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RESUMO

Introducdo: Os polimorfismos Arg72Pro (rs1042522) do gene TP53 e lle655Val
(rs1136201) do gene HER2 tém sido relacionados a susceptibilidade a diversos tipos
de cancer e diversos estudos evidenciam a sua associacdo com o maior risco de
desenvolvimento de céancer de mama. Objetivo: Investigar a associacdo dos
polimorfismos Arg72Pro e lle655Val com risco de desenvolvimento de cancer de
mama em mulheres da cidade de Macap4, localizada na regido da Amazonia Legal,
norte do Brasil. Material e Métodos: Foram analisadas 80 amostras de DNA de
mulheres com cancer de mama e 83 amostras de DNA de mulheres sem a doenca.
Coletadas Instituto de Prevencédo do Cancer do Amapa Joel Magalhdes — IJOMA e
na Unidade de Alta Complexidade em Oncologia (UNACON) do Hospital de Clinicas
Dr. Alberto Lima. As andlises moleculares foram realizadas através da técnica
molecular Polimorfismo do Comprimento do Fragmento de Restricdo da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR-RFLP). As andlises estatisticas para investigacdo das
frequéncias alélicas e genotl’picas foram realizadas por meio do software R para os
testes qui-quadrado (X°) e regressao logistica por odds ratios (ORs), onde o valor de
P inferior a 0,05 foi definido como estatisticamente significativo. Resultados e
discussao: A frequéncia genotipica para os genétipos do gene TP53 foram: Arg/Arg
23,7%, Arg/Pro 47,5% e Pro/Pro 28,5% nos pacientes e nos controles foram Arg/Arg
69,8%, Arg/Pro 19,2% e Pro/Pro 10,8% (X?= 34.798, p= < 0.0001). Para o gene HER-
2, a frequéncia dos genatipos lle/lle, lle/Val e Val/Val, respectivamente, foi de 82,5%,
17,5% e 0% nos pacientes e 75,9%, 20,4% e 3,6% nos controles (X*= 63.076, p= <
0.0001). Os polimorfismos do gene TP53 Arg72Pro e HER-2 lle655Val foram
estatisticamente associados ao risco de desenvolvimento de cancer de mama nas
mulheres da cidade de Macapa. O genoétipo homozigoto Val/Val do gene HER-2 néo
foi observado nas amostras analisadas. Conclusdo: Este estudo encontrou uma
associacao significativa entre os genotipos Arg/Pro e Pro/Pro para o polimorfismo
rs1042522, no gene TP53 e o0 gendtipo lle/Val para o rs1136201 no gene HER-2 e 0
risco de desenvolvimento de cancer de mama, sugerindo a possibilidade de
utilizagdo destes polimorfismos como ferramenta para auxiliar em testes preditivos
da evolucéo do cancer de mama em pacientes diagnosticadas.

Palavras-chave: Gene TP53; Gene HER-2; Cancer de mama; Macap4@; Brasil.




ABSTRACT

Introduction: The polymorphisms Arg72Pro (rs1042522) of the TP53 gene and
lle655Val (rs1136201) of the HER2 gene have been linked to susceptibility to
different types of cancer and several studies show their association with a higher risk
of developing breast cancer. Objective: To investigate the association of Arg72Pro
and lle655Val polymorphisms with the risk of developing breast cancer in women
from the city of Macapd, located in the Legal Amazon region, northern Brazil.
Material and Methods: 80 DNA samples from women with breast cancer and 83
DNA samples from women without the disease were analyzed. Collected at the
Cancer Prevention Institute of Amapa Joel Magalhdes - IJOMA and at the High
Complexity Oncology Unit (UNACON) of the Hospital de Clinicas Dr. Alberto Lima.
Molecular analyzes were performed using the polymerase chain reaction restriction
fragment length polymorphism technique (PCR-RFLP). Statistical analyzes to
investigate allelic and genotypic frequencies were performed using the R software for
the chi-square (X2) and logistic regression by odds ratios (ORs) tests, where a P
value less than 0.05 was defined as statistically significant. Results and discussion:
The genotypic frequencies for the TP53 gene genotypes were: Arg / Arg 23.7%, Arg /
Pro 47.5% and Pro / Pro 28.5% in patients and in controls were Arg / Arg 69.8 %, Arg
/ Pro 19.2% and Pro / Pro 10.8% (X2 = 34,798, p = <0.0001). For the HER-2 gene,
the frequency of the genotypes lle / lle, lle / Val and Val / Val, respectively, was
82.5%, 17.5% and 0% in patients and 75.9%, 20.4 % and 3.6% in controls (X2 =
63,076, p = <0.0001). The TP53 Arg72Pro and HER-2 Ille655Val gene
polymorphisms were statistically associated with the risk of developing breast cancer
in women in the city of Macapa. The homozygous Val / Val genotype of the HER-2
gene was not observed in the analyzed samples. Conclusion: This study found a
significant association between the Arg / Pro and Pro / Pro genotypes for the
rs1042522 polymorphism in the TP53 gene and the lle / Val genotype for the
rs1136201 in the HER-2 gene and the risk of developing breast cancer, suggesting
the possibility of using these polymorphisms as a tool to assist in predictive tests for
the evolution of breast cancer in diagnosed patients.

Keywords: Gene TP53; Gene HER-2; Breast cancer; Macapa; Brazil.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama, assim como 0s demais canceres, possui origem
multifatorial onde fatores genéticos estdo intimamente ligados ao seu
desenvolvimento. De maneira geral, o cancer de mama tem origem familiar — Cancer
de mama familiar (CMF) — ou esporadica, tendo o CMF cerca de 5 a 7% dos casos
enquanto 93 a 95% tem origem esporadica. Ou seja, a suscetibilidade a fatores
ambientais e hébitos de vida sdo fatores extremamente importantes para o
desenvolvimento desses canceres (RENAULT, 2017).

O gene TP53 esta localizado no cromossomo 17p17.1 (NCBI, 2019). Esse
gene codifica uma fosfoproteina nuclear chamada p53 em consequéncia do seu
peso molecular de 53 KiloDaltons (kDa), que € uma proteina supressora de tumor e
responde a diversos estresses celulares para regular a expressado dos genes-alvo,
induzindo assim a parada do ciclo celular, apoptose, senescéncia, reparo do DNA ou
alteracées no metabolismo (LANE; CRAWFORD, 1979; GOTTLIEB, 2010). Este
gene estd ligado ao desenvolvimento de canceres. Mais de 50% dos tumores
humanos adquirem uma mutacdo ou exclusdo do gene TP53 durante sua
progressao (St. Jude Children’s Research Hospital, 2020).

O receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER-2) € um
importante fator prognéstico e preditivo no cancer de mama (CHEN et al., 2011,
BORGES et al., 2013). O HER-2 é um proto-oncogene, membro da familia dos
fatores de crescimento epidérmico, esta localizado no cromossomo 17¢.12 e codifica
um produto proteico de 185 kDa, um receptor transmembrana com atividade de
tirosina-quinase (YARDEN et al., 2001, BORGES et al., 2013).

No cédon 655 do HER-2 ocorre a substituicdo da isoleucina (ATC) por valina
(GTC), polimorfismo no dominio transmembranar, identificado como rs1136201 e
associado ao risco de desenvolvimento de céncer de mama (ABDRABOH et al.,
2013), aumentando significativamente a tumorigénese do cancer. Em virtude disso,
genotipos especificos no HER-2 estdo associados a maior agressividade, pior
prognostico, menor sobrevida livre de doenca, rapido crescimento tumoral, aumento
do risco de recorréncia apOs cirurgia, resisténcia a terapia hormonal e pouca

resposta a quimioterapia convencional (BORGES et al., 2013).
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Diante do exposto, neste estudo foi analisado o DNA extraido de amostras
de sangue periférico de 80 mulheres com diagnéstico de cancer de mama e 83
mulheres saudaveis com o objetivo de investigar a associacdo entre o polimorfismo
TP53 do codon 72 e HER-2 do codon 655 e o risco de cancer de mama na cidade de

Macap&/AP.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a correlacdo entre 0s genotipos dos polimorfismos Arg72Pro
(rs1042522) no gene TP53 e lle655Vval (rs1136201) no gene HER2 com o

desenvolvimento do cancer de mama na cidade de Macapa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizacdo das técnicas moleculares de PCR, PCR-RFLP para identificagdo
dos polimorfismos Arg72Pro (rs1042522) e lle655Val (rs1136201) nos genes
TP53 e HERZ2, respectivamente.

e Testar estatisticamente a hipotese da relacdo dos polimorfismos Arg72Pro
(rs1042522) e lle655Val (rs1136201) com o desenvolvimento do cancer de mama
em mulheres amapaenses.

e Comparar a significAncia biol6gica e estatistica dos resultados obtidos com
outros trabalhos encontrados na literatura.

15



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 O CANCER

Atualmente os canceres sao entendidos ndo apenas como massas insulares
de células em proliferacdo descontrolada como descritas por Willis e colaboradores
em 1952, mas sim, como tecidos altamente complexos compostos por diversos tipos
celulares que participam de interacbes heterotipicas, que formam um
“microambiente tumoral’ necessario para o seu desenvolvimento (HANAHAN;
WEINBERG, 2020).

Os canceres formam um conjunto de doencas altamente complexas e com
origem multifatorial. Os niveis evolutivos para que uma célula saudavel dé origem a
um cancer sdo diversos e inconstantes, e dependem de vérios fatores intrinsecos
como localizacdo, estado imunoldgico do paciente e fatores hereditarios e fatores
externos como exposicao a fatores carcinogénicos (CHAMMAS, 2013).

Conceitualmente a carcinogénese pode ser dividida em quatro etapas:
iniciacdo do tumor, promocao, conversdo maligna e progressao, onde a metastase
encontra-se como extensédo da ultima etapa (AINSLEY, 2003).

O processo de iniciacdo do cancer demanda de interacfes entre fatores
exdégenos como agentes carcinogénicos (quimicos - industrializados, fisicos -
radiacdes e bioldgicos - virus) e enddgenos como a suscetibilidade individual, idade,
estado hormonal, de forma que tais fatores levam a um aumento do estresse
oxidativo podendo assim gerar danos ao DNA desencadeando o processo de
formacdo do tumor. Em organismos nao susceptiveis ocorre a manutencdo da
capacidade celular de responderem a essas injurias sofridas (NAGAI,2013).

A promocgado ocorre ap0s uma alta taxa de acumulo de mutacbes e a
expansao clonal de células ja iniciadas ocorre, por consequéncia, o aumento da
populacdo de células de estdo em risco de novas alteracbes. Os agentes promotores
sao substancias ou fatores caracterizados por sua capacidade de reduzir o periodo
de laténcia para a formacao do tumor apds a exposi¢cao de um tecido a um iniciador
(AINSLEY, 2003).

A conversdo maligna é a transformacdo de uma célula pré-neoplasica em

outra que expressa o fenotipo maligno. Um fato interessante € que se um agente
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promotor for descontinuado antes que o processo de conversdo maligna ocorra as
lesbes pré-neoplasicas ou benignas podem regredir. Porém quando a transformacéo
acontece a taxa de proliferacdo encontra-se acelerada, e o processo é mediado pela
ativacdo de proto-oncogenes e pela inativacdo de genes supressores tumorais. A
progressdo se caracteriza pela expressdo do fendtipo maligno e a tendéncia das
células malignas a adquirirem caracteristicas mais agressivas. Essa fase é
caracterizada pela irreversibilidade das alteracbes genéticas apresentadas pelas
células (AINSLEY, 2003).

Dessa forma, essas doencas sdo caracterizadas por apresentar cunho
genético e multifatorial originada a partir da interacédo de diversos fatores genéticos e
ambientais. Que resultam em um acumulo de mutacdes em genes de importancia na
regulacdo do ciclo celular. Esse acumulo de mutacbes que levam ao
desenvolvimento de fendtipos mutantes e da selecao clonal demandam, além da
exposicdo a carcindgenos e fatores predisponiveis, de tempo para a evolucdo desde
a iniciacdo a neoplasia maligna propriamente dita (HANAHAN; WEINBERG, 2020).

Eles estdo entre os principais problemas de salde publica do mundo e esta
entre as principais causas de mortes prematuras na humanidade (antes dos 70
anos). Tal aumento pode ser justificado pelo aumento da populacdo mundial, maior
expectativa de vida da populacdo de maneira geral, que causa um envelhecimento
populacional, além de fatores relacionados ao ambiente como habitos de vida e
alimentagao (INCA,2020).

3.2 CANCER DE MAMA

Os canceres de mama sdo causados resumidamente pelo crescimento
anormal e desordenado de células do tecido mamario. Surgindo nas células
epiteliais dos ductos (85%) ou lI6bulos mamarios (15%) (OMS,2020). Se apresentam
em varios tipos, formas de evolugcdo e graus de agressividade que dependem de
fatores intrinsecos e extrinsecos (BRASIL, 2018), sendo assim, a histdria natural e o
progndéstico variam consideravelmente de paciente para paciente (MARGOLESE,
2003). O cancer de mama (CM) é o tipo de cancer mais incidente entre a populacao
feminina em todo o mundo, seja em paises desenvolvidos ou subdesenvolvidos. E

considerado um cancer com relativo bom prognéstico quando diagnosticado e
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tratado precocemente, porém quanto mais tardiamente é diagnosticado, geralmente
mais dificil se torna o sucesso do tratamento.

A idade é o principal fator de risco para o cancer de mama feminino, as
taxas de incidéncia aumentam rapidamente até os 50 anos e, posteriormente, esse
aumento ocorre de forma mais lenta. Outros fatores de risco estabelecidos incluem
aqueles relacionados a vida reprodutiva da mulher (menarca precoce, nuliparidade,
idade da primeira gestacdo a termo acima dos 30 anos, uso de anticoncepcionais
orais, menopausa tardia e terapia de reposi¢cdo hormonal), histéria familiar de cancer
da mama, alta densidade do tecido mamario, obesidade, urbanizacao e elevacéo do
status socioecondémico, entre outros (BRASIL, 2018).

O CM tem seu prognostico e tratamento definidos pela localizagéo, idade de
apresentacao e estadiamento, e ainda fatores de risco que levam em consideracao
critérios histopatolégicos, biologicos e, mais recentemente, moleculares e genéticos
(BRASIL, 2018). O estadiamento do CM (aspectos, localizacdo, disseminacao,
alteracdo de funcéo de outros 6rgéaos) no Brasil é feito através do sistema TNM da
American Joint Comitee on Cancer (VIEIRA; JUNIOR; MENDES, 2017). Esse
sistema utiliza trés critérios para avaliar o cancer, que sao o proprio tumor, 0s
linfonodos ao redor do tumor, e se houve disseminacgéo para outras partes do corpo
(HORTOBAGY!I et al., 2018).

De maneira geral o cancer de mama tem origem familiar (CMF) ou
esporadica. Onde, da totalidade de casos, de 5 a 7% sdo CMF e 93 a 95% tem
origem esporadica, ou seja, a suscetibilidade a fatores ambientais e hébitos de vida
sdo fatores extremamente importantes para o desenvolvimento desses canceres
(RENAULT, 2017).

No cancer de mama esporadico o0 aparecimento da-se entre os 65 anos e 0s
80 anos de idade (LACROIX; LECLERCQ, 2005). No cancer de mama familiar os
individuos sdo mais afetados pelo cancer de mama do que o esperado na populacéo
geral, a idade de aparecimento de cancer ronda os 55 e os 70 anos de idade,
nessas familias a possibilidade de disseminacdo de genes herdados para a
predisposicao genética contribuindo para o cancer de mama familiar € maior, além
de outros fatores externos (MORAIS, 2016; LACROIX; LECLERCQ, 2005).

A grande diferenca entre um individuo com cancer hereditario e um individuo
com cancer de mama esporadico € que, no primeiro, herda-se estas alteracdes

genéticas dos progenitores em genes de importancia no reparo de danos ao DNA,
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Ou seja, no seu organismo e em todas as suas células, estdo presentes as mutacdes
germinativas (herdadas) para aquele determinado gene que podem implicar uma
maior suscetibilidade ao desenvolvimento de um processo carcinogénico
(OSBORNE, WILSON E TRIPATHY, 2004).

N&o se verifica heranga genética alterada no cancer de mama esporadico
(90% a 95% dos casos de cancer de mama). As mutacdes genéticas para aquele
determinado gene, no caso de ser um cancer esporadico, ocorrem de uma causa
espontanea, aparecendo, Unica e exclusivamente nas células alteradas, ou seja, nas
células tumorais, enquanto as restantes células do organismo possuem um material
genético livre de alteracdes. A estas alteracdes de ocorréncia espontanea da-se o
nome de mutac¢des somaticas (LACROIX; LECLERCQ, 2005).

Héa evidéncias que a incidéncia de cancer em individuos que possuem em
seu material genético, mutacbes germinativas, € maior e mais precoce. E importante
que os rastreios de diagndéstico de cancer de mama sejam mais cedo, de forma a
prevenir e a diagnosticar o mais precoce possivel. Se o tratamento for administrado
no inicio de um tumor, este é mais suscetivel aos farmacos, e a hipétese de cura é
mais provavel (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2013).

3.2.1 Epidemiologia do cancer de mama

O cancer de mama é a neoplasia maligna mais incidente entre mulheres ao
redor do mundo. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2020 cerca
de 2,3 milhdes de mulheres foram diagnosticadas com cancer de mama e 685 mil
mortes no fim deste ano. Tendo um total de 7,8 milhdes de mulheres vivas com
diagnéstico de cancer de mama nos ultimos 5 anos, se tornando assim, o cancer
mais prevalente do mundo.

No Brasil, segundo o INCA € o tipo de céncer mais incidente nas mulheres
em todas as regides (exceto cancer de pele ndo melanoma). “As taxas sdo mais
elevadas nas regides mais desenvolvidas (Sul e Sudeste) e a menor é observada na

regidao Norte. Em 2021, estima-se que ocorrerdao 66.280 casos novos da doenga’.

3.2.2 O céancer de mama no Estado do Amapa
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O Estado do Amapa esta localizado na regido Norte do Brasil, possuindo
uma érea territorial de 142.470,762 km? e uma populagcdo estimada de 861.773
habitantes, possuindo um indice de Desenvolvimento Humano-IDH de 0,708.

Nos anos de 2016-2017 foram diagnosticados oficialmente 82 novos casos
no Estado do Amapé segundo dados da Secretaria de Estado da Saude (SESA)
baseado nos tratamentos realizados na Unidade de Alta complexidade em Oncologia
do estado (UNACON).

Um dos maiores problemas, que afeta os niumeros reais de novos casos em
estados subdesenvolvidos como o Amap4, € a falta de aparato e estrutura para um
correto diagnostico, acolhimento e tratamento com dignidade para essas pacientes,
uma vez que os profissionais acabam trabalhando com o minimo possivel para o
atendimento de casos suspeitos de cancer. Onde os proprios profissionais de saude
indicam centros de referéncia fora do estado do Amapa para o correto diagnostico
dessas mulheres, o que acarreta uma subnotificagcdo no estado.

Apesar de os dados ndo abrangerem os valores reais de pacientes do
Estado, segundo o INCA a estimativa de casos para 2019 no estado para o cancer
de mama foram de 50 novos casos para cada 100 mil mulheres. Levando em
consideracdo os numeros de habitantes do IBGE para o ano de 2018 de 829.494
habitantes, sendo destes aproximadamente 51,5% do sexo feminino
(aproximadamente 427.189 mulheres), em estimativas serdo diagnosticadas
aproximadamente 213 mulheres até o final do ano de 2019 seguindo 0s ndmeros
estimados disponibilizados pelo INCA (2019).

O numero de casos de Céancer de mama no sexo masculino nao foi
apresentado por nenhuma das instituices oficiais pesquisadas. Pelo INCA sao
contabilizados apenas canceres de mama femininos. Fato esse que nao exclui a
possibilidade de ocorréncia de casos, mesmo que as taxas de incidéncia em homens
serem muito baixas (1% do total de casos) (BRASIL, 2019).

3.2.3 Subtipos moleculares de cancer de mama

Existe uma classificacdo molecular para o cancer de mama, essa analise €
feita através de exame imuno-histoquimico do material biopsiado. A classificacédo

molecular possui divergéncia entre os subtipos. Alguns marcadores podem ser ao
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mesmo tempo prognosticos e preditivos, como 0s receptores hormonais e a
amplificacdo e/ou super expressdo do receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2), entre os subtipos moleculares estdo, luminal A, luminal
B, Fator de Crescimento Epidérmico Humano 2 - HER2, Basaloide ou Basal-Like e
Claudin-low (BC CANCER AGENCY, 2014b).

O subtipo molecular luminal A, que representa cerca de 60% dos casos dos
carcinomas de mama, apresenta, em relacdo aos demais, o melhor prognostico. Na
sua maioria, sdo tumores que apresentam receptor de estrogénio positivo e baixo
grau histolégico (WEIGEL, 2010). Classificam-se como luminais A 0s tumores
positivos para receptor de estrogénio (RE) e/ou receptor de progesterona (RP), e
negativos para amplificacéo e/ou superexpressédo de HER2 (CIRQUEIRA, 2011).

Os tumores do subtipo luminal B exibem, em sua maioria, receptores
hormonais positivos, embora por vezes esses sejam expressos em baixos niveis e
ndo raramente apresentem alto indice proliferativo. S&o caracterizados por
expressarem genes associados ao HER2 e a um maior nimero de genes de
proliferacdo celular, que incluem a expressdo de genes MKI67 (Ki-67), CCNB1 e
MYBL2. Seu maior indice de proliferacdo celular traz consigo um pior progndstico
em relagdo aos tumores luminais A (SORLIE, 2003.; CIRQUEIRA, 2011). A
expressdo de RE, RP, HER2 e mais recentemente a utilizacdo do indice do Ki-67,
distinguem o subtipo luminal A do luminal B (CHEANG, 2009).

O subtipo luminal B foi significativamente associado a um maior risco de
recorréncia e a uma menor sobrevida livre da doenca especifica em todas as
categorias de tratamento adjuvante sistémico (CHEANG, 2009) e, ainda, associado
a maior possibilidade de resisténcia ao tamoxifeno, demonstrando se beneficiar mais
do que o subtipo luminal A de quimioterapia associada a antiestrogénicos
(KENNECKE, 2010).

O luminal B pode ser classificado em dois subtipos, pode ser caracterizado
por expressar positivamente o receptor de estrogénio e negativamente o HER2, no
entanto pode expressar positivamente ambos os marcadores, ER e HER2. Ao
contrario do que acontece com o luminal A, os valores de Ki-67 estdo aumentados,
originando uma maior proliferacdo e um pior prognostico clinico da doenga com este
subtipo (MORAIS, 2016)

O subtipo superexpressdao de HER2, como o proprio nome indica, possui

elevada expressdo da oncoproteina HER2, porém apresenta negatividade para
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receptores hormonais (CIANFROCCA, 2004). Esse subgrupo possui o0 segundo pior
prognéstico em relagdo aos demais. Pacientes com diagndstico priméario de
carcinoma de mama e com superexpressao de HER2 possuem um pior prognéstico
em relacdo aos pacientes que ndo apresentam essa amplificacdo génica. Assim
sendo, justifica-se a incorporagcédo do status de HERZ2, juntamente com o status de
outros fatores prognosticos, a uma deciséo clinica sobre a prescricdo de qualquer
terapia adjuvante sistémica; entretanto, a utilizacdo de terapia alvo-especifica
(trastuzumabe), melhora acentuadamente o prognostico dessas pacientes (RAKHA,
2010).

A positividade de HER2 parece estar associada relativamente, mas ndo em
absoluto, a resisténcia as terapias endocrinas. Esse efeito pode ser especifico para
as terapias moduladoras seletivas do receptor de estrogeno, como o tamoxifeno, e
talvez ndo para terapias de deplecdo de estrogénio, como os inibidores de
aromatase, utilizados em mulheres apés a menopausa (WOLFF, 2007).

O HERZ2 positivo representa cerca de 15 a 20% dos casos totais de cancer
de mama, é caracteristico pelo elevado valor de expresséo do gene HER2. E um
subtipo com uma capacidade proliferativa bastante elevada, em que cerca de 40%
dos casos apresenta mutacdes no gene TP53 (EROLES et al.,, 2012; American
Cancer Society, 2019).

O subtipo basaloide, caracterizado pela expressdo de varios genes
expressos em células basais/mioepiteliais, demonstra padrdo progndéstico mais
reservado, associado a menor sobrevida livre da doenga e a menor sobrevida global
(CHEANG MCU, 2008). Apresenta negatividade tanto para os receptores hormonais,
guanto para a superexpressdao de HER2. Esses pacientes com esse perfil, ndo se
beneficiem do uso do trastuzumabe, nem de terapias hormonais, como o tamoxifeno,
e nem dos inibidores de aromatase (IRVIN; CAREY, 2008).

Devido a auséncia de imunomarcacdo de RE, RP e HERZ2, tumores
basaloides sao ainda chamados por alguns autores de “tumores triplo-negativos”
(TTN), no entanto, sabe-se que parte dos tumores triplo-negativos ndo se equivalem
aos basaloides, podendo ser mais bem descritos como “tumores triplo-negativos néo
basaloides (KENNECKE, 2010; RAKHA, 2010).

O subtipo Claudin-low representa entre 12 e 14% de todos os casos de
cancer de mama, apresenta um mau prognostico, uma proliferacdo genética

elevada, associada a mutacbes em genes como o TP53. Caracteristicamente, este
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subtipo ndo tem um mau progndostico associado a elevada proliferacéo celular, uma
vez que a taxa de expressao de genes relacionados com a proliferagéo celular neste
subtipo de cancer de mama € baixa (American Cancer Society, 2019).

3.3 BASE GENETICA DO CANCER

Atualmente é aceito que o surgimento de neoplasias malignas se d& por
meio de estagios multiplos nos quais mutacdes somaticas e germinativas levam a
selecdo clonal de descendentes variantes com propriedades de crescimento
acelerado e agressivo (PARK; VOGELSTEIN, 2003).

O papel de mutacdes de origem germinativas no desenvolvimento do cancer
foi proposto pela primeira vez por Baveri (1929), em ovos fertilizados de ouricos-do-
mar por dois espermatozoides, ele observou divisdes mitéticas anormais que
levavam a perdas cromossdmicas e resultavam no crescimento anormal das
gastrulas com massas teciduais atipicas. Tal fato na época ndo apresentou grande
repercussao principalmente pela falta de suporte experimental, em sua hipétese
Baveri dizia que o cancer surgia a partir de aberracdes celulares que produziam
células anormais.

A grande maioria das mutagdes que levam a processos carcinogénicos séo
as de origem somatica, ou seja, sdo mutagcdes que se iniciam em linhagens celulares
especificas, e que embora apenas uma pequena por¢cdo de mutacdes tenham
origem germinativas, estas predispdem ndo apenas o individuo ao cancer, mas
também podem ser transmitidas as geracfes futuras (PARK; VOGELSTEIN, 2003).
E importante salientar que as mutacdes somaticas sdo parte do processo de
envelhecimento e ocorrem em todo o ciclo de vida dos organismos, sejam
espontaneamente ou por respostas a estresses externos, o desenvolvimento de
processos neoplasicos se da pela falha de genes e processos relacionados ao
controle do ciclo celular (MILES; TADI, 2021).

Os genes gue codificam as proteinas que participam do ciclo associado ao
cancer sao conceitualmente divididos em proto-oncogenes e genes supressores de
tumor (WESTON; HARRIS, 2003). Sendo tanto proto-oncogenes quanto genes
supressores tumorais o0s alvos de mutacbes para desencadeamento do
desenvolvimento do processo carcinogénico (PARK; VOGELSTEIN, 2003).
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Os proto-oncogenes e 0S genes supressores tumorais sdo estruturas
altamente conservadas durante a evolugdo podendo ser encontradas desde
leveduras até o homem. Os oncogenes sao a forma ativa dos proto-oncogenes e
podem ser classificados de acordo com as fun¢des de seus produtos de codificacéo,
como receptores de tirosino-quinases, proteinas adaptadoras, segundo mensageiro,
proteinas ativadas por mitdgenos e fatores de transcricdo (NAGAI, 2013).
Resumidamente oncogene € qualquer gene que codifique proteinas que participem
do mecanismo de transformacéo celular ou inducdo de céancer, atuando nas vias
positivas do ciclo celular (LODISH et al., 2000).

A conversdo de proto-oncogenes em oncogenes pode ocorrer por
mecanismos como translocacfes, amplificacdo génica, mutacdes e eventos
epigenéticos. Nos genes supressores tumorais as mutacdes que levam ao processo
carcinogénico sao as que acarretam na reducdo das atividades, inatividade ou perda
de funcao dos codutos de codificacdo desses genes (NAGAI, 2013).

3.3.1 Ciclo celular e pontos de checagem

Na divisdo celular uma célula prestes a se dividir € denominada célula mae e
os produtos dessa divisdo sdo chamados de células filhas. A duracgdo do ciclo celular
varia nos diferentes tipos celulares, de minutos (em células embrionarias) até meses
(em células de organismos adultos) (SNUSTAD, 2017).

Em diversas fases do ciclo celular ocorrem pontos de checagem (chekpoint)
onde é verificado se a divisdo continuard ou ndo. Dentre os pontos de checagem,
destacam-se os trés mais relevantes, que sdo ponto G1, G2 e M. O ponto G1 é o
principal, uma vez que ele ocorre antes da duplicacdo do material genético; dentre
os fatores relevantes neste ponto estdo o tamanho da célula, reserva energética
para a divisdo, sinais moleculares (como sinalizacdo e fatores de crescimento) e
integridade do DNA. No ponto de checagem G2, é verificada a integridade do DNA e
0 processo de replicagcao, para saber se durante a fase S o DNA foi completamente
duplicado, se erros ou danos sdo detectados e a célula ira pausar e permitir que
reparos sejam feitos. Se forem detectados problemas com o DNA, o ciclo celular

interrompido e a maquinaria celular tenta reparar o dano, caso o0 dano seja
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irrepardvel a célula pode sofrer apoptose, que é a morte celular programada
(PICKUP; MOUW; WEAVER, 2014).

O terceiro ponto de checagem € o Spindle checkpoint, conhecido como
ponto de checagem M ou do fuso. Nesse ponto sdo examinadas se todas as
crométides irma estdo corretamente ligadas aos microtubulos do fuso, se um
cromossomo esta em um lugar errado a célula ird pausar a mitose permitindo que o
fuso capture o cromossomo perdido (PICKUP; MOUW; WEAVER, 2014).

Além dos checkpoints, existem ainda grupos de moléculas que regulam o
ciclo celular, fazendo isso de duas maneiras, uma regulacédo positiva ou regulacéo
negativa. As moléculas reguladoras podem agir individualmente ou podem
influenciar a atividade ou producao de outras proteinas reguladoras, portanto, a falha
de um unico regulador pode ter quase nenhum efeito no ciclo celular, especialmente
se mais de um mecanismo controlar o mesmo evento. Por outro lado, o efeito de um
regulador deficiente ou nao-funcional pode ser amplo e possivelmente fatal para a
célula se varios processos forem afetados (KHODJAKOV; RIEDER, 2009).

Quando fatores como a presenca de mutacdes, polimorfismos herdados,
acao de agentes mutagénicos e erros nos processos de reparo do DNA ocorrem em
conjunto pode da-se inicio a algum tipo processo carcinogénico.

Atualmente, sabe-se que mutacdes em aproximadamente 21.000 genes sdo
responsaveis pelo crescimento anormal da célula, resultando no céncer, isso devido
a erros acumulados durante o ciclo e divisdo celular. Tais genes de suscetibilidade
codificam componentes proteicos das vias de sinais de transducdo, que agem de
forma conjunta para o reconhecimento de sinais externos — como os fatores de
crescimento pelos receptores de superficies das células — até a ligacdo e ativacéo
do promotor nas regifes potenciadoras ao longo dos 24 pares de cromossomos
humanos (WATSON, 2013).

Entre as diversas moléculas reguladoras do ciclo celular estdo as ciclinas e
as cinases dependentes de ciclinas (CDKs), que sédo consideradas reguladoras
positivas do ciclo celular, uma vez que induzem vias positivas para a proliferacao
celular (MARTINEZ-CARPIO; NAVARRO, 2003). Em contrapartida, existem
moléculas que realizam o controle negativo do ciclo celular, onde estéo inseridas as
proteinas reguladoras negativas (BORGES-OSORIO; ROBSON, 2013) essas
moléculas sdo ativas por fosforilacdo e alteracdes de conformagdo quando ocorre
dano ao DNA (NORBURY; NURSE, 1992; HIRAO et al., 2002).
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Os genes que codificam tais moléculas apresentam grande importancia, uma
vez que seus produtos desempenham papeis necessarios no reparo de danos ao
DNA, preservando a integridade do genoma durante o ciclo celular. Por isso uma
mutacdo que provoca alteracdo na funcéo da proteina, poderia modular o risco para
desenvolvimento de cancer (APOUSTOLOU; FOSTIRA, 2013).

3.4 GENES DE INTERESSE PARA O ESTUDO

Os genes escolhidos para esse estudo estdo envolvidos em etapas de
regulacdo do ciclo celular TP53 supressores tumorais (vias negativas), ou
participando de vias positivas da proliferacdo como o HER2 que é um receptor e

sinalizador para progresséao do ciclo celular.

3.4.1 Gene Tumor proteina p53 — TP 53

O gene esté localizado no cromossomo 17 brago curto na posi¢cdo 13.1
(17p17.1) (Figura 1) (NCBI, 2019), possui 20 Kb e é composto por 11 éxons (Figura
X), sendo o primeiro ndo-codificante, e altamente conservado, apresentando

homologia estrutural entre diferentes espécies (ALMEIDA et al., 1999).

Figura 1 — Localizagdo cromossémica do gene TP53.
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Fonte: NCBI (2019)

Esse gene codifica uma fosfoproteina nuclear chamada p53 (Figura 2) em
consequéncia do seu peso molecular de 53 KiloDaltons (kDa). Essa fosfoproteina é
supressora de tumor que responde a diversos estresses celulares para regular a
expressao dos genes-alvo, induzindo assim a parada do ciclo celular, apoptose,
senescéncia, reparo do DNA ou alteragbes no metabolismo. Essa proteina foi
descrita pela primeira vez em 1979, associada a células transformadas pelo virus
SV40 estando associada ao seu antigeno T (LANE; CRAWFORD, 1979).
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Figura 2 — Estrutura da proteina P53.

5'UTR

A
5| e

S3125 |
J

26.32 126106 | [ 225291

Rsscseed

[—] Coding region of TP53 gene (exons 2 to 11)

B UTR region (untransiated region)

1-393 aminoacids residues (represented at each exon)

Fonte: Adaptado de St. Jude Children’s Research hospital (2019).

A proteina p53 € expressa em baixa quantidade na maioria dos tecidos,
porém quando ocorre processos de estresse oxidativos indicando possiveis danos
ao DNA essa proteina € ativa e se acumula na célula (PLUQUET; HAINAUT, 2001).

Mutacfes de p53 podem levar ao crescimento de proteinas com alteracdes
conformacionais, funcionalmente defeituosas, que tém uma meia vida maior em
relacdo a proteina p53 selvagem (YAN et al., 1996). Mais de 50% dos tumores
humanos adquirem uma mutacdo ou exclusdo do gene TP53 durante a progressao
do tumor (St. Jude Children’s Research Hospital, 2019).

MutacBes nesse gene estdo associadas a uma variedade de céanceres
humanos, incluindo canceres hereditarios, como a sindrome de Li-Fraumeni (NCBI,
2019b).

Acredita-se que a sindrome de Li-Fraumeni (SLF) € responsavel por
aproximadamente 1% do cancer de mama geral. Quase um terco dos casos de CM
relacionados a SLF ocorrem antes dos 30 anos e a maioria ocorre aos 50 anos
(RICH et al., 2015).

O polimorfismo de interesse é conhecido como Arg72, Arg72Pro ou R72
(rs1042522) ocorre no gene TP53, éxon 4 mais especificamente no cédon 72. O
cédon 72 do gene TP53 codifica um aminoacido Arginina (CGC) e uma Prolina
(CCC), correspondendo a uma sequéncia Arg/Pro em alelo selvagem. Alelos
mutantes sao originados a partir de uma substituicdo de bases (G/C) resultando em
uma alteracdo da estrutura primaria da proteina (Arg/Arg) (THOMAS, 1999; TADA,
2001; BOJESEN, 2008).
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Essas alteracfes ocorrem pelo aminoacido Arginina ser encontrado em uma
regido hidrofébica da proteina, contribuindo com sua conformacéo espacial, com
isso a ligacdo ao DNA pode ser afetada, logo, se ocorre processo de substituicdo de
um aminoacido Arginina por um Prolina a conformacdo pode ser alterada.
Interferindo assim no ciclo celular, apoptose e reparo do DNA (MCGRAW et al.,
2015).

Pela complexidade de funcdes relacionadas ao gene TP53, mutacdes que
atingem tal gene, podem estar envolvidas em diversas alteracbes patoldgicas.
Observou-se a relacdo entre o polimorfismo ARg72Pro com doencas coronarianas
(CAAMANO, 2009), lipus eritematoso sistémico no Brasil (GONCALVES, 2015) e
em populacdo chinesa (YANG, 2017). E mais classicamente, tem-se relacionado
esta variante com alguns tipos de céancer, como Leucemia Linfoblastica aguda
infantil (DO et al.,, 2009), cancer de bexiga (LIN et al., 2013), retinoblastoma
(ANAYA-PAVA et al.,, 2017), nefroblastoma (FU et al.,, 2017), adenoblastoma
hipofisario (YAGNIK et al., 2017).

3.4.2 Gene Receptor de Fator de Crescimento Epidérmico Humano 2 (HER-2)

O HER2 est4 localizado no cromossomo de numero 17 no braco longo na
posicdo 12 (17q9l2) (Figura 4). Este gene codifica um membro da familia de
receptores tirosina-quinases para fator de crescimento epidérmico (EGF) também
chamado de receptor ERBB2 (humano), CD340 (Cluster de diferenciacdo 340). A
superexpressao deste gene tem sido relatada em varios canceres, incluindo tumores
da mama e do ovario (NCBI, 2019a).

Figura 3 — Localizacdo cromossémica do gene HER-2.
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Fonte: NCBI (2019)

O produto desse gene faz parte de da familia de receptores para fatores de
crescimento epidérmico, ao todo fazem parte dessa familia quatro receptores
homologos: HER-1 ou ErbB1, HER-2 ou ErbB2, HER-3 ou ErbB3 e HER-4 ou ErbB4
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(VALERO; ALVAREZ, 2013). Essa familia de receptores tem como ligantes o fator
de crescimento epidérmico e outras moléculas com semelhanca estrutural, sendo
essencial para o desenvolvimento de 0Orgdos e sistemas, porém em sua
superexpressdo esta ligada ao mau prognéstico de diversos tumores (MARMOR et
al., 2004).

Esse receptor € composto por uma por¢cao extracelular (onde esta presente
seu sitio de ligacdo), uma porcdo transmembrana e um dominio citoplasmatico
tirosino-quinase (SANCHES; SILVA, 2008). O dominio intracelular do receptor HER2
possui atividade tirosino-quinase que regula aspectos importantes da fisiologia,
crescimento e diferenciacdo celular. Os dominios extracelulares desse receptor
interagem com outros membros da familia (EGFR, HER 3 e HER 4) funcionando
entdo como um co-receptor. Sugere-se que o papel principal do HER 2 é modular
sinais apos a ligacdo a outros receptores da familia (BURSTEIN; PH, 2005).

O HER-2 é um proto-oncogene e a amplificacdo de sua expressao foi
relatada pela primeira vez por Slamon et al. 1987 em um estudo de 189 carcinomas
primarios de mama humano. Os resultados apresentados revelaram que 30% das
amostras apresentaram amplificacdo no gene, onde tumores com alteracdes nesses
receptores apresentam uma evolugdo mais agressiva, com pior evolucao clinica para
seus portadores.

A sua superexpressao € suficiente para induzir a célula a uma transformacao
neoplasica, e estd presente em cancer de mama invasivo e metastatico, lesdes pré-
neoplasicas, carcinoma mamario in situ, e diversas neoplasias (MENENDEZ;
VELLON; LUPU, 2004). Do total de casos de CM, de 15 a 20% apresentam
superexpressdo da proteina HER-2, sdo entdo chamados HER-2 positivo, essa
condicdo é considerada do tipo de pior progndstico, uma vez que confere a célula
cancerigena um comportamento mais agressivo, com aumento do crescimento e
proliferacéo, maior capacidade de invaséo e metastase (CONITEC, 2017)

Os receptores HER-2 séo alvo de diversos agentes quimioterapicos, que por
meio de divisdo terapéutica podem ser divididos em duas classes principais: 0s
anticorpos monoclonais (trastuzumabe, pertuzumabe, cetuximabe) que se ligam as
regides extracelulares do receptor interferindo na funcéo de ligacdo de fatores de
crescimento; a segunda classe apresenta como alvo a inibigdo da tirosino-quinase,

inibindo assim a cascata que culminaria em processos transcricionais proliferativos
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como exemplos tem-se o lapatinipe, neratinibe, canertinibe (VALERO; ALVAREZ,
2013).

Em mulheres com céncer de mama metastatico HER-2 positivo, 0
tratamento objetiva a melhora da qualidade de vida e o prolongamento da sobrevida,
com a utilizacdo de terapias que incluem quimioterapia, hormonioterapia, além de

terapia alvo (que ataca especificamente as células cancerigenas) (CONITEC, 2017).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE COLETA DE AMOSTRAS

As amostras foram coletadas no Instituto de Prevencdo do Céancer do
Amapa Joel Magalhdes — IJOMA, localizado na Avenida Dr. Silas Salgado, N° 3586,
bairro Alvorada, Macapa/AP e na Unidade de Alta Complexidade em Oncologia
(UNACON) do Hospital de Clinicas Dr. Alberto Lima (HCAL), localizado na Avenida
FAB, n° 70, no bairro Central de Macapa/AP.

A andlise das amostras foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular e
Biotecnologia (BIOMOL) da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) do curso de
Ciéncias Biologicas, que fica localizado na cidade de Macapa.

4.2 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi enviando para a apreciacdo dos membros do Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amapa — CEP UNIFAP, com o
parecer de Aprovado e registrado com o numero CAAE 07398519.3.0000.0003
(Anexo A).

Todos os participantes da pesquisa tiveram seus diretos respeitados
conforme o que estabelece a Resolucdo 466/12 que regulariza as pesquisas que
envolve seres humanos, sendo devidamente esclarecidos a respeito da pesquisa e
solicitados a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE
(Apéndice A).

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

A populacéo escolhida foi composta por pacientes que foram devidamente
diagnosticadas que estdo ou estiveram em tratamento e pacientes que tiveram
remissao para o cancer de mama desde que fossem residentes no Estado do

Amapa.
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Além da populacdo alvo descrita, foram coletadas amostras de individuos
saudaveis do sexo feminino para formacédo de grupo controle, a modo de realizar

comparacao com finalidades de relevancia estatistica para o estudo.

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Como parametro de inclusédo para participar da pesquisa foram requeridos:
e Pessoas com idade maior de 18 anos;
e Mulheres com cancer de mama ou que ja tiveram a doenca (grupo de pacientes);
¢ Individuos do sexo feminino sem cancer de mama (grupo controle);
e Ter concordado em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-
TCLE.
Como parametro de exclusao:
e Pessoas com idade inferior a 18 anos;
e Portadores de outros tipos de cancer iniciais que ndo o de mama (grupo de
pacientes);
e Portadores de outros tipos de cancer (grupo controle);

e NAao ter concordado em assinar o TCLE.

4.5 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram coletadas 80 amostras de DNA a partir de sangue periférico ou
swab® de pacientes diagnosticadas com céancer de mama atendidos na Unidade de
Alta complexidade em Oncologia do Estado do Amapa (UNACON) ou em
acompanhamento clinico no Instituto de Céancer Joel Magalhdes (IJOMA) e 83
amostras controles de mulheres saudaveis que aceitaram participar do estudo. A
pesquisa foi realizada de acordo com a declaracdo de Helsinki e aprovacdo de
comité de ética da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP).

As amostras de sangue periférico coletadas foram feitas tanto por método a
vacuo quanto por seringa (dependendo das condicbes de espessura das veias), a
quantidade padrédo de sangue coletado foi de 4 ml e armazenadas em tubos

contendo EDTA para preservacao celular necessaria.
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Para pacientes impossibilitadas de realiza¢do de coleta de sangue, o método
de coleta utilizado foi o de swab® por método seco para coleta de células da
mucosa oral. Para realizacdo da coleta era solicitado que a paciente tivesse feito
higienizacdo bucal antes da coleta para melhor aproveitamento das amostras. Todas
as amostras coletadas por swab® foram feitas em duplicata. As amostras foram
armazenadas em tubos estéreis e secos.

ApoOs a etapa de coleta o material biologico era direcionado imediatamente
ao Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia da UNIFAP para realizacdo do

processo de extracao de DNA.

4.6 EXTRACAO DE DNA

Foram realizados dois métodos de extracdo, para as amostras de sangue
periférico o método utilizado foi por meio de Kit comercial e para as amostras de
swab® foram utilizados protocolos de extracédo por Chelex 5% (Anexo C).

Tanto a extracdo de DNA por meio de kit da empresa Biocience® quanto
pelos protocolos de Chelex 5% foram eficientes, no entanto, as amostras com
melhor qualidade se deram por meio de kit em comparacdo as amostras por método
de Chelex (Figura 5). Este fato pode ser explicado pela maior quantidade de material
presente em amostras de sangue se comparadas a coleta com swab de células da
mucosa oral.

Figura 4 — Produtos da extracdo de DNA, onde A apresenta as amostras de sangue de pacientes
extraidas por Kit Biocience®, e B as amostras de células da mucosa oral por método de Chelex.

Fonte: Autor, 2019.

Apbs as extracdes foi realizada uma etapa de verificagcdo da qualidade do
material proveniente das extracfes através de corrida em gel de agarose 1%. A boa
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qualidade das extragbes permitiu a amplificacdo por PCR e posterior restricdo
enzimatica, garantindo entdo confiabilidade aos resultados obtidos (Figura 6). Os
protocolos utilizados para o Kit Biocience® foram os da bula do produto. Para o
Chelex 5% o protocolo s foi padronizado em laboratério tendo como base o protocolo
de Francez (2016).

Figura 5 - Produto da amplificagcdo para o gene TP53 das amostras de pacientes visualizado em

transiluminador. Na figura A observa-se a amplificacdo das amostras extraidas de sangue e na B, a
amplificacdo das amostras extraidas de células de mucosa oral.

S e G G
01 02 03 04 05 06

07 08 09 10 11
- e -

Fonte: Autor, 2019.

4.7 GENOTIPAGEM DO CODON 72 DO GENE TP53

A identificacdo do gendtipo ocorreu através do método de Polimorfismo de
Comprimento de Fragmento de Restricdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase do
inglés restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP), de acordo com Rivu et
al. (2017), com modificacoes.

Para a identificacdo do polimorfismo Arg72Pro (C72G) foram utilizados os
primers forward 5’ - TTC ACC CAT CTA CAG TCC - 3’ ereverse 5’ - CTC AGG GCA
ACT GAC CGT - 3, com concentragdo utilizada na rea¢éo de trabalho de 10 nmol. O
ciclo de amplificacdo foi de 95 °C por 5 minutos, 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos,
55 °C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos, extenséo final de 5 minutos a 72
°C e 4 °C. A identificacdo do fragmento de 309 pb foi visualizada em um gel de

agarose 2,0% com brometo de etidio. O produto da PCR foi digerido com enzima de
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restricdo BstUI (0,5 pl) (New England Biolabs) com concentracdo de 5.000U/mL com
incubacéo a 60 °C por 16 horas. As Tabelas 1, 2 e 3 descrevem o0s protocolos dos
ciclos e quantidades utilizados para os procedimentos.

Reagentes PCR:

Tabela 1 — Quantidade de reagentes para PCR gene P53.

Reagentes Quantidade (em microlitros) *

Agua estéril 13 pl
Mix de reacao 10 pl
Primer Ford 1 pl
Primer Reverse 1 pl
Amostra de DNA 5ul
Volume final 30 pl

*As quantidades descritas na tabela séo referentes a uma amostra.
Fonte: Autor, 2019.

Condicdes do PCR:

Tabela 2 — Condi¢des PCR P53.

Temperatura Tempo (seg/min) Numero de ciclos

95°C 5 minutos 1 ciclo
95°C
55°C 30 segundos 35 ciclos
72°C
72°C 5minutos 1 ciclo
Fonte: Autor, 2019.
Para RFLP:

Tabela 3 — Descricdo de reagentes para RFLP gene P53.

Reagentes Quantidades (em microlitros)
Enzima: BstUI 0,5 pl
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Tampéo 2 ul

Agua estéril 3yl
PCR 10 ul
Volume final da reacéao 15,5 pl

Fonte: Autor, 2019.

As amostras ficaram em Banho-Maria a 60°C overnight. O gel de corrida de
eletroforese tem concentracdo 2%, corrente elétrica de 100 V a 20 minutos. Os
resultados foram visualizados em luz UV no transiluminador, e o resultado pode ser

observado na Tabela 4 e Figura 7.

Tabela 4 — Interpretacéo de resultados gene P53.

Resultado Fragmento apresentado
Negativo 309 pb
Positivo homozigoto 175 pb e 134pb
Positivo heterozigoto 309pb, 175pb e 134pb

Fonte: Autor, 2019.

Figura 6 — Visualizagéo de fragmentos apés PCR-RFLP por digestdo com enzima BstUl para o
gene TP53 (em Gel de agarose 2%). Amostras 1-7 do grupo de pacientes. M indica o marcador de
peso molecular; Amostras 1,5 e 6 apresentam a forma heterozigota para a variante (309pb, 175pb e
134pb); as amostras 2,3,4 e 7 apresentam forma homozigota para variante (175pb e 134pb).

Fonte: Autor, 2019.

4.8 GENOTIPAGEM DO CODON 655 DO GENE HER-2

A identificacdo do polimorfismo A655G foi através da técnica de PCR-RFLP
de Xie et al. (2000). O fragmento 148 pb foi amplificado com o primer forward 5’ -
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AGA GCG CCA GCC CTC TGA CGT CCAT - 3’ e primer reverse 5’ - TCC GTT TCC
TGC AGC AGT CTC CGCA - 3. A identificacdo do fragmento de 148 pb foi
visualizada em um gel de agarose 2,5% com brometo de etidio. O produto da PCR
foi digerido com enzima de restricdo BsmAl (New England Biolabs) em concentracao
de 10.000U/ml, a reacéo foi incubada a 55 °C por 16 horas, podendo gerar dois
fragmentos de 116pb e 32 pb (alelo Valina) ou um de 148 bp (alelo lleucina). As
Tabelas 5, 6 e 7 descrevem o0s protocolos dos ciclos e quantidades utilizados para
0s procedimentos.

Reagentes PCR:

Tabela 5 — Quantidade de reagentes para PCR gene HER2.

Reagentes Quantidade (em microlitros)

Agua estéril 13 pl
Mix de reacao 10 ul
Primer Ford 1yl
Primer Reverse 1yl
Amostra de DNA 5 ul
Volume final 30 pl

Fonte: Autor, 2019.

Condicdes do PCR:

Tabela 6 — Condi¢cdes PCR gene HER2.

Temperatura Tempo (minutos) Numero de ciclos

94°C 5 min 1 ciclo
94°C 0,5 min
56°C _ 35 ciclos
0 1 min
72°C
72°C 7 min 1 ciclo
Fonte: Autor, 2019.
Para RFLP:

Tabela 7 — Descricdo de reagentes para RFLP gene HER2.

Reagentes Quantidades (em microlitros)
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Enzima: BsmAl 0,5 pl

Tampéo 2 ul
Agua estéril 3yl
PCR 10 pl
Volume final da reacéo 15,5 pl

Fonte: Autor, 2019.
As amostras permaneceram em Banho-Maria a 55°C overnight. O gel de

corrida de eletroforese tem concentracdo 2,5%, corrente elétrica de 100 V a 20
minutos. Os resultados foram visualizados em luz UV no transiluminador, e o

resultado pode ser observado na Tabela 8.

Tabela 8 — Interpretacéo de resultados polimorfismo rs1136201 gene HER-2

Resultado Fragmento apresentado
Negativo 148 pb
Positivo homozigoto 116 pb e 32pb

Positivo heterozigoto 148pb, 116pb e 32pb

Fonte: Autor, 2019.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R. O
teste Qui-quadrado (X?) foi utilizado para a determinacéo das frequéncias alélicas e
genotipicas conforme equilibrio de Hardy-Weinberg. A regressédo logistica foi
realizada por meio dos testes de odds ratios (ORs) e os intervalos de confianca de
95% (IC 95%) para avaliacdo das possiveis associacfes entre as variantes
genéticas da doenca e a suscetibilidade ao cancer, onde o valor de p inferior a 0,05

foi definido como estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 GENOTIPO ARG72PRO GENE TP53

Mutacdes do gene TP53 sdo consideradas as alteracdes genéticas mais
frequentes nos tumores malignos humanos, ocorrendo em cerca de 60% das
neoplasias. Essas mutacbes da TP53 estdo associadas a instabilidade do
desenvolvimento celular e progressao do ciclo (KARA et al., 2010; MCGRAW et al.,
2015). Em nosso estudo, o gendtipo para o polimorfismo 1042522 mais frequente
nos pacientes foi o heterozigoto GC com 47.5%, seguido do CC (28,7%) e o GG
(23,7%). Nas amostras controle, a frequéncia genotipica encontrado para o0s
gendtipos GG, GC e CC tiveram as porcentagens 69,9%, 19,3% e 10,8%
respectivamente. Os resultados da frequéncia genotipica e alélica de casos e
controles para o polimorfismo rs1042522 do gene TP53 estdo apresentados na
Tabela 9.

O percentual de distribuicdo do gendtipo Arg/Arg foi mais de duas vezes
menor nos pacientes (23,8%), quando comparado aos controles (69,9%). Pacientes
com o gendtipo heterozigoto Arg/Pro apresentaram um percentual de 47,5% e os
controles (19,3%). Um resultado significante também foi observado com o genétipo
homozigoto Pro/Pro, que apresentou 28,7% nos pacientes. Os resultados da
frequéncia alélica entre os alelos dos pacientes e controles também foram

significativos em nossa amostragem (X? = 32.165, p= < 0.0001).
Tabela 9 — Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo Arg72Pro em pacientes de

cancer de mama e grupo controle do municipio de Macapa, onde X% = qui-quadrado.

Amostra Frequéncia genotipica (%) Frequéncia alélica (%)
Arg/Arg(G/G) Arg/Pro(G/C) Pro/Pro(C/C) G C
Pacientes(n=80) 19 (23.7) 38 (47.5) 23 (28.7) 76(47.5) 84(52.5)
Controles(n=83) 58 (69.9) 16 (19.3) 9(10.8) 132(79.5) 34 (20.5)
Total (n=163) 77 (48.1) 54(33.7) 32(20.0) 208(65.0)  118(36.8)
Qui-quadrado X%=34.798, p= < 0.0001 X?=36.165, p= < 0.0001

Fonte: Autor, 2019.

Em nossas amostras, o genétipo GC e o alelo C (72Pro) foram
estatisticamente associados ao cancer de mama, onde a frequéncia genotipica foi de

47,5%, ou seja, quase metade do grupo de pacientes apresentou tal genotipo
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(Tabela 9). O aumento significativo do risco de cancer em relacdo as variantes TP53
foi encontrado quando observamos as comparagbes entre as associacoes
heterozigotos e alelos contrastantes (CG vs GG: OR = 7.2500, 95% CI 3.3208-
15.8280, X*= 26.964, p= < 0.0001), (G vs C: OR= 4.2910, 95% Cl= 2.6334-6.9919,
X%= 36.165, p= < 0.0001), respectivamente (Tabela 10). Resultados semelhantes
associando este gendtipo e alelo foram encontrados nos estudos de Sjalanderet et
al. (1996), Buyru et al. (2003), Rivu et al. (2017), Ayoubi et al. (2018) e Akhter et al.
(2018).

Tabela 10 — Associagéo entre o risco de Cancer de Mama e os polimorfismos G72C do gene TP53 e
0 1655V do gene HER-2.

Polimorfismo Comparacgéo Teste de associacao
OR (95% ClI) X?  P-value
G72C Comparacao 7.8012(3.0823- <
Homozigoto (CC vs 10.7444) 21.263 0.0001
GG)
Comparacéo 7.2500(3.3208- 26.964 <
Heterozigoto (CG vs 15.8280) ' 0.0001
G72C
GG)
Alelos Contrastante (G <
vs C) 4.2910(2.6334-6.9919) 36.165 0.0001
Comparacéo
Homozigoto (GG vc 0.961  0.3269
AA)
AB655G Comparacéo
. 17.4706 (7.9518- <
Heteromg\c:)o (AG vs 38.3840) 60.110 0.0001
Alelos Contrastante (A 5.0202 (2.8563- 34711 <
vs G) 8.8234) ' 0.0001

OR — odds ratio

Cl — confidence intervals
XZ— qui-quadrado

Fonte: Autor, 2019.

Estudos revelaram que o alelo em homozigose GG tem 15 vezes maior
capacidade para induzir a atividade de apoptose do que o alelo 72Pro. Esta alta
capacidade de induzir a apoptose € devido a sua localizacdo mitocondrial que

permite que a p53 tenha uma interacdo direta com a proteina BAK.

Consequentemente, o alelo menos apoptético 72Pro (alelo C) representa uma
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capacidade maior de levar a proliferacdo das células cancerigenas (DUMONT et al.,
2003; LEU et al., 2004; RIVU et al., 2017) porém, por se tratar de uma doenca
multifatorial outros fatores devem ser levados em consideracao, pois, levando em
consideracdo somente 0 genotipo o resultado esperado seria um maior quantitativo
de individuos homozigotos para o polimorfismo (C/C). Em nosso estudo 52,5% dos
pacientes apresentaram o alelo C e nos controles o mais frequente foi o alelo G
(79.5%).

5.2 GENOTIPO 1655V GENE HER-2

O HER-2 pertence a familia do fator de crescimento epidérmico humano,
comumente expressa ha superficie das células epiteliais. Além da contribuicdo para
a proliferacdo e diferenciagdo celular, a ativacdo do HER-2 em células normais
promove adesao e motilidade celular (RIAZ et al., 2016). O papel das alterac6es
genéticas no dominio de ligacdo a quinase do HER-2 contribui para a tumorigénese
e também tem sido relatado em muitos tipos de cancer (OLAYIOYE et al., 2000; FAN
et al., 2008).

O gendtipo AG é o mais associado com o desenvolvimento com Varios tipos
de cancer, principalmente o cancer de mama, o qual é extensivamente associado
mundialmente com esse genotipo (RIAZ et al., 2016). Em nosso estudo, associamos
o polimorfismo Ile655Val e o risco de cancer de mama em nossa populagéo (Tabelas
10 e 11). Em nossas amostras 82,5% das pacientes apresentaram o genétipo
lle655Val, corroborando estudos descritos na literatura (KARA et al., 2010; LU et al.,
2010; CHEN, 2014). Nos controles, o genoétipo mais frequente foi A/A (75,9%),
seguido do A/G (20,4%) e G/G (3,6%)).

A frequéncia genotipica e alélica do cédon 655 do gene HER-2 encontra-se
na tabela 3. Os resultados demonstraram que o gendtipo heterozigoto (AG)
lle655Val foi o mais frequente nos pacientes (82,5%) e nos controles o genaétipo
homozigoto (AA) lle655lle foi o mais frequente (75,9%). O gendtipo homozigoto
Valé55Vval foi encontrado apenas nas amostras controles (6,6%). Quando
analisamos a frequéncia dos alélica observamos o alelo A com frequéncia
significativa nos controles (86,1%) assim como foi o alelo mais frequente nos
pacientes A (58,7%).
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A associacdo entre o risco de cancer entre os genotipos e alelos do
polimorfismo A655G do gene HER-2, estdo apresentados na tabela 11. O aumento
significativo do risco também com gene HER-2 foi encontrado quando comparamos
as associacoes entre heterozigotos e alelos contrastantes (AG vs AA: OR = 17.4706,
95% Cl= 7.9518-38.3840, X*= 60.110, P= < 0.0001), (A vs G: OR= 5.0202, 95% Cl=
2.8563-8.8234, X?= 34.711, P= < 0.0001) (Tabela 3).

Observou-se na Tabela 10 a significancia estatistica das comparacoes entre
0 gendtipo heterozigoto lle655val como o homozigoto Ile655lle e os alelos
contrastantes (AG vs AA: OR = 17.4706, 95% CI 3.3208-15.8280, X*=26.9640, p= <
0.0001), (A vs G: OR= 5.0202, 95% Cl= 2.8563-8.8234, X?= 34.711, p= < 0.0001).
Em nossas amostras ndo encontramos o genétipo homozigoto Val655Val nos

pacientes, somente nos controles.

Lu et al. (2010) encontraram associacao do polimorfismo HER-2 lle655Val
com os subgrupos asiaticos e africanos no cancer de mama e nenhuma correlagéo
foi observada para os caucasianos. Ja Chen (2014) sugeriu uma relacao inversa, em
uma meta-analise ndo encontrou nenhuma associa¢cao no grupo étnico asiatico, mas
sim, com grupos afro-americanos e caucasianos. A populacdo da regidao norte do
Brasil, principalmente a cidade de Macapa, apresenta uma grande miscigenacao.

Sua constituicdo genética € composta por indigenas, africanos e europeus.

Tabela 11 — Frequéncias genotipica e alélica do polimorfismo lle655Val em pacientes de cancer de
mama e grupo controle do municipio de Macapa, onde X2 = qui-quadrado.

Amostra Frequéncia genotipica (%) Frequéncia alélica (%)
lle/lle(A/A)  lle/Val(AIG)  Val/Val(G/G) A G
Pacientes(n=80) 14 (17.5) 66 (82.5) 0 94(58.8) 66(41.2)
Controles(n=83) 63(75.9) 17(20.4) 3(3.6) 143(86.1) 23(13.9)
Total (n=163) 77 (48.1) 83(51.8) 3(1.8) 237(74.0) 86(26.8)
Qui-quadrado X?=63.076, p= < 0.0001 X?=34.711, p= < 0.0001

Fonte: Autor, 2019.

A frequéncia da variante rs1136201 pode ser relacionada com a
possibilidade de individualizagéo do tratamento dos canceres de mama. Um estudo

prospectivo com 61 pacientes com CM com expressdao aumentada de HER-2 em
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qguimioterapia com Trastuzumabe, foi realizada genotipagem por PCR-RFLP e com
os resultados foram vistos que 36 (59.4%) apresentaram genotipo AA; 21 (34.4%)
AG e 4 (6.6%). Destes 61 pacientes 5 (8.2%) apresentaram cardiotoxicidade ao
decorrer do tratamento, sendo que todos (100%) possuem genétipo heterozigoto
(AG) (BEAUCLAIR et al., 2007). Em uma breve conclusdo realizada no estudo,
pacientes com gendtipo AA e GG apresentaram menor risco para desenvolver
cardiotoxicidade que pacientes heterozigotos.

Nosso estudo ndo teve como um dos objetivos observacdo de terapias
realizadas para o tratamento de CM, porém, extrapolando os dados obtidos, 66
(82,5%) das pacientes do estudo apresentaram gendtipo heterozigoto (AG), ou seja,
a grande maioria das pacientes do estudo poderiam apresentar risco ao
desenvolvimento de cardiotoxicidade no uso de Trastuzumabe. Segundo a | Diretriz
Brasileira de Cardio-Oncologia da Sociedade Brasileira de Cardiologia a incidéncia
de carciotoxicidade em pacientes em uso de trastuzumabe varia de 2-28%. Sendo o
Trastuzumabe um dos medicamentos para tratamento de CM disponiveis no
Sistema unico de Saude — SUS tais dados sdo de suma importancia uma vez que a
partir de dados concretos possa ser realizado o0 manejo clinico de monitoramento da
cardiotoxicidade e possivel intervencdo para melhoria da qualidade de vida do

paciente.

5.3 ASSOCIACAO ENTRE AS VARIANTES ARG72 PRO E 1655V

A frequéncia genotipica associada encontra-se nas tabelas 12 e 13. Os
resultados demonstraram que a presenca dos genétipos alterados associados no
grupo de pacientes é de (91,25%). Enquanto no grupo controle tal diferenca chega a
menos da metade (49,40%) quando comparada com controles sem os polimorfismos
(Tabela 12). Para tal analise foi levado em consideragdo a presenca seja em
heterozigose ou homozigose para as duas variantes (Arg72Pro e 1655V), sendo
assim, o intuito desta analise foi analisar a presenca ou auséncia das variantes. Os
resultados encontrados mostraram que a auséncia em ambas as mutacdes foi de
50.60% no grupo controle e que no grupo de pacientes a grande maioria apresentou
alteracdo nas variantes estudadas (91.25%), reafirmando assim 0s riscos da

presenca desses polimorfismos com o desenvolvimento de cancer (p<0.001) .
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Tabela 12 — Associacdo entre polimorfismos Arg72Pro e 1655V em paciente de CM e grupo controle.

Amostra Com SNP’s Arg72Pro + 1655V n (%) Sem SNP’s Arg72Pro e 1655V n (%)
Pacientes (n=80) 73 (91.25) 7 (8.75)
Controles (n=83) 41 (49.40) 42 (50.60)
Total (n=163) 114 (69.94) 49 (30.06)

OR=10.6829 IC=95% 4.4006-25.9338 X°=33.939 P=<0.0001

OR - odds ratios

Cl — confidence intervals
X? - qui-quadrado

Fonte: Autor, 2019.

Baseado nas origens de colonizacéo e formacéo da populacdo amapaense e
nas grandes dimensdes do Brasil, existe uma grande miscigenacao de etnias entre
regides do pais (GRIOLO, 2012). Logo € impossivel inferir que resultados para estas
variantes encontradas em nosso estudo sejam 0s mesmos encontrados em outras
regides do pais. Estudos regionalizados sdo necessarios para confirmar se a
composi¢cdo genética populacional € fator importante para a distribuicdo destes
alelos na populagdo. Trabalhos sobre o tema em populagdes brasileiras séo
escassos, abrindo caminho para investigacdes da relacdo entre o cancer de mama e
os polimorfismos Arg72Pro (rs1042522) e lle655Val (rs1136201) no pais.

Uma das possiveis explicacdes para a presenca de alelos Pro72, mesmo na
populacdo controle, pode ser a composi¢cao étnica como fator de diferencas entre a
distribuicdo das variantes ao redor do mundo, apresentando frequéncias distintas em
populacdes diferentes.

A tabela 13 foi elaborada a fim de melhor visualizacdo e detalhamento das

relaces entre os gendtipos homo e heterozigotos de ambos os polimorfismos.

Tabela 13 — Associacéo das variantes em ambos os polimorfismos no grupo de pacientes e controle.

Polimorfismos Grupo n (%)
72Pro (rs1042522) 655V (rs1136201) Pacientes Controle
Heterozigose Heterozigose 35(43.75) 2(2.41)
Homozigose Homozigose 0 0
Homozigose Heterozigose 19 (23.75) 1(1.20)
Continua
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Concluséao

Polimorfismos Grupo n (%)
72Pro (rs1042522) 655V (rs1136201) Pacientes Controle
Heterozigose Homozigose 0 1(1.20)
S/P* Heterozigose 12 (15.00) 14 (16.87)
Heterozigose S/P* 3(3.75) 13 (15.67)
Homozigose S/P* 4 (5.00) 8 (9.64)
S/P* Homozigose 0 2 (2.41)
S/P* S/P* 7 (8.75) 42 (50.60)

* S/P = Sem o polimorfismo em questao
Fonte: Autor, 2019.

Entre o grupo de pacientes dos que apresentaram altercbes nos
polimorfismos, 35 (43.75%) possuem ambos polimorfismos em heterozigose; 19
(23.75%) homozigose para Arg72Pro e heterozigose para lle655Val. Nenhum dos
pacientes apresentou homozigose para ambos os polimorfismos; e 7 (8.75%) né&o
apresentaram nenhum dos gendtipos alterados.

Dos 20 pacientes que ndo se incluiram nos perfis mencionados acima 0s
resultados foram distribuidos da seguinte forma: sem polimorfismo Pro72 e
heterozigose para o 655V 12 pacientes (15.00%), heterozigose para Pro72 e sem
polimorfismo para V655 3 pacientes (3.75%) e homozigotos para Pro72 e sem para
655V 4 (5.00%).

No grupo controle as relacdes entre polimorfismos de deram da seguinte
maneira: ambos os polimorfismos em heterozigose 2 pessoas (2.41%), homozigose
para Pro72 e heterozigose para 655V 1 participante (1.20%), assim como no grupo
de pacientes o grupo controle ndo apresentou nenhum individuo em homozigose
para as duas variantes. Aproximadamente metade dos participantes, 42 (50.60%)
nao apresentou nenhuma das variantes divergindo consideravelmente dos
resultados encontrados no grupo de pacientes.

A outra parte do grupo controle se dividiu em 14 (16.87%) individuos sem
alteracdo para o polimorfismo 72Pro e heterozigose para o 655V; 13 (15.67%)
individuos heterozigotos para 72 Pro e sem a variante 655V e por fim, 8 (9.64%)

apresentaram homozigose para 72Pro e sem alteracdes para 655V.
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Quando comparada a presenca em associacao dos polimorfismos Arg72Pro
e 1655V, foi demonstrado que a presengca concomitante dos polimorfismos
apresentou risco aumentado entre pacientes, jA no grupo controle a diferenca
encontrada foi minima. O perfil fenotipico mais frequente entre pacientes foi de
heterozigose tanto para Arg72Pro quanto para 1655V (n= 35, 43.75%), seguido de
homozigose para Arg72Pro e heterozigose para 1655V (n= 19, 23.75%).

Foi realizado o teste estatistico de odds ratio a fim de uma breve analise
sobre a possibilidade de associacdo entre a presenca de alteracdes em ambos 0s
polimorfismos e 0s casos de cancer comparando-os ao grupo controle. De tal forma
que foram considerados a presenca de alteracdes em ambos os polimorfismos (em
homozigose ou heterozigose) onde 54 pacientes apresentaram tal caracteristica e 26
dos individuos apresentaram apenas uma ou henhuma das altera¢des. Para o grupo
controle 3 apresentaram ambas as altera¢gfes e 80 individuos apresentaram apenas
uma ou nenhuma das variantes.

Os resultados encontrados (OR= 55.3846 IC: 15.96-192.15 p<0.0001)
indicam uma altissima relevancia na presenca de ambas as variantes e 0
desenvolvimento de cancer de mama. Mostrando assim um alto risco para individuos
que possuem essas alteracBes genéticas. E imprescindivel salientar que diversos
outros fatores e outras variantes genéticas para diversos outros genes devem ser
levados em consideracdo, bem como a necessidade de ampliacdo dessas pesquisas
no Estado do Amapa, Brasil e no mundo. Porém, podemos concluir a partir dos
resultados expostos que a presenca de ambas as variantes seja em homozigose ou
heterozigose podem aumentar a probabilidade de risco de desenvolvimento de
cancer de mama.

Outro dado importante e passivel de investigacdo na populacdo amapaense
é a de alteracdo de toxicidade para radioterapia como mencionado por Rosenstein et
al. (2009), que realizaram um estudo em pacientes de cancer de mama onde o
haplotipo tp53 contendo ambos os alelos variantes (homozigose para a mutacao
C/C) foram associados a um aumento quase duas vezes no risco (OR 1,97, IC 95%:
1,11-3,52) para telangiectasia e fibrose, mostrando que variantes no gene tp53
podem, portanto, modificar o risco de toxicidade tardia da pele apds a radioterapia.
Tais informagOes trazem a possibilidade de uma mudanca na forma de abordagem

do tratamento para 0s pacientes em nosso Estado, de forma individualizada
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baseando-se ndo somente em fatores clinicos, mas também por fatores genéticos

intrinsecos do paciente.

5.4 VARIANTES ARG72 PRO E 1655V E UMA BREVE ASSOCIACAO
POPULACIONAL

Em uma analise populacional comparativa, fundamentada na base de dados
Ensembl, criado pela European Bioinformatics Institute e o Wellcome Trust Sanger
Institute que apresentam dados estatisticos baseados em estudos e no
sequenciamento de amostras ao redor do mundo e como base nos dados do IGSR-
The International Genome Sample Resource analisando 2504 amostras
sequenciadas de individuos ao redor do mundo.

A variante (rs1042522) esté localizada no cromossomo de numero 17 na
posicdo 7676154 (Forwad strand). De maneira geral a frequéncia genotipica mundial
de tal variante € de GG: 0,230, CC: 0,316 e GC: 0,454 com frequéncia alélica de G:
45,7% e C: 54,3%. Foi visto que nos dados mundiais existe uma homogeneidade
entre 0s genaotipos, com valores semelhantes aos encontrados no grupo de
pacientes (tabela 9).

Ainda analisando os resultados da base de dados Ensembl para fins de
associacdo e comparacdo, quando visualizado populacbes especificas com
proximidade ancestral as origens da populacdo do estado do Amapa como as de
origem americana e africana a frequéncia alélica para o polimorfismo Arg72Pro foi
de G: 31,7% e C: 68,3%, com frequéncias genotipicas GG: 0,098, CC: 0,464 e GC:
0,438 para a populacdo americana (347 amostras). E para populacdo Africana a
frequéncia alélica de G: 66,9% e C: 33,1%, com frequéncias genotipicas de GG:
0,452, CC: 0,115 e GC: 0,433.

Quando comparado com os resultados obtidos é visto que a frequéncia alélica
da populacdo com cancer de mama €é de G: 47,5% e C: 52,5% se aproximam muito
das frequéncias alélicas da populacdo geral mundial, assim como suas frequéncias
genotipicas. O grupo controle apresentou G: 79,5% e C: 20,5% diferindo das
populacdes mencionadas. Dados de populacdes com descendéncia indigena nao
estavam disponiveis no banco de dados.

Pra a variante 1655V (rs1136201) as propor¢des encontradas no banco de
dados Ensembl para populacdo geral a frequéncia alélica € de A: 87,9% e G: 12,1%,
a frequéncia genotipica AA: 0,778, AG: 0,201 e GG: 0,021. Os resultados de nosso
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estudo mostraram que o grupo de pacientes apresenta a frequéncia alélica do grupo
pacientes é de A 58,7% e G:41,2% diferindo consideravelmente dos dados obtidos
da populacdo mundial, porém, o grupo controle apresentou grande semelhanca em
tal frequéncia, A: 86,1% e G: 13,9%. Para populacdes especificas como africanas e
americanas as porcentagens seguem os dados mundial com pouca variancia, por tal
motivo ndo seréao expostas.

E importante salientar que as amostras das populacdes presentes no banco
de dados sdo heterogéneas e nao foram utilizados os mesmos critérios para
inclusdo que as utilizadas em nosso estudo, jA que ndo possuem interesse voltado
ao cancer de mama. De toda forma, o objetivo desde topico foi a melhor visualizagcdo

da distribuicdo dessas variantes ao redor do mundo.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo concluimos que:
Os gendtipos GC para o gene TP53 polimorfismo rs1042522 e AG para o
polimorfismo rs1136201 do gene HER-2 foram os mais frequentes na populagéo
de pacientes;
Nossos resultados demostraram estatisticamente que ambos os polimorfismos
podem ser associados ao cancer de mama em nossa populagao.
Em conjunto as duas variantes se apresentaram de forma predominante no grupo
de pacientes, o que pode indicar que a presenca de alteracdo em ambos 0s
genes aumentem o risco do individuo desenvolver algum tipo de cancer. Porém,
para confirmagdo de tal afirmativa seria necessario o acompanhamento dos
individuos do grupo controle que apresentaram tais alteracdes o0 que seria
inviavel para os objetivos deste estudo. Trazendo possibilidades de novos
estudos com tal objetivo.
Tais genatipos poderdo ser usados como marcadores genéticos para o cancer de
mama na populacdo amapaense. Todavia, enfatizamos a ampliacdo do numero
amostral para que os resultados obtidos sejam consolidados;
Ressaltamos ainda, a necessidade de estudos com a relagéo entre a presenca
de tais variantes e possiveis linhas de tratamento especificas, levando em

consideracao alternativas farmacogenéticas para esses pacientes;
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
COORDENACAO DO CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Artemis Socorro do Nascimento Rodrigues
Instituicdo: Universidade Federal do Amapa-UNIFAP

Laboratorio: Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia/Ciéncias
Biologicas/UNIFAP

Email: artemis@unifap.br Contato: 9-9975-3976, Laboratério de Biologia Molecular e
Biotecnologia, End. Rodovia Juscelino Kubistcheck de Oliveira - Km.02. Bairro: Bairro
Universidade, CEP: 68.902-280. Macapa-Amapa.

Comité de Etica e Pesquisa Endereco: Bairro: CEP: Telefone: Rodovia Juscelino
Kubistcheck de Oliveira - Km.02 Bairro: Universidade. CEP: 68.902-280.

Telefone: (96) 4009-2805 Fax: (96): 4009-2804 Email: cep@unifap.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“Identificagao de polimorfismos genéticos associados aos principais tipos de
neoplasias no estado do Amapa”. Neste estudo pretendemos, Identificar as
principais alteracdes no DNA associadas com o desenvolvimento do cancer de mama,
gastrico, colo de Utero, prostata e pulmao em pessoas do estado do Amapa.

O motivo que nos leva a fazer este estudo é o numero crescente de cancer em
todo estado do Amapa. A cada dia sao diagnosticadas mais pessoas com algum tipo
de cancer. Sendo assim, com o conhecimento da biologia molecular do cancer, este
estudo nos permitird identificar pessoas com maior risco de desenvolver um cancer
durante sua vida.

Para este estudo adotaremos os seguintes procedimentos METODOLOGIA: A

metodologia adotada ndo apresenta risco ao participante, pois todas as analises

58


mailto:artemis@unifap.br
mailto:cep@unifap.br

genéticas serdo realizadas em equipamentos. RISCOS E BENEFICIOS: O maior
desconforto pode ocorrer durante a coleta de sangue. Porém o Sr. (a) sera
acompanhado (a) por profissionais técnicos de saude capacitados, que seréo
responsaveis pela coleta de sangue. Os responsaveis por este estudo se
comprometem a realizar palestras com informacdes sobre a pesquisa, além disso, a
orienta-los da melhor forma possivel para o esclarecimento de qualquer duvida.
RESSARCIMENTO: Para participar deste estudo vocé ndo tera nenhum custo, nem
recebera qualquer vantagem financeira.

Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e
estard livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu
consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. A sua participacao
€ voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que é atendido pelo pesquisador. Os resultados da
pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. Seu nome ou o material que
indique sua participacdo nao sera liberado sem a sua permisséao.

O (A) Sr. (a) nao sera identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar
deste estudo. Este termo de consentimento encontra-se impresso em trés (02) vias,
sendo que uma cOpia sera arquivada pelo pesquisador responsavel na UNIFAP, e a
outra seréa fornecida a vocé. O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes

profissionais de sigilo.

Eu, , portador do documento

da ldentidade fui informado (a) dos objetivos do estudo, de

maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que a qualguer momento
poderei solicitar novas informagdes e modificar minha deciséo de participar se assim
o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as

minhas duvidas.

Macapa, de de 20

59
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Profa. Dfa. Artemis Socorro do Nascimento Rodrigues
Pesquisadora Responsavel
Contato: 9-9975-3976 email: artemis@unifap.br
Endereco: Rodovia Juscelino Kubistcheck Km.02. Bairro: Bairro Universidade
Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia

Contato: Comité de Etica e Pesquisa

Endereco: Bairro: CEP: Telefone: Rodovia Juscelino Kubistcheck de Oliveira - Km.02
Bairro: Universidade. CEP: 68.902-280.

Telefone: (96) 4009-2805 Fax: (96): 4009-2804 Email: cep@unifap.br

60



LISTA DE ANEXOS

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DO = Plobalformo
AMAFPA - UNIFAP %ﬂﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADD DD CEP
DaADD s DO PROJETC DE PESQLUI S
Tiulo da Pesguisa: IDEMNTIFICAGAD DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASSCOCIADDS AODS
FRINCIPAIS TIPOS DE NEOPLASIAS HO ESTADO DO AMAPA

Paaquisador: Aremis Socormo do Masamenio Rodrigues

Area Tematica: Gendtica Humana:
(Trata-se de pesquss emvabeendo Genddica Humans gue ndo necsssits de 5 ndlees
atica por pare da COREP:;

Varsao: 2

CAAF: O735a518 3, 0000, DKES

Instiulgio Proponents: FUNDACAD UNKWERSIDADE FEDERAL DO AP
Patroecinador Principal: Firancamento Frogio

DADD S DO PARECER

Humenrs do Parscer: 31 1492 190

Aprasentagiao do Projeto:

Cprifoi e [LEanecer & noanor

Oojstivo da Pesguilsa;

Carrlormys parscer anferiarn

Avallagio dos Rlacos @ Bansflclos:

Corlof e panacer ararar

Comentarios & Conslderagdes s0bre 8 Pesgulsa:

Conformie panrecer andenon

Conslderagdes sobre os Termos de apresantagio obrigaicria:
Caarformes parecer anteriar

Racomendagisa:

Cardormd paracer antsanor

Conclusiss ou Pandénclas g Lists de Inadeguagdes:

Adequar o TGLE (ATENDIDA)

Esdarener os oritdrics de mclusia o exclusso (ATEMDIDA)

Sem pendéncias

Endermso: Rodoran ol = ol eatcses b oda Jirsses - Km0

Baurrn: Baied Uisiorsdads CEl: 65020
- AF Mumcimn: MACAPS
Islwioms: [0SR 000.080 Fan: S PO T E-meml: oo P o P by

Piigies dl ow 02

ANEXO B — Comprovante de submisséo do artigo

61



Association between the

PLOS ONE
72Pro genotypes in the TP53 gene and lle655Val in the

HER2 gene and the risk of developing breast cancer in the population of Amapa,

Manuscript Number;
Article Type:
Full Title:

Short Title:
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Association between the Arg72Pro genotypes in the TP53 gene and lle655Val in the
HER2 gene and the risk of developing breast cancer in the population of Amapa,
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Association between the genotypes arg72pro, fp53 gene and ileG55val, her-2 gene and
the breast cancer risk

YASMIN MARIA NUNES CARDOSO
Universidade Federal do Amapa: Universidade Federal do Amapa
macapa, BRAZIL

TP53 gene, HER-2 gene, breast cancer, Macapa, Brazil

The polymorphisms Arg72Pro in the TP53 gene (rs1042522) and lle655Val in the
HER2 gene (r51136201) have been related to susceptibility to several types of cancer.
Different studies show the association of these polymorphisms with breast cancer, so
our aim in this study was fo investigate whether the Arg72Pro and lle655Val
palymorphisms have any influence on the risk of developing breast cancer in women
from the city of Macapa, Amapa, located in the

brazilian amazon region. We then analyzed 80 DNA samples from women with breast
cancer and 83 DNA samples from women without the disease, by the Restricion
Fragment Length Polymorphism - Polymerase Chain Reaction (PCR-RFLP) technique.
The genotype frequencies for rs1042522 were Ar/Arg 23.7%, Arg/Pro 47.5% and
Pro/Pro 28.5% in patients and in controls Arf/Arg 69.8%, Arg/Pro 19.2% and Pro/Pro
10.8%. For the HER-2 gene the frequency of lle/lle, lle/Val and Val/Val genotypes was
82.5%, 17.5% and 0% in the patients and 75.9%, 20.4% and 3.6% in the confrols. The
presence of at least one altered allele in rs1042522 and rs1136201 polymorphisms
was found in 91.25% of patient samples. Therefore, this study found a significant
association between the Arg/Pro and Pro/Pro genotypes in the TP53 gene and the
Ile/Val genotype in the HER-2 gene and breast cancer risk.

YASMIN MARIA NUNES CARDOSO
Artemis Socorro do Nascimento Rodrigues
Rafael Lima Resque

José Mauro Secco

Ana Rita de Cassia Barbosa Miranda

Diego Yoshio

ANEXO C - PROTOCOLOS DE EXTRAGAO
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EXTRACAO POR CHELEX 5%

1. Colocar o Swab em um tubo de ensaio com 1 mL de agua estéril. Manter em
temperatura ambiente por 20 a 30 minutos.

Soltar as fibras do Swab dentro do tubo. Descartar o Swab.

Centrifugar 3 min. A 12.000 rpm. Descartar 975 pl de agua.

Ressuspender o pellet.

Adicionar 200 pl de chelex 5%

Adicionar 2 pl de proteinase K. Misturar levemente

Incubar em banho-maria a 56° C por 15 min.

Vortex de 5 a 10 seqg.

© ® N o o b~ WD

Centrifugar a 12.000 rpm por 10 a 20 seg.
10.Banho seco a 100 °C a 8 min. Exatos.
11.Vortex por 5 a 10 seg.

12.Centrifugar 3 min. A 12.000rpm.
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