratio.

Ao considerar o haplétipo CT/AC versus os demais, foi observada diferenga na
distribuicao dos tipos histolégicos de CM, sendo que foi menos prevalente no grupo de
carcinoma invasivo NST (p=0,032; OR=0,472; 95% 1C=0,243-0,918) (Tabela 45). Esse
haplétipo parece conferir protecao do estadio 0 em relagdo aos demais, visto que esteve

mais prevalente nesse grupo (p=0,044; OR=3,476; 95% 1C=1,341-10,47) (Tabela 46).
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Tabela 45. Associacdo do haplétipo CT/AC (c.677C>T e c.1298A>C) e o tipo histolégico
de CM.

Haplétipo  Tipo histolégico

MTHFR NST (%) c;‘j/z‘;" Total (%) p-value  OR 95% IC
CT/AC  24(14) 20(25) 44(17) oozy 0472 0243-0918
demais 150 (86) 59 (75) 209 (83) ’ 1 ;

Total 174 79 252

MTHFR, Methylenetetrahydrofolate Reductase; HAS, hipertensdo arterial sistémica;
OR, Odds Ratio; IC, intervalo de confianca.

Tabela 46. Associacdo do haplétipo CT/AC (c.677C>T e c.1298A>C) e o estadiamento
do CM.

Haplétipo MTHFR
Estadio CT/AC (%) Demais (%) Total (%) p-value OR 95% IC
0 7 (16) 10 (5) 17 (7) 3,476 1,341 -10,47
I 9 (20) 60 (29) 69 (27) 0,793 0,329 - 1,662
II 15 (34) 60 (29) 75 (27) 0,044 1,500 0,664 — 3,390
111 13 (30) 70 (34) 83 (33) * *
v 0 (0) 8 (3) 8@3) * *
Total 44 208 252

MTHFR, methylenetetrahydrofolate reductase gene; OR, Odds Ratio; IC, intervalo de
confianca.

*ndo foi possivel o célculo de Odds Ratio.

5.4. Interacdo génica

Nao houve interagdo génica entre os genes ESRI, ESR2 e MTHFR incluidos

nesse estudo, considerando a distribui¢do dos polimorfismos c.2014G>A, c.1730G>A,

c.677C>T e c.1298 A>C.
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6. DISCUSSAO

O CM representa importante problema de satde publica, sendo responsavel por

6bitos em mulheres em vdrias partes do mundo. E uma doenca heterogénea com

C s . ~ L. . ~ 2,67
variabilidade das manifestagdes clinicas, fatores de risco e evolu¢do da doenca. Por

esses motivos, nos ultimos anos aumentou o nimero de pesquisas visando encontrar

. . . 25,43,61
preditores de risco para a gravidade e resposta ao tratamento.

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi associar a ocorréncia de CM
espordadico, e varidveis clinicas, com os polimorfismos ¢.2014G>A e ¢.1730G>A nos genes
dos receptores de estrogeno ESRI e ESR2, respectivamente; e com os polimorfismos

c.677C>T e ¢.1298A>C no gene MTHFR, em mulheres da regido sudeste do pais.

6.1. Caracterizacdo da amostra

Considerando a caracteriza¢do da amostra, o trabalho apresentou a maior média

de idade entre as pacientes 62,88 + 9,18 (51 a 89) sendo semelhante ao estudo de Ericson et

79 . . . 38,39,43,47,78-81
al. (2009) que selecionou mulheres acima de 55 anos. Nos demais estudos a

maior média de idade foi de 49,9 +£ 11,4 (17 a 78) sendo um grupo constituido por mulheres

. 38 ~ . L.
jovens e, nesses casos, mutagdes herdadas no gene BRCAI poderiam ser responsaveis

pelo desenvolvimento do CM, reduzindo ou anulando os efeitos dos polimorfismos no risco

82 ) ) . .
para a doenca . Isso poderia explicar os resultados divergentes entre diferentes estudos

) 38,39,43,47,78-81
presentes na literatura.

Para os dados clinicos e laboratoriais considerados, houve semelhanca com
outras pesquisas quanto as varidveis clinicas de tipo histolégico, expressdo de receptores

hormonais, grau histolégico e nuclear tumorais, e distribuicio quanto ao status da

) 43,44,83
menopausa e paridade.

Nao foram observados riscos associados a exposicdo ao estrogeno durante a
vida reprodutiva feminina, ja que houve maior proporcdo de pacientes que tiveram filhos,
amamentaram, ndo utilizaram contraceptivos hormonais ou terapia de reposi¢ao hormonal,
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. . 8 pd Ve
e tiveram a menopausa antes dos 50 anos de idade. Portanto, € provdvel que fatores

genéticos e outros ambientais tenham exercido maior influéncia para o desenvolvimento da

26,27
doenca.

A obesidade € um importante fator de risco para varias doengas, inclusive para

o desenvolvimento de cancer em 6rgdos como mama, endométrio, célon e rim.84’85 Isso
porque o tecido adiposo é uma importante fonte de estrégeno devido a notdvel atividade da
enzima aromatase, que converte andrégenos em estrogenos (principalmente o 17-beta-
estradiol, o mais potente deles). Além disso, individuos obesos possuem niveis elevados de

leptina, que estimula a proliferacdo celular e inibe a apoptose no tecido mamario, e baixos

. . . . . c 86
niveis de adiponectina que se liga a fatores de crescimento inibindo-os. Portanto, a
obesidade é um fator de risco presente na amostra estudada, visto que aproximadamente
70% das pacientes apresentava sobrepeso e mais de 30% delas estavam com o IMC acima

de 30 kg/m?2.

6.2. Polimorfismos versus risco para CM

Os SNPs analisados ndo alteraram o risco para o desenvolvimento de CM,

39,44,47,87.88 )
apresentando resultados semelhantes aos de outros autores, mas estiveram

associados a varidveis clinicas distintas. Pesquisas revelam resultados conflitantes no
estudo desses polimorfismos em diferentes populacdes. O alelo G para o ¢c.2014G>A foi

mais frequente no grupo de pacientes em relagdo ao grupo controle em estudo realizado na

. 38 Lo .
Tunisia, enquanto os genétipos AA e GA aumentaram o risco para a doenga em mulheres

. 71 78
no norte da India. Em relacdo ao c.1730G>A no gene ESR2, Maguire et al. (2005)
detectaram efeito protetor do gendétipo GA para CM em mulheres suecas, enquanto um

consorcio envolvendo amostras de CM provenientes dos Estados Unidos e paises da

4
Europa nao detectou relac@o entre CM e o polimorfismo ¢.1730G>A. !
A frequéncia dos genétipos para o polimorfismo ¢.2014G>A estd fora do

equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,001) no grupo de pacientes e controles. O mesmo foi

39
observado por Anghel et al. (2010) em mulheres residentes na Roménia em estudo
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envolvendo 103 pacientes e 114 controles. Isso pode estar ocorrendo devido a influéncia de

. . . . . A3
algum fator evolutivo. Em contrapartida, nas demais pesquisas realizadas no Ird ,

C87T . 44 .38 L, T o
Turquia , Taiwan , Tunisia e India o SNP esteve em equilibrio.

J4 os polimorfismos ¢.677C>T e c.1298A>C no gene MTHFR alteraram o risco

. . R . ) . _ 56,61,62,79-82,89.90
para diferentes tipos de cancer, inclusive CM, em diferentes populacdes. No

o ) . 64,91 ) .60
entanto, sofrem influéncia da ingestao de folato e consumo de bebidas alcodlicas e,

por esses motivos, os estudos apresentam resultados discordantes sobre o efeito dos

80
genotipos na modificacdo do risco. Como exemplo, Barbosa et al. (2012) encontraram
aumento no risco para o genétipo heterozigoto composto 677CT/1298 AC em mulheres na

menopausa residentes no estado do Ceard (Brasil). Enquanto na populagdo chinesa o

. . .81
gendétipo TT foi o responsdvel.

91

Shrubsole et al. (2004) avaliaram os polimorfismos no gene MTHFR e a
ingestdo de folato em 1602 casos e 1724 controles residentes em Xangai (China) e
verificaram aumento no risco de CM para o geno6tipo TT (¢c.677C>T) quando associado a

baixa ingestdo. Por outro lado, pesquisa realizada na cidade de Sao Paulo (Brasil) por Ma et

al. (2008)64, com 458 pacientes e 458 controles, o risco foi elevado para os genotipos AC e
CC (c.1298A>C) e menor ingestdo de folato, enquanto os gendtipos CT e TT (c.677C>T)

proporcionaram menor risco nas mesmas condic¢oes.

Quanto ao consumo de bebidas alcodlicas, Platek et al. (2009)60 evidenciaram o
aumento do risco para mulheres na menopausa e gendtico TT (c.677C>T) que ingeriram
maiores quantidades de dlcool ao longo da vida comparadas aqueles com genétipo CC e
que ndo fizeram o uso. Isso se deve ao fato de o dlcool promover a ma absor¢do e aumento

na excre¢do de folato proveniente da dieta, e interferir na atividade das enzimas envolvidas

no metabolismo.92

Nao foram avaliados o consumo de dlcool e ingestdo de folato entre as
pacientes e controles que compdem a casuistica. Dentre as 253 pacientes, apenas uma
possuia dado positivo referente ao consumo de dlcool sem especificar a quantidade e
duracdo. Para melhor avaliar os efeitos do etilismo e ingestdo de folato, seria necessaria a

aplicacdo de questiondrio especifico em todas as participantes do estudo e dosagem de
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folato no plasma sanguineo. Por esses motivos, ndo podemos excluir a possibilidade de
interferéncia desses dois fatores na relacdo entre os polimorfismos no gene MTHFR e o

risco para CM.

6.3. Polimorfismos nos genes ESRI e ESR2 versus variaveis clinicas

O estrégeno € responsdvel pela proliferacdao celular das glindulas mamadrias
. ~ .. 37, . . .
durante a puberdade, gravidez e lactacdo, principalmente, além de influenciar os sistemas
. .. . 31 ~ e .
neuroenddcrino, esquelético e cardiovascular. As fungdes desse hormdnio sdo mediadas

por dois receptores, REa e REP, codificados por genes distintos, ESRI e ESRZ.31

O REa permanece expresso apenas nos periodos de puberdade, gravidez e
lactagdo quando ocorre maior proliferacdo celular. Portanto, células da glandula mamaria
nao expressam REa em condi¢des normais. Por outro lado, ¢ abundantemente expresso em

carcinomas invasivos e, na prdtica clinica, a expressdo € detectada por IHQ e representa

oL 133193
bom progndstico.

J& o REP possui expressdo permanente nas células da glandula mamaéria e atua
como supressor tumoral regulando, principalmente, os efeitos do REa. Durante o periodo

de lactacdo, os dois receptores estdo expressos simultaneamente em 70% das células

o L. 3193
epltehals mamarias.

No polimorfismo ¢.2014G>A no gene ESRI é suposto que a variante A reduza

. .. . . 4142
a expressao do receptor ERa e assim a atividade proliferativa. Enquanto que no

polimorfismo ¢.1730G>A, é suposto que a variante A resulte na perda ou redugdo da

. L R 46
funcdo supressora tumoral levando a predisposi¢ao ao cancer.

Apesar de ndo estar relacionado diretamente ao risco de desenvolvimento de
CM, o SNP ¢.2014G>A foi associado ao status de expressdo do RE na THQ (p=0,036),
porcentagem de expressdo do RE (p=0,024) e ao estadiamento da doenga (p=0,035). Ao
passo que, o c.1730G>A apresentou diferenca na distribuicio dos genétipos quanto a
lactagao (p=0,023), HAS (p=0,031) e estadiamento da doenca (p=0,009).

Em relacdo a expressdo RE no tecido tumoral, os resultados revelam que o alelo

A pode estar associado a diminuicdo, visto que foi menos frequente nos tumores RE
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positivos e o gendtipo GA apresentou valores de expressdo inferiores ao gendtipo GG
somado ao AA. Nesse caso, o genétipo AA (29/253) possui baixo efeito visto a relacao
com a propor¢do de gendtipos GG (167/253).

Houve diferenca na distribuicdo dos genétipos para c¢.2014G>A e c.1730G>A
considerando o estadiamento da doenga. Nessa associacdo, o alelo A (¢c.2014G>A) e o
genotipo GA (c.1730G>A) conferiram protecdo do estadio 0 em relagdo a estadios de maior
gravidade, quando analisados individualmente. O resultado € plausivel com as fungdes
biolégicas dos REs e, se hd diminui¢do de REa na presenca do alelo A, os efeitos
proliferativos deste também estariam diminuidos evitando a progressdao tumoral. J4 em
relacdo ao gendtipo GA no gene ESR2 (c.1730G>A), o alelo G manteria as fungdes

supressoras tumorais do gene exercendo a mesma protecdo encontrada no alelo A do

¢.2014G>A. No entanto, com a evolu¢do da doenga e acimulo de danos ao DNA,1 esse
efeito protetor ndo se manteria.

Durante a gestacdo ocorre proliferacdo celular na glandula mamaria e apds o
parto, durante o periodo de amamentacdo, a mama passa por involucdo que envolve: afluxo
de células do sistema imunoldgico, ativacdo de fibroblastos e deposicio de matriz
extracelular. Esse processo resulta em um ambiente de cicatrizacdo tumorigénica que

precisa ocorrer de forma ordenada e lenta, por isso a importancia da amamentagdo na

94,95 e . . ~
prevencdo do CM. Estudos revelam que a lactagdo diminui os efeitos da inflamagao do

tecido associada a involugdo pdés-parto e protegeria as mulheres do desenvolvimento de

tumores RE e RP negativos.%m’98 Considerando que REa e REP estdo expressos durante o
periodo, podemos inferir que a diminui¢do na expressao de REP poderia contribuir para a
involucdo desordenada e predispor o aparecimento de neoplasias. Dessa forma, nossos
resultados estariam de acordo com a hipdtese visto que o genétipo GA (c.1730G>A) foi
mais prevalente no grupo de pacientes que amamentaram, representando fator de risco para
0 CM nessa condicao.

A HAS € uma comorbidade presente em 57,7% da amostra e foi verificado que

o gendtipo GA foi menos prevalente nos pacientes nessa condi¢ao. Os REs estdo expressos

. . . 31 . - L.
no endotélio e musculatura lisa do tecido vascular e estimulam a producdo de 6xido

nitrico que medeia a vasodilatacdo. Além disso, regulam a expressio de proteinas
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vasodilatadoras e vasoconstrictoras incluindo componentes do sistema renina-

) . 99-101 102 . ) ) )
angiotensina. Ogawa et al. (2000) foram os primeiros a associar polimorfismos no

gene ESR2 com pressdo arterial, detectando associag@o positiva com um polimorfismo de

repeticdo CA. Recentemente, Chen et al. (2010)103 detectaram aumento no risco de HAS
para o gen6tipo GA no SNP ¢.1082G>A no gene ESR2, mas ndo para o ¢.1730G>A. Nio
foram encontrados na literatura mais estudos que elucidassem a influéncia do SNP
¢.1730G>A na regulacdo da pressdo arterial.

Considerando as demais variaveis clinicas relacionadas ao CM, nao foram
vistos resultados semelhantes na literatura. O SNP ¢.2014G>A foi associado ao risco para o

desenvolvimento de metastases em linfonodos regionais (N) no Ird ao considerar haplétipos

43,44 ‘o . . TP
no gene ESRI, e o gendtipo GA aumentou o risco para metastases a distancia na

Roménia, quando considerada a heterozigoze para o ¢.1029T>C (localizado também no

44
gene ESRI ).39 Entretanto, Hsiao et al. (2004) detectaram que o alelo A (c.2014G>A)
diminuiria o risco para N, quando associado ao polimorfismo no cédon 325, em estudo

realizado em Taiwan.

Khalel et al. (2009)38 encontraram associacdo positiva entre a expressao de
HER2 e o SNP ¢.2014G>A em pacientes da Tunisia. Enquanto em populacdo no norte da
India foi evidenciado o aumento no risco para o desenvolvimento de CM em mulheres na
menopausa e diabéticas na presenca do polimorfismo.

Ja para os polimorfismos no gene ESR2 foram encontrados poucos estudos na

. 47,7883 " Lo
literatura e apenas um encontrou resultado positivo para a associacdo entre o

c.1730G>A e as variaveis clinicas. Borgquist et al. (2013)83, em estudo realizado na Suécia,
relataram menor sobrevida livre de doenga na presenga do alelo A e que o impacto dos
gendtipos seria dependente do IMC da paciente.

Finalmente, foi avaliada a combinacdo entre os polimorfismos nos REs
(c.2014G>A e ¢.1730G>A) considerando os seguintes agrupamentos: GG/GG,
homozigotos com expressdao normal para ambos SNPs; GG/AA, com redugdo da expressao
do ESR?2 e expressdao normal do ESR/ ocasionando maior efeito proliferativo; AA/GG, com
redugdo da expressdo do ESRI e expressdao normal do ESR2 ocasionando maior efeito

. 41,42,46 . . e :
antitumoral. Apesar de ndo ter sido observada modificacio no risco de CM, a
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comparagdo entre os grupos foi positiva apenas para o GG/GG versus as demais
combinacdes de gendtipos e a porcentagem RP no tecido tumoral (p=0,023), além de ter
sido menos frequente nas pacientes que amamentaram (p=0,027). Visto que a expressao

dos receptores hormonais RE e RP no tecido tumoral estdo intimamente correlacionadas e

) 10,13,20 ) L - . .
sendo raro o perfil RE+/RP- o mais provavel é que essa associacdo seja efeito da

expressdo de RE. E a menor prevaléncia do agrupamento nas pacientes que amamentaram
pode confirmar a hipdtese anteriormente proposta para o genétipo GA (c.2014G>A) que

esteve mais prevalente nesse grupo.

6.4. Polimorfismos no gene MTHFR versus varidveis clinicas

A enzima MTHEFR regula a disponibilidade de folato que € essencial para a

sintese de purinas e como doador de grupos metil para diversos processos celulares, como a

S L. . , 53 . en . . .
metilacdo de dcidos nucleicos e proteinas. A defici€ncia desta enzima causa desequilibrio

na sintese de precursores do DNA e, como consequéncia, pode ocorrer incorporacdo de

) ) . . N ) 55,56
uracila com posterior quebra cromossomica; além de outros danos a molécula. Os

polimorfismos ¢.677C>T e c.1298A>C reduzem a atividade enzimdtica para até 30% e

foram associados a diversos tipos de cincer, aneuploidias, defeitos do tubo neural, dentre

55
outras doengas.

Apesar de ndao modificarem o risco para CM, os polimorfismos foram
associados as varidveis clinicas. O ¢.677C>T foi positivo para a porcentagem de expressao
do RE (p=0,020), presenca de metdstase a distancia (p=0,028) e estadiamento do CM
(p=0,028). Semelhante ao c.677C>T, o ¢.1298 A>C também foi positivo para porcentagem
de expressao do RE (p=0,009) e estadiamento (0,034).

O gendtipo CC (c.677C>T) foi mais prevalente nos pacientes que
desenvolveram metéstases a distancia, representando um risco para essa condi¢do, e foi
associado a menor expressao de RE no tecido tumoral. O gendtipo AA foi menos frequente
no estadio clinico 0, representando um fator de risco para estadios de maior gravidade. Ao

contrario do ¢.677C>T, o homozigoto AA apresentou maior expressdo do RE em relagcao
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aos demais genétipos devido, provavelmente, a baixa frequéncia do gendtipo CC (12/253) e
coincidente diminui¢do na porcentagem de expressao de RE.

Os alelos C (c.677C>T) e A (c.1298A>C) sdo responsdveis por manter a
atividade normal da enzima MTHFR e, assim, converter em niveis normais o 5,10-

metilenotetrahidrofolato em 5-metilhidrofolato, a depender da quantidade de folato ingerido

. .. . 53 . ~
na dieta e da atividade da enzima concorrente TYMS. Caso ocorra aumento na ingestao
de folato ou diminuicdo na atividade da enzima TYMS, haverd mais substrato para a
MTHEFR e, consequentemente maior disponibilidade de grupos metil. Esse mecanismo,

somado as influéncias ambientais, pode causar o silenciamento de genes por metilacdo da

o~ ) N N 28,29,104
regido promotora perturbando a homeostase e predispondo a progressao tumoral.

Na casuistica, os genétipos CC (c.677C>T) e AA (c.1298 A>C) predispdem a
gravidade clinica provavelmente devido ao silenciamento de genes supressores tumorais

pela metilagdo de ilhas CpGs. Pesquisas recentes revelaram metilacdo em genes, como
104 105
BRCAI , RASSFIA (i. e. Ras Association Domain Family Member 1 Gene) , CDHI(. e.

106 10
Cadherin / Gene) e APC (i. e. Adenomatous Polyposis Coli Gene) ’ na etiologia do CM

sem avaliar a presenca desses polimorfismos.

108
Cheng et al. (2012)  encontraram hipometilagdo do gene /GF-2, normalmente
com quatro ilhas CpGs metiladas, associada aos gendtipos TT e CT no polimorfismo

c.677C>T e, inclusive a auséncia de metilagdo foi associada com metéstase em linfonodos

regionais em cancer de bexiga. De Arruda et al. (2013)]09 detectaram relagdo positiva entre
o geno6tipo CC (c.677C>T) e a metilagdo global do genoma em células da mucosa oral em
individuos sauddveis. Tais resultados corroboram com a hipdtese proposta.

A diminuicdo na expressdo de RE no tecido tumoral associada ao genétipo GG

pode ser devido a metilacdo. Aproximadamente, 27% dos tumores triplo-negativos

110
apresentaram hipermetilagdo no gene ESR].

Em pesquisa realizada por Babyshkina et al. (2013)111 envolvendo 300
pacientes na Russia, o gendtipo CT (c.677C>T) foi associado a tumores de tamanho
inferior a 5 cm e a RE negativo no tecido tumoral. O alelo T foi mais frequente nos tumores
RE positivos e o gendtipo TT foi relacionado a melhor sobrevivéncia entre as mulheres na

pré-menopausa.
70



Finalmente, foi avaliada a relacdo entre CM e a combinacao dos polimorfismos
no gene MTHFR (c.677C>T e c.1298A>C) considerando os seguintes haplétipos: CC/AA,
com atividade normal da enzima; TT/AA e CT/AC, com atividade reduzida da enzima. A
comparacao foi positiva para: CC/AA versus os demais haplétipos (com pelo menos uma
variante rara) e o uso de contraceptivo hormonal (p=0,013), HAS (p=0,043) e estadiamento
da doenca (p=0,024); CT/AC versus os demais haplétipos e o tipo histoldégico do tumor
(p=0,032), e estadiamento da doenca (p=0,044). Em relacdo ao estadiamento, o resultado
foi semelhante ao observado na anélise individual dos polimorfismos: o haplétipo CC/AA
teve maior prevaléncia no estadio II, ou seja, foi associado com relativa gravidade do CM;
enquanto o haplétipo CT/AC foi mais prevalente no estadio 0 em relacdo aos de maior
gravidade, conferindo protecdo para a progressao tumoral.

O uso de contraceptivos hormonais por longo periodo durante a vida

reprodutiva representa fator de risco para o desenvolvimento de CM esporddico, devido ao

estimulo proliferativo exercido pelo estrégeno exdgeno na glandula mama’lria.37 O haplétipo
CC/AA possui 3,6 vezes maiores chances de estar associado ao uso de contraceptivos
hormonais e, juntos, podem aumentar o risco para o desenvolvimento de CM.

O haplétipo CC/AA foi associado a presenca de HAS, sendo mais prevalente no
grupo de pacientes que apresentavam a condi¢do. No entanto, os gendtipos que conferem

diminui¢cdo da enzima MTHFR tém sido associados ao aumento no risco para HAS

. o 112,113 C e .. . . .
arterial. A diminui¢do da atividade da enzima MTHFR ocasiona o aumento nos niveis

de homocisteina, devido a reducdo na metilacio da mesma em metionina, que induz a

- . ~ L1 . ~ 113
constricdo arterial, aumento na reabsorcdo de sodio e disfuncdo renal.  Apesar do
resultado encontrado, o mais provavel € que a HAS nos pacientes ndo tenha sido

influenciada pelos polimorfismos no gene MTHFR.
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7. CONCLUSOES

Conclui-se que os polimorfismos ¢.2014G>A no gene ESRI, c¢.1730G>A no
gene ESR2, c.677C>T e c.1298A>C no gene MTHFR parecem niao modificar diretamente o
risco para CM, mas podem ser indicados como preditores de gravidade da doenca.

A principio, sdo necessdrios mais estudos visto que algumas das associagcdes
encontradas ndo foram descritas por outros autores e precisam ser confirmadas em um
maior nimero de sujeitos, preferencialmente, com caracteristicas clinicas semelhantes para

melhor apuracio dos dados.
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ANEXO 1 — Parecer do Comité de Etica

FACULDADE DE CIENCIAS
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(CAMPUS CAMPINAS) osl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: METILACAO NO PROMOTOR DO GENE BRCA1 E POLIMORFISMOS NOS GENES
ESR1, ESR2, PGR E MTHFR COMO FATORES DE RISCO PARA O CANCER DE
MAMA ESPORADICO

Pesquisador: Luciana Montes Rezende

Area Temadtica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana né&o contemplada acima.);

Versédo: 2
CAAE: 09124812.4.0000.5404
Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 185.106
Data da Relatoria: 22/01/2013

Apresentacdo do Projeto:

Serédo utilizadas 230 amostras de sangue de portadoras de Céncer Mama, armazenadas sob o
consentimento dos pacientes, no Biorrepositério do Laboratéric de Genética Molecular do Céncer e 455
amostras com 7 ml de sangue de mulheres sem doenca e histérico de céncer familiar recrutadas na
populacdo (hd um cartaz elaborado para esse fim). Esse material serd submetido a procedimentos
laboratoriais para estudo genético. As amostras de DNA dos sujeitos e controles serdo submetidas a técnica
de RFLP-PCR (Restriction Fragment Lenght Polymorphism - Polymerase Chain Reation). A anélise
estatistica sera realizada pelo software SPSS vs17.0. De acordo com a distribuicdo dos dados, o teste Chi
quadrado serd empregado com o intuito de averiguar a distribuicdo dos polimorfismos entre a populacéo
com CM e controle. Segundo a diferenca no percentual de cada polimorfismo, em seus diferentes genétipos,
sera calculado o Odds Ratio. Serdo selecionados um total de 685 sujeitos para a pesquisa, tendo como
objetivo um poder amostral de 95%, com erro alfa de 0.05 e menor frequéncia alélica do polimorfismo 2014A
de 0.17. Além da analise de associacdo dos polimorfismos, sera realizada a interacdo génica entre os
polimorfismos pelos softwares Multifactor Dimensionality Reduction (MDR), o qual € um modelo nédo
paramétrico e de interacdo néo linear entre fatores genéticos e ambientais (50,51). Para ajustar as miultiplas
comparacdes, sera realizado o teste MDR permutation test na amostra, totalizando 100.00 permutacdes.

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-3936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP Q@Mﬂm
(CAMPUS CAMPINAS) asd

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a associacéo entre CM esporadico, mecanismos epigenéticos de silenciamento no gene BRCA1 e
polimorfismos em genes que codificam os receptores de estrogeno (ESR1 e ESR2), progestercna (PGR) e
em gene responsavel pelo metabolismo do folato (MTHFR). Detectar a presenca de metilacéo na regido
promotora do gene BRCA1 em pacientes diagnosticados com CM esporadico. Verificar a frequéncia dos
polimorfismos: G2014A no gene ESR1, C1176G no gene ESR2, G660C no gene PGR, C677T e A1298C no
gene MTHFR nestes pacientes. Associar a presenca de metilacdo e os polimorfismos nos genes
especificados com a ocorréncia de CM esporadico, verificando a possibilidade de serem utilizados como
marcadores de risco para a doenca.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo a pesquisadora os riscos relacionados a este trabalho sdo minimos e diz respeito & coleta de
sangue venoso dos participantes do grupo controle. Sera coletada uma amostra de sangue venoso (7 ml),
podendo ocorrer dor € manchas roxas (equimoses) no local da oleta do sangue. O desconforto sera minimo,
pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do braco que seré realizado por profissional
treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento. Beneficios: Os resultado obtidos irdo
contribuir para o entendimento de algumas vias genéticas no desenvolvimento do cédncer de mama. Poder&o
contribuir para a construcdo de parametros prognoésticos que possam predizer a evolucdo clinica dos

pacientes e direciona-los para a melhor estratégia terapéutica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estudo é relevante porque traz a proposta de utilizar a genética para detectar precocemente o
desenvolvimento de cancer de mama, trata-se de uma tecnologia que poderéd ser util para otimizar o
tratamento e melhorar o prognéstico das pessoas vulneraveis. O estudo utilizara amostras previamente
armazenadas e novas amostras que comporéo o grupo controle.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Folha de rosto com assinatura da pesquisadora principal e do representante da proponente (HC/Unicamp).
Foram apresentados cronograma e orcamento adequados ao estudo. Por se tratar de projeto na area de
genética humana com utilizacdc de material armazenado, adequag¢des foram realizadas em consideracéo as

resolucdes 340/04 e 441/2011, incluindo o envio do regulamento do biorrepositério.

Recomendacdées:

1. Lembramos que o TCLE deve ser elaborado em duas vias, sendo uma retida pelo sujeito da pesquisa ou
por seu representante legal e uma arquivada pelo pesquisador (resolucdo 196/96 CNS/MS, artigo V.2 "d").
2. Se o TCLE tiver mais de uma pagina, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o
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caso, e o pesquisador responsavel deverdo rubricar todas as folhas desse documento, apondo suas
assinaturas na ultima pagina do referido termo (Carta Circular n°. 003/2011/CONEP/CNS).
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado apés respostas as pendéncias.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

4|
CAMF‘INA§, 14}13 Janeiro de 2013
» :

S Sn,

Asstllll'ador por:
Carlos Eduardo Steiner
(Coordenador)
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ANEXO 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO- Grupo Controle

METILACAO NO PROMOTOR DO GENE BRCAI E POLIMORFISMOS NOS GENES
ESRI, ESR2, PGR E MTHFR COMO FATORES DE RISCO PARA O CANCER DE MAMA
ESPORADICO

Eu entendo que fui convidado a participar em um projeto de pesquisa envolvendo
individuos com e sem céincer de mama (CM). O objetivo geral desse trabalho serd estudar a
metilacdo no gene BRCAI e os polimorfismos nos genes ESRI, ESR2, PGR e MTHFR em
pacientes diagnosticados com CM esporadico e sem este diagndstico (grupo controle), com o
objetivo de saber se existe maior ou menor de risco de se ter a doenca na presencga ou ausé€ncia da
metilacdo e alguns polimorfismos.

Vocé fard parte do Grupo Controle.

Se concordar em participar desse estudo, serd coletada uma amostra de sangue venoso (7
ml, o equivalente a meia colher de sopa). Os riscos associados a esse procedimento sdo minimos,
podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto serd
minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do bragco que serd realizado por
profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento.

A Unica vantagem que poderei ter é saber se hd alguma alteracdo nos genes em estudo. Nao
se sabe se essas alteracdes estdo associadas ao cincer de mama, mas de qualquer maneira, se eu
quiser, poderei receber o resultado do teste e no final do estudo, estard disponivel para mim o
aconselhamento genético a ser realizado pela geneticista Carmen Silvia Bertuzzo, no ambulatério
de Oncogenética do HC/Unicamp. Qualquer divida ou informacdo poderei contatar a UNICAMP
no tel. (019) 3521-8902 (Luciana Montes Rezende).

( )quero receber meu resultado de exame
()ndo quero receber meu resultado de exame

Eu entendo que toda informacdo médica, assim como os resultados dos testes genéticos
decorrentes desse projeto de pesquisa, serdo sigilosos. O sigilo serd mantido em todo o estudo
através da utilizacdo de um nimero de cédigo para a identificacdo dos individuos participantes. Se
os resultados ou informacdes fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo cientifica, nenhum
nome sera utilizado. Fui informado que poderei autorizar que esse material genético seja guardado e
que qualquer outro projeto que pretenda utilizd-lo, deverd ser aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da FCM. Eu estou ciente que a minha participagdo neste projeto de pesquisa nio me
acarretara nenhuma despesa, j4 que a coleta de material serd realizada em minhas consultas
regulares a Unicamp.

Eu entendo que a minha participac@o € voluntéria e que eu posso me recusar a participar ou retirar
meu consentimento e interromper a minha participag¢do no estudo a qualquer momento (incluindo a
retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que minha familia recebe
atualmente ou receberei no futuro no HC-UNICAMP.

Em caso de recurso ou reclamacdes contatar a secretaria do Comité de Etica da Faculdade
de Ciéncias Médicas - Unicamp, tel. (019) 3521-8936. *Este trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (FCM-Unicamp), parecer n® 185.106.
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Eu confirmo que a pés-graduanda Luciana Montes Rezende, explicou-me o objetivo do
estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos ou desconfortos advindos desse
projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como compreendi esse formuldrio de
consentimento, recebi uma via e estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome e RG do sujeito da pesquisa

Nome e RG do responsavel legal

Assinatura do sujeito da pesquisa Data

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do meu
material biolégico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material
bioldgico, sendo necessdrio meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo
CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material
bioldgico,dispensando meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP
institucional e, se for o caso, pela CONEP.

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a o objetivo do estudo, os
procedimentos requeridos e os possiveis riscos que poderdo advir do estudo, usando o melhor do
meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formuldrio de consentimento ao
participante ou responsavel.

Luciana Montes Rezende RG: MG-15.659.552

Nome e RG do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data”
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