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RESUMO

O cancer de mama € o mais comum em mulheres e é responsavel por 23% dos
novos casos de cancer. O seu diagnostico precoce assume papel decisivo para um
melhor progndstico devido a sua etiopatogenia complexa e multifatorial, ja que néo
pode ser prevenido. Desta forma, os esfor¢cos para melhoria dos indicadores do cancer
de mama sao direcionados na busca por medidas que antecipem seu diagnéstico. A
telomerase, uma enzima importante no processo de carcinogénese, esta presente na
maioria dos tumores e apresenta indicios de ser um bom marcador molecular, por isso
deve ser estudada para avaliar sua relacdo com o cancer de mama. Este estudo
analisou o polimorfismo rs2736100 da telomerase em pacientes com cancer de mama e
testou a correlacdo de tais dados com o progndéstico e variaveis clinicas diversas. Para
isso, o DNA de pacientes com cancer de mama foi extraido, submetido a PCR com os
primers da regido do polimorfismo e sequenciado. Ao todo, 119 pacientes com cancer
de mama aceitaram participar do estudo. Foi encontrada associacdo em diversas
caracteristicas gerais do paciente (altura, idade e IMC) e caracteristicas do tumor (RE,
RP e Ki67), reafirmando a importancia deles na clinica para a definicdo do melhor e
mais fidedigno progndstico. Através do sequenciamento foi identificada a regido do
polimorfismo rs2736100 da telomerase em 63 amostras, divididos entre aqueles com
deteccado do gendtipo GG e AG. Foi encontrada uma delecdo em 11,11% da populacéo
estudada que ainda néao foi relatada na literatura. Nosso estudo demonstrou que este
polimorfismo tem algumas associacdes com variaveis clinicas e de progndstico do
cancer de mama. Entretanto, para o polimorfismo rs2736100 da telomerase ser utilizado
como marcador progndéstico no cancer de mama estudos mais detalhados devem ser

realizados para confirmar seu valor clinico.

Palavras-chave: cancer de mama,; telomerase; polimorfismo; rs2736100; TERT.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common in women and accounts for 23% of new cases
of cancer. Its early diagnosis plays a decisive role for a better prognosis because of its
complex and multifactorial etiopathogenesis, which can not be prevented. Thus, efforts
to improve indicators of breast cancer are targeted seeking measures that anticipate
their diagnosis. Telomerase, an important enzyme in the carcinogenesis process, is
present in most tumors and shows signs of being a good molecular marker, so it should
be studied to evaluate its relationship with breast cancer. This study analyzed the
rs2736100 polymorphism of telomerase in breast cancer patients and tested the
correlation of such data with the prognosis and various clinical variables. For this, the
DNA of patients with breast cancer was extracted, subjected to PCR with primers and
sequenced region of the polymorphism. In all, 119 breast cancer patients agreed to
participate in the study. An association was found in several general patient
characteristics (height, age and BMI) and tumor characteristics (ER, PR and Ki67),
reaffirming their importance in clinical settings for the definition of the best and most
reliable prognosis. Through sequencing the telomerase rs2736100 polymorphism region
was identified in 63 samples, divided among those with GG and AG genotype detection.
A deletion was found in 11.11% of the studied population that has not yet been reported
in the literature. Our study demonstrated that this polymorphism has some associations
with clinical and prognostic variables of breast cancer. However, for the rs2736100
polymorphism of telomerase to be used as a prognostic marker in breast cancer more
detailed studies should be performed to confirm its clinical value.

Keywords: breast cancer; telomerase; polymorphism; rs2736100; TERT.
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1. Introducéo e revisao bibliografica

1.1 Céncer e cancer de mama

Cancer é um termo utilizado para definir uma série de doencas que tem em
comum alteragbes moleculares que fazem com que as células assumam novas
caracteristicas, tais como crescimento e proliferacdo indiscriminada, podendo afetar
quase qualquer parte do corpo (1,2). As células cancerosas podem se espalhar para
outras partes do corpo através do sangue e sistema linfatico (2), promovendo a invasao
de tecidos circundantes, processo conhecido como metastase (1).

As causas do cancer sédo variadas e podem ser externas ou internas ao
organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas externas estao relacionadas
ao meio ambiente e aos habitos préprios de um ambiente social e cultural. As causas
internas sdo mutacBes aleatérias e predisposicbes genéticas. Esses fatores podem
interagir de véarias formas, aumentando a probabilidade de transformacdes malignas
nas células normais (3,4).

O cancer surge quando as células sofrem danos nao-reparaveis no DNA que por
variaveis mecanismos provoca uma mutacdo em um gene responsavel pela regulacdo
celular, gerando uma célula sem equilibrio nos processos de proliferacdo e morte,
iniciando assim a formacdo de neoplasias - mais usualmente reconhecidas como
tumores (5,6). Define-se a neoplasia como sendo “uma proliferacdo anormal de tecido
que foge parcial ou totalmente ao controle do organismo, tendendo a autonomia e a
perpetuacdo, com efeitos agressivos sobre o hospedeiro” (7).

A nomenclatura da doenca procede segundo o 6rgéo ou o tipo de célula na qual
0 processo de carcinogénese € iniciado (4). A classificagdo mais utilizada para as
neoplasias leva em consideragéo dois aspectos basicos: o comportamento bioldgico e a
histogénese. De acordo com o comportamento bioldégico os tumores sao divididos em
benignos e malignos. Quando ndo é possivel classificar entre os dois, adota-se 0 nome
de tumores limitrofes ou bordeline (7). Os critérios que permitem estabelecer com

seguranca a classificacdo sdo, na maioria dos casos, morfologicos (Quadro 1):



Encapsulacéo

BENIGNOS

Geralmente ndo tém capsulas
verdadeiras, e sim pseudocapsulas
fiborosas que se formam em
decorréncia da compressdo dos
tecidos vizinhos pelo crescimento
lento e expansivo do tecido tumoral.
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MALIGNOS

O crescimento rapido, desordenado e
infiltrativo do tecido n&do permite a
formacéo das pseudocapsulas.

Crescimento

Frequentemente exibem crescimento
lento e expansivo, possuindo um
estroma adequado, com um bom
suprimento  vascular, raramente
mostrando necrose e hemorragia.

Pela rapidez e desorganizagcdo no
crescimento, pelo carater infiltrativo e
pelo alto indice de multiplicagéo celular,
geralmente apresentam uma
desproporcdo muito grande entre o
parénquima tumoral e o0 estroma
vascularizado.

Morfologia

As células parenquimatosas sao bem
diferenciadas e reproduzem o
aspecto das células do tecido original.
Raramente observam-se atipias.

Apresentam menores  graus de
diferenciacédo e, consequentemente, ndo
reproduzem as caracteristicas dos
tecidos que as originaram.

Mitoses

As figuras de mitose sdo raras e
todas tém aspecto tipico.

Sao vistas em maior nimero e podem ter
aspecto atipico.

Antigenicidade

N&o apresentam a capacidade de
produzir antigenos.

Apresentam antigenos, permitindo a
identificacdo de alguns antigenos
tumorais.

Metastase

N&do apresentam a capacidade de
realizar metastase.

Tém capacidade de invasdo e

disseminacao (metéastase).

Quadro 1 — Diferencas bioldgicas entre tumores benignos e malignos (Fonte: Adaptado de INCA (7))

Outro sistema de classificacdo usualmente utilizado é o sistema TNM, utilizado

para a classificacdo dos tumores malignos. O sistema TNM descreve a extensao
anatdmica da doenca por base na avaliagdo de trés componentes: T - a extensao do
tumor primario N - a auséncia ou presenca e a extensao de metastase em linfonodos
regionais M - a auséncia ou presenca de metastase a distancia. A adicdo de numeros a
estes trés componentes indica a extensdo da doenca maligna. Dentre os principais
beneficios do seu uso, temos: ajuda no planejamento do tratamento, fornece alguma
indicagdo do prognostico, avalia os resultados de tratamento, facilita a troca de
informacgdes entre os centros de tratamento e contribui para a pesquisa continua sobre
o cancer (8).

Muitos tipos de cancer podem ser prevenidos, evitando-se a exposicao a fatores
de risco comuns. Além disso, uma percentagem significativa de tipos de canceres

podem ser curados, especialmente se forem detectados precocemente (1). O
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diagnostico do cancer é realizado através de acompanhamento clinico e laboratorial. Os
sinais e sintomas que aparecem no individuo estéo relacionados a (9):

- localizacéo e presséo sobre as estruturas adjacentes;

- atividade funcional alterada (sintese de substancias);

- sangramento e infec¢cdes secundéarias quando ulceram atraveés de estruturas
adjacentes naturais;

- inicio de sintomas agudos provocados tanto pela sua ruptura como infarto.

Diante da complexidade das manifestacdes clinicas do cancer, é necessario que
0 processo de diagnostico seja conduzido ordenada e objetivamente (9). Esse processo
pode incluir:

- métodos histoldgicos e citolégicos: excisdo ou biopsia, aspiracdo com agulha e
esfregacos para citologia.

- imuno-histoquimica: utiliza anticorpos monoclonais para a identificacdo de
produtos celulares ou de marcadores de superficie. A técnica € utilizada para
categorizacdo de tumores malignos indiferenciados, categorizacdo das leucemias e
linfomas, determinacdo do local de origem dos tumores metastaticos e deteccédo de
moléculas com significado terapéutico ou prognéstico.

- diagnostico molecular: para diferenciacdo e prognoéstico de neoplasmas
malignos, deteccdo da doencga residual minima (presengca minima ou recidiva da
doenca), predisposicdo hereditaria ao cancer, analise de microarranjo do DNA e
proteomas.

- citometria de fluxo: mede rdpida e quantitativamente diversas caracteristicas
celulares individuais, como antigenos de membrana e o conteido do DNA das células
do tumor. Utilizada na classificacdo das leucemias e linfomas e no prognéstico de
diversos tipos de cancer.

- marcadores tumorais: utilizados para confirmar diagnostico e determinar a
resposta ao tratamento e na indicacdo da recidiva durante o periodo de
acompanhamento.

O céncer de mama (CM) ou carcinoma mamario € o resultado de multiplicacdes
desordenadas de determinadas células que se reproduzem em grande velocidade,

desencadeando o aparecimento de tumores ou neoplasias malignas que podem vir a
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afetar os tecidos vizinhos e provocar metastases. Este tipo de cancer aparece sob
forma de nodulos (10). Mais de 80% dos canceres de mama tém origem no epitélio
ductal, enquanto a minoria se origina do epitélio lobular (11), e caracterizam-se como
neoplasias heterogéneas, com varios subtipos patolégicos e diferentes aspectos
histologicos, além de apresentacdes clinicas diferentes com diversas variacdes de
respostas ao tratamento (12). Dentre os fatores relacionados a promocao do cancer de
mama temos como 0s mais comuns: a idade, sendo mais comum a partir dos 40 anos,
uso abusivo de horménios e primeira gestacdo apds os 30 anos de idade (13,14).
Outros fatores relevantes sdo historia familiar ou pessoal de CM, maior densidade do
tecido mamario, hiperplasia mamaria atipica, exposicdo a altas doses de radiacao,
menarca precoce, menopausa tardia e auséncia ou curtos periodos de amamentacao
(14,15).

No Brasil a estimativa para o ano de 2017 aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil casos novos de cancer, sendo o cancer de pele do tipo ndo
melanoma (180 mil) o mais incidente na populacao brasileira, seguido pelos tumores de
préstata (61 mil) e mama feminina (58 mil) (16). Mundialmente, o cancer de mama € o
mais comum em mulheres e é responsavel por 23% dos novos diagnésticos de cancer
a7).

As recomendacdes do Instituto Nacional de Cancer (INCA) para rastreamento e
deteccdo do cancer de mama séo: 1. Exame clinico da mama (ECM) em mulheres a
partir dos 40 anos de idade; 2. ECM mais exame mamografico bianual em mulheres de
50 a 69 anos de idade; e, 3. ECM mais exame mamografico anual em mulheres com
risco elevado a partir dos 35 anos de idade (18).

Apesar de ser considerado um cancer com relativo bom prognéstico, se
diagnosticado e tratado oportunamente (10), as taxas de mortalidade por cancer de
mama continuam elevadas no Brasil (11), provavelmente porque a doenca ainda €&
diagnosticada em estagios avancados. O diagnoéstico do cancer de mama precoce
assume papel decisivo para um melhor prognéstico devido a sua etiopatogenia
complexa e multifatorial, ja que ndo pode ser prevenido. Desta forma, os esfor¢os para
melhoria dos indicadores do cancer de mama séao direcionados na busca por medidas

que antecipem seu diagnodstico, minimizando a agressividade do tratamento
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administrado e reduzindo as taxas de mortalidade, sendo estas medidas classificadas
como prevencédo secundéria (19,20).

Sobre os tipos de canceres de mama, a maioria sdo carcinomas - comecam nas
células que revestem os Orgaos e tecidos (células epiteliais). O carcinoma mamarios
comeca nos ductos (os ductos do leite) ou nos Iébulos (glandulas produtoras de leite) —
Figura 1. Existem outros tipos de canceres de mama, como sarcomas, que comegam
nas células do musculo, gordura ou tecido conjuntivo. As vezes, um Unico tumor de
mama pode ser uma combinacdo de diferentes tipos; em alguns tipos muito raros as

células cancerosas podem n&o formar um nédulo ou tumor em tudo (21).

Lobule

Normal lobule

Duct

Abnormal cells

Normal duct inlobule

_ Abnormal cells
in duct -

Carcinoma ductal invasivo Carcinoma lobular invasivo
Figura 1 — Localizacéo dos tipos mais comuns de cancer de mama, CDI E CLI (Fonte: Adaptado de 21)

Os tipos mais comuns de cancer de mama sao carcinoma ductal in situ,
carcinoma ductal invasivo e carcinoma lobular invasivo — Quadro 2. O in situ ndo se
espalha, ja o invasivos ou infiltrando se espalha para o tecido mamario circundante
(21).

Quadro 2 — Tipos de cancer de mama

Tipos comuns

Conhecido como carcinoma intraductal, é um

Carcinoma ductal in situ (CDIS A P . L. .
( ) cancer de mama ndo-invasivo ou pré-invasivo.

Carcinoma lobular in situ (CLIS) Pode ser chamado de neoplasia lobular. As células




20

gue parecem cancerosas estdo crescendo nos
I6bulos das glandulas produtoras de leite da mama,
mas nao crescem através da parede dos lébulos.

O tipo mais comum de cancer de mama. Inicia-se
em um ducto de leite da mama mas atravessa a

Carcinoma ductal invasivo (ou infiltrante) parede do ducio e cresce no tecido adiposo da

mama.
Inicia-se nas glandulas produtoras de leite
Carcinoma lobular invasivo (ou infiltrante) (I6bulos). Como o CDI, ele pode se espalhar para

outras partes do corpo.

Tipos especiais

Carcinoma adenéide cistico (ou adenocistico) Carcinoma mucinoso (ou coloide)
Carcinoma adenosquamous de baixo grau Carcinoma papilar ou micropapilar
Carcinoma medular Carcinoma tubular
Carcinoma metaplasico Carcinoma misto
Tipos raros
Um tipo incomum de cancer de mama
Céancer de mama inflamatdério invasivo. Representa cerca de 1% a 3% de todos

os canceres de mama.

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

Doenca de Paget do mamilo

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

Inicia-se em células que alinham

Angiossarcoma . .
vasos sanguineos ou vasos linfaticos

(Fonte: Adaptado de 21)

1.2 Alteragdes moleculares no cancer de mama

Ja foi dito que no processo de iniciagcdo do cancer varios mecanismos alteram a
regulacdo do sistema de crescimento e morte celular. Entre esses mecanismos pode-se
observar o acumulo de mutacdes, instabilidades cromossbmicas e alteracdes
epigenéticas capazes de modificar a taxa de proliferagdo celular e danificar o sistema
de reparo do DNA (12). Um dos maiores desafios para o estudo e tratamento do cancer
de mama é a resolucdo da heterogeneidade tumoral caracteristica destes carcinomas
(13).

A classificagdo morfologica utilizada pode ser falha na tentativa de caracterizar
0s carcinomas de mama, uma vez que 0S tumores com 0 mesmo grau, estadio e tipo
histologico podem apresentar diferentes prognosticos e respostas a terapia. A limitagdo
dessa classificacdo pode estar relacionada a ndo consideracdo das caracteristicas

biologicas destes tumores (12,22). Uma analise molecular do tumor pode gerar
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informacdes importantes para a definicho de um tratamento especifico para
determinados tipos dessa neoplasia, por exemplo, uma vez que estas possuem
caracteristicas distintas entre si (23). Os principais genes no contexto do cancer de
mama ja utilizados sédo o BRCA1, BRCA2, p53, PTEN e HER?2 (24).

BRCA1 e BRCA2, genes supressores de tumor com elevada penetrancia que
sao transmitidos por herancga autossomica dominante, codificam fatores de transcrigéo,
participam de uma via de reparo de DNA (13) e sua inativacado contribui para a
instabilidade genémica (23). A mutacédo do gene BRCAL, localizado no brago longo do
cromossomo 17, e o gene BRCAZ2, localizado no bragco longo do cromossomo 13,
aumentam de forma significativa o risco de cancer (17). Grande parte dos casos de
cancer de mama hereditario resulta de mutacées germinativas nesses genes (23). De
todos os casos de canceres de mama, 5 a 10% estdo associados a alteracdes
genéticas por mutacdes dos genes BRCAL e BRCA2 (17).

Outros genes cujas mutacdes tém sido associadas a tumores mamarios
observados em sindromes hereditarias sdo os genes p53 (sindrome de Li-Fraumeni) e
PTEN (sindrome de Cowden) (17). O p53 é ativado em resposta a sinais de danos
celulares e codifica um fator de transcricdo que interage com outros genes para parar o
ciclo celular na fase G1, antes que ocorra a replicacdo do DNA na fase S, dando tempo
para que ocorra o reparo do DNA danificado. A resposta alternativa do p53 a um DNA
danificado é inducdo da apoptose (23). Assim ele atua como um gene supressor de
tumor e sua mutacédo leva a perda de funcado, podendo levar a formacédo de um tumor
por ndo interromper a replicacgdo de DNA danificado. As mutacdes no gene p53
ocorrem em mais de 50 tipos diferentes de tumores e mais de 1000 mutacbes neste
gene sdo atualmente conhecidos (16,23). A presenca de mutacdes p53 em tumores,
especialmente os de coélon e de mama, indica um cancer muito agressivo com poucas
chances de sobrevida (23).

O HER2 é uma proteina com papel importante no crescimento e
desenvolvimento de varias células. O gene HER2, responsavel pela proteina, € um
proto-oncogene e esta localizado no brago longo do cromossomo 17. Portanto erros
relacionados a esse gene favorecem o desenvolvimento do cancer, pois sera produzida

mais proteinas que transmitem sinal para crescimento celular superiores as ceélulas



22

normais. E um importante marcador de tratamentos oncoldgicos, especialmente para o
cancer de mama (12,17,22).

O Ki67 também é utilizado como marcador e indica proliferacdo celular. E um
antigeno nuclear presente nas fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M) e ausente
na fase de repouso celular (GO) (25,26). A proteina est4 associada com alto grau de
indiferenciacdo tumoral e tem correlacdo positiva com metastase, morte por neoplasia e
baixa sobrevida sem doenca, indicando um pior prognostico (25,26,27). Na clinica o
Ki67 é utilizado para ajudar a classificar o cancer (Luminal A e B) e considera-se grau
de proliferacao baixo quando € inferior a 15%, intermediério de 16 a 30% e um alto grau
quando é superior a 30% (28).

Através da ligacdo de subtipos tumorais e conceitos moleculares e
correlacionando-os com parametros clinicos relevantes (como o tempo de sobrevida e o
tempo livre de doencga), criou-se a classificacdo desses carcinomas em cinco grupos
(Quadro 3): luminal A, luminal B, superexpressdo do HER2, basal e normal breast-like

(12,22).

PROGNOSTICO

SUBTIPO |

FENOTIPO | CARACTERIZACAO

Luminal A RE e RP Elevada expressédo de genes Esta associado a assinatura de
positivo e HER2 | representados pelas células melhor prognéstico e responde a
negativo epiteliais luminais terapéutica com antiestrogénicos
Associado a pior progndstico,
sendo particularmente
- Baixa ou moderada relacionado a recidiva tumoral,
Luminal B RE positivo, RP ~ L.
" expressao de genes por apresentar possiveis
e HER2 positivo p Lo
; expressos pelas células similaridades com os tumores RE
ou negativo o L : )
epiteliais luminais negativos (subtipos
superexpressao do HER2 e
basal)
Importante biomarcador de
= prognéstico no carcinoma de
S 5 Superexpressao de uma das mama. Estes tumores
e pliessE . moléculas da familia dos '
RE negativo e apresentam boas respostas a
o receptores de fator de . -
do HER2 HER?2 positivo ) N drogas que blogueiam a atividade
o crescimento epidérmico, o
HER? do HER2, como, por exemplo, o
anticorpo monoclonal
trastuzumab
Expresséo de varios genes
Basal “triplo negativo” expressos nas células o . o
(RE, RP, HER2) progenitoras ou células Associagdo com pior prognos:u;o
. . N e carece de tratamento especifico
basais/mioepiteliais
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Aumento da expressao de
genes comumente expressos

Normal pelo tecido adiposo e por
outros tipos de células nao N&o esta clara sua distingcdo nem
breast-like epiteliais. Forte expressao seu valor clinico

para genes epiteliais basais e
baixa expressao para genes
do epitélio luminal.

Quadro 3 — Classificacdo molecular do cancer de mama (Fonte: 12,22,23)

Apesar da colaboracdo que esse método de classificacdo trouxe ao tratamento
do cancer de mama, ainda € necessario melhorar os diagndsticos para direcionar
condutas terapéuticas mais individualizadas, especialmente as pacientes com perfil
basal, que esta relacionado com um pior progndéstico e com um curso da doenca mais
agressivo, por nao ter uma terapia eficaz (12).

As variacbes nas caracteristicas moleculares de um mesmo tipo de cancer
mostraram a importancia de se tomar medidas preventivas ou definir tratamentos
levando em consideracdo as caracteristicas individuais (29) e tornou a busca por novos
alvos terapéuticos, nos varios subtipos moleculares de cancer de mama, um dos
principais objetivos na investigacdo molecular do cancer de mama (30). Essa evolucao
entre a melhora no diagnéstico e criacdo de terapias adaptada ao genoma individual
acontece principalmente através do desenvolvimento do campo da farmacogendmica
(12).

1.3 Marcadores moleculares no cédncer de mama

Varios fatores tém sido estudados com a finalidade de se estabelecer critérios
para uma avaliacio objetiva do prognostico das pacientes com cancer de mama. E
consenso que o estadiamento avancado da doenca se encontra associado a uma pior
sobrevida (31). As caracteristicas histopatoldgicas do cancer de mama, incluindo o
tamanho do tumor, comprometimento linfonodal, metastases, grau e tipo histolégico,
sdo importantes determinantes para o prognéstico, mas a utilizagdo de marcadores
moleculares em varios processos biologicos relacionados a doenca pode aumentar a
especificidade da determinacdo do subtipo de cancer (32).

Atualmente o estudo da expressao desses marcadores progndsticos e preditivos

do cancer de mama tem se revelado importante ferramenta de trabalho na rotina
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diagnodstica e de pesquisa, sendo a imuno-histoquimica a técnica ainda mais usual
nesse ambito (25). Como resultado pode-se, por exemplo, definir o tratamento mais
adequado, através dos tumores que expressam receptores (HER2, RE, RP). Neste
cenario entram as terapias dirigidas contra alvos moleculares especificos. Um subgrupo
especifico de cancer de mama desperta especial interesse, por ainda ser 6rfao de
tratamento direcionado, o basal ou triplo-negativo. Neste grupo de tumores, as células
nao apresentam em sua superficie a expressédo de RE, RP ou HER2 (22,33,34).
Portanto, fica claro que na pesquisa sobre o cancer de mama € importante
buscar novos marcadores moleculares que facilite diagnésticos e terapias de forma

cada vez mais especializada e adequada (13).

1.4 Marcadores moleculares associados a imortalizacéo celular

Cada vez que o DNA de um cromossomo é duplicado para a mitose, ele perde
um pequeno segmento da sua porcdo terminal - o teldmero, porcdo que contém
sequéncias altamente repetitivas de DNA (repeticdes TTAGGG) (35). Os teldmeros séo
estruturas nucleoprotéicas especiais e Sao essenciais para proteger terminais
cromossOmicos contra a degradacdo, fusdo e rearranjo de ponta a ponta (30,36).
Assim, quanto mais vezes uma linhagem celular se divide, mais o tamanho do telomero
de seus cromossomos diminui, até que atingem um tamanho minimo que limita novas
divisbes celulares porqgue o DNA ndo pode mais ser duplicado — processo de
senescéncia celular (35).

Varios estudos tém relatado que o comprimento dos telémeros em tecidos de
tumores solidos pode ser um potencial marcador de progndstico (37,38). Além disso, o
encurtamento do telébmero esta associado a diversos fatores progndsticos do cancer de
mama (39). Segundo estudo realizado por SHEN e colaboradores (32), o comprimento
dos teldmeros em leucocitos de sangue periférico pode transportar informacdes sobre o
prognoéstico do cancer de mama e o maior comprimento dos teldmeros foi associado a
um pior prognéstico em relagcdo ao comprimento dos teldémeros mais curtos. Tém sido
associados ao comprimento dos teldmeros, a expressdo e estagio do tumor, a
gravidade da progressao do CM (TERF2), doenca recorrente (TERC) e previsdo de
sobrevida global e livre de doenca (TERC) (32).
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A telomerase reconhece a hidroxila 3' (3'OH) na extremidade da saliéncia da
cadeia G do teldmero e adiciona sequéncias de repeticAo nas extremidades
cromossomicas (30) — Figura 2. Sua funcéo de reconstruir os teldbmeros apos cada ciclo
mitético tem importantes efeitos sobre as células (31). A telomerase funcional é
composta pela proteina TERT (do termo em inglés “telomerase reverse transcriptase”,
ou transcriptase reversa da telomerase) e pelo componente de RNA de telomerase
(TERC) que atua como um molde para a sintese de DNA. O produto do gene TERT
contém trés dominios estruturais distintos: o dominio de ligacdo ao RNA (TRBD), o
dominio da transcriptase reversa e a extensao carboxi-terminal (CTE), que representa o
dominio putativo do polegar de TERT (30).

Figura 2 — Esquema representativo da perda do telémero durante a divisdo celular e sua recuperagéo
pela enzima telomerase (Fonte: Adaptado de 40)

A expressdo do hTERT (subunidade catalitica da telomerase humana) é capaz
de restaurar o comprimento dos teldmeros, evitando o0 processo de senescéncia e
tornando a célula imortalizada. Esse processo € vital para a manutencdo de células
replicantes no tumor, j& que mantém a integridade dos teldbmeros e capacita tais células
a dividirem-se continuamente (30,31). A imortalizacédo celular permite que os tumores
crescam e da tempo as ceélulas pré-cancerosas ou cancerosas para acumularem

mutacdes adicionais. Na maioria dos casos, se a telomerase for bloqueada nas células
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cancerosas, seus teldbmeros encurtardo de novo sempre que se dividirem, levando a
apoptose ou a crise (33). Portanto, a telomerase caracteriza-se como uma enzima
chave no processo da carcinogénese, e potencial marcador molecular para progndéstico
de diversos tipos de cancer.

A atividade da telomerase é ausente na maioria dos tecidos somaticos humanos
normais mas é frequentemente detectavel em quase todos os tipos de tumores,

reforcando a importancia da telomerase no desenvolvimento de cancer (36).

1.5 Polimorfismo génico e progndstico

Alguns estudos tém ligado o polimorfismo de genes relacionados a telomerase
com a susceptibilidade e/ou sobrevivéncia do cancer de mama (41). O estudo dos
polimorfismos dos genes responsaveis pela expresséo da telomerase podera contribuir
na determinacdo do prognéstico, influenciando a susceptibilidade do hospedeiro a
progressdo tumoral e metastase (32). O trabalho de PELLAT e colaboradores mostrou
que varios polimorfismos de nucleotideo Unico relacionados com a telomerase tiveram
associacdo com o risco de cancer de mama em geral, incluindo TERT rs10069690 e
rs2242652 (41).

Os polimorfismos citados acima, porém, ndo tem, necessariamente, repercussao
funcional na atividade da enzima. O polimorfismo TERT rs2736100 pode contribuir
diretamente para predisposicdo ao cancer por modificacdo da funcdo de TERT ou por
estar fortemente relacionado a desequilibrios com outras mutacdes proximas
biologicamente plausiveis e causadoras de doencas (30,42), sendo um dos variantes
mais comuns do gene hTERT associado com o risco de cancer (43). Nesse sentido, o

estudo desse polimorfismo se mostra mais promissor.

1.6 rs2736100

O polimorfismo TERT rs2736100 € localizado no intron 2 do gene (30), que esta
localizado no cromossomo 5p15.33 — Figura 3. Shete et al. (44) publicou o primeiro
estudo indicando que este polimorfismo pode contribuir para um risco aumentado de
glioma. Desde entdo, varios grupos de pesquisa relataram a associacado entre este

polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) e risco com outros canceres (36,43,46).
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Figura 3 - TERT e regifes de polimorfismos (Fonte: Adaptado de 45)

Segundo Choi et al. (43) o polimorfismo TERT rs2736100 esta associado com
teldmeros, que foram encurtados em 35 tecidos de cancer gastrico estudados, em
comparacdo com as correspondentes mucosas gastricas ndo cancerosas. O mesmo
autor também relata que o mesmo polimorfismo foi positivamente correlacionado com a
expressdo da enzima telomerase. Outro estudo relatou que o gendtipo hTERT
rs2736100 GG foi mais frequente nos pacientes com cancer de mama CDI (OR = 5,9;
IC 95% = 1,3-28,5; p = 0,014) (46).

Uma vantagem do estudo de polimorfismos génicos é que, por se tratarem estes
de caracteristicas genéticas do individuo, e ndo do tumor, é possivel acessar tais
informagdes a qualquer tempo, mesmo antes da doenca diagnosticada (nos casos de
pacientes com histérico familiar, por exemplo), permitindo a antecipacdo de condutas.
Além disso, a possibilidade de se estudar marcadores usando amostras de sangue
periférico ou tecidos de facil coleta no lugar de fragmentos do tumor traz facilidades
adicionais na implementacao clinica dessas analises.

Conforme o exposto fica evidente a importancia da busca de novos marcadores
prognésticos para o cancer de mama. Por ser a telomerase uma enzima importante no
processo de carcinogénese, por estar presente na maioria dos tumores e pelos indicios
de ser um bom marcador molecular, se faz necessaria uma investigacao mais profunda
no tema, estudando-se inclusive o polimorfismo do gene dessa enzima e verificando a

associagao deste polimorfismo com variaveis clinicas relevantes.
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2 Objetivos

2.10bjetivo geral: Analisar o polimorfismo TERT rs2736100 em pacientes com cancer
de mama e testar a correlacdo de tais dados com o prognadstico e variaveis clinicas

diversas.

2.20bjetivos especificos:

a) Descrever a populacao estudada quanto aos aspectos clinicos relevantes;

b) Identificar o variante mais comum do polimorfismo rs2736100 na populacao
estudada;

c) Estudar a associacdo do polimorfismo com caracteristicas clinicamente Uteis
na determinacao de prognastico;

d) Criar um biorrepositério de DNA de pacientes com cancer de mama associado
a banco de dados com as informacdes clinicas para uso e estudos posteriores.
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3 Metodologia

O trabalho foi conduzido como estudo clinico experimental, em que a populacéo
de estudo foi constituida por pacientes com cancer de mama que aceitaram participar
da pesquisa, atendidas no periodo de marco de 2015 a setembro de 2016 no Hospital
Universitario de Brasilia (HUB) e no Centro de Cancer de Brasilia (CETTRO).

A proposta integra o projeto “Estudo de marcadores moleculares associados a
resposta de pacientes oncoldgicos a quimioterapia para uso em terapéutica racional em
saude publica”, aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP/FS-UnB) na area
tematica “Genética humana” sob numero CAAE: 30711114.3.0000.0030 (ANEXO A).

A Figura 4 detalha os parametros para estabelecimento da amostra. Os
pacientes que aceitaram participar do projeto e ndo possuiam dados clinicos referentes

ao cancer de mama em seus prontuarios foram excluidos.

®
'@°
®

Pacientes
com CM

HUB

Figura 4 — Critérios de incluséo e exclusdo para definicdo da amostra

3.1 Coleta de sangue
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Durante a consulta oncolégica o paciente foi convidado a participar do estudo.
Aqueles que aceitaram assinaram o0 termo de consentimento livre e esclarecido
(ANEXO B) e receberam um voucher para a coleta de sangue (ANEXO C).

Foi coletado 4 mL de sangue periférico dos pacientes, em tubo com EDTA
especifico para biologia molecular. A coleta e o armazenamento primario foram
realizados pelo Laboratério SABIN/DF, sendo que ndo houve qualquer custo financeiro
para o paciente. Posteriormente o material foi levado para o laboratério da Faculdade

de Ceilandia/UnB e processado para extracdo do DNA.

3.2 Extracédo de DNA

Foi executada a extracdo padrdo por desidratacdo e precipitacdo com uma
solucéo saturada de NacCl, segundo metodologia de Miller, Dykes & Polesky (47). Apés
extracdo, o DNA foi diluido em agua ultrapura (grau cromatografico). A concentragdo e
pureza do DNA foram determinadas por espectrofotometria através do equipamento
NanoDrop One (Themo Scientific, Madison, USA). As amostras de DNA foram

aliquotadas e congeladas a —80°C.

3.3 Analise de polimorfismo

Inicialmente, a abordagem metodoldgica usada para o estudo do polimorfismo foi
a técnica de andlise eletroforética de comprimento de fragmentos de restricdo apés
amplificacdo por PCR convencional. Devido a problemas técnicos, além de uma
inesperada modificagdo na sequencia de reconhecimento e clivagem da enzima de
restricdo (vide resultados), a estratégia foi substituida por sequenciamento de nova
geracdo da regido que abrange o polimorfismo rs2736100 no gene hTERT humano
apos amplificacdo por PCR convencional. As sequéncias iniciadoras foram: F: 5’-ATG
CGA CAG TTC GTG GCT CA-3’ e R: 5-ATC CCC TGG CAC TGG ACG TA-3 (Sigma
Aldrich, Canada, 0,025umol).

O procedimento de PCR foi realizada sob condigdes padrdo numa mistura
reacional de 30 ul, contendo: 20 nanogramas de DNA extraido; 0,6 uM de cada
iniciador; 0,2 mM de desoxirribonucleotidos fosfatados; 1,5 mM de MgClz; 0,03U de
polimerase Ampli Taq (Uniscience Corporation, Miami, USA, 5U/ul); e tampéao
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adequado (fornecido pelo fabricante). As condi¢cdes de reagéo foram as seguintes: 95°C
durante 12 minutos; 35 ciclos de 95°C durante 30s, 58.5°C durante 30s, 72°C durante
30s; e 72°C durante 5 min.

Os fragmentos de DNA, em seguida, foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% para verificagdo de tamanho da banda, condi¢édo de controle negativo e
presenca de banda unica (Figura 5).

Figura 5 — Gel de agarose a 2% com marcador de 25kb mostrando a banda

de 160 pb de 5 amostras de pacientes e controle negativo que foram
submetidos a PCR

Para a realizacdo do sequenciamento os produtos de PCR foram novamente
guantificados, padronizados para 60 nanogramas e submetidos a um processo de
secagem em termobloco a 70°C por 1 hora. As amostras foram enviadas pelos correios
ao ACTGene Analises Moleculares Ltda (Alvorada, Rio Grande do Sul), empresa
responsavel pelo sequenciamento das amostras. O equipamento utilizado pela empresa
foi o sequenciador AB 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os DNA-moldes
foram marcados com 2,5 pmol do primer F (rs2736100 - F: 5-ATG CGA CAG TTC GTG
GCT CA-3’) e 0,5 uL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standart
(Applied Byosystems) com um volume final de 10 pL.As reacées de marcacao foram

realizadas em termociclador (LGC XP Cycler) nas condi¢des: 96°C durante 3 minutos;
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25 ciclos de 96°C durante 10s, 55°C durante 5s e 60°C durante 4m. Depois as
amostras foram purificadas (isopropanol 75%), lavadas (etanol 60%), diluidas em
formamida Hi-Fi (Applies Byosystems), desnaturadas a 95°C por 5 min, resfriadas em
gelo e eletroinjetadas no sequenciador.

Apbés sequenciamento as sequéncias e eletroferogramas obtidos foram
analisados utilizando o software Chromas Lite (versao 2.01, Technelysium Pty Ltd.) e
com a ferramenta PHPH disponivel online (http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html).
Essas ferramentas foram utilizadas para averiguar a qualidade do sequenciamento e
confirmar mutacdes em regides de interesse. Os alinhamentos foram realizados
utilizando o BLAST (NCBI - http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.4 Coleta de dados clinicos

Os dados clinicos foram coletados através dos prontuarios eletrbnicos dos
pacientes disponiveis no HUB e na Cettro e tabelados em planilha no Excel. As
variaveis coletadas foram: registro do paciente, ano de nascimento, peso, altura, idade
ao diagnodstico de cancer de mama, CID, informacdes imuno-histoquimicas e anatomo
patologico pré-operatérias e da peca do tumor (RH, Ki67, HER2, tamanho do tumor,
namero de linfonodos acometidos, multifocalidade, estadiamento, classificacdo

histoldgica, grau e tipo do tumor), cirurgia e situacdo no momento da Ultima consulta.

3.5 Andlises Estatisticas

Para andlise descritiva os dados planilhados foram utilizados na construcédo de
tabelas e graficos que foram qualitativamente analisados.

Para célculos de probabilidade para inferéncia, as variaveis foram identificadas e
divididas quanto a sua natureza. Os dados das variaveis quantitativas foram analisados
quanto a distribuicdo com testes de normalidade (D’agostino test) ou analise de
assimetria para grupos com numero amostral menor que 20 (admitindo intervalo de
normalidade entre -1 e +1). A distribuicdo dos dados implicou em uso de média ou
mediana e, consequentemente, testes paramétricos ou nao.

As associa¢cOes foram analisadas por testes de correlacéo direta numa primeira

abordagem, seguida de comparacéo de grupos compostos por categorizacao. No caso
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das varidveis quantitativas, pontos de corte foram definidos para a composicdo dos
grupos, conforme informado na apresentacéo dos resultados.

Para analise por categorias, os exames imunohistoquimicos foram categorizados
como positivo ou negativo; para RE e RP os valores de 0 e 1 entraram na categoria
negativo e >1 na positivo; para o HER2 o valor de O foi negativo e +1, +2 e +3 foram
positivo. Para o Ki67 retirou-se 20% das amostras centrais a partir da mediana
(percentis de 40 a 60), e classificou-se como Ki67 baixo para valores < que o percentil
40 e Ki67 alto para valores = que o percentil 60.

Para o tipo de tumor foi estabelecida trés categorias: CID, CLI e outros. Os
outros incluiram todos os tipos que nao estavam definidos como CDI ou CLI.

Para os linfonodos acometidos estabeleceu-se duas categorias, acometidos para
os resultados com 21 linfonodo ou n&o acometidos para O linfonodo.

As diferencas entre os grupos foram avaliadas pelos testes t ou ANOVA para 0s
dados com distribuicdo normal e Mann Whitney ou Kruskal-Wallis para dados com
distribuicdo ndo normal. O teste do X? foi empregado para o estudo de associacdes de
variaveis categoricas ou categorizadas.

Para todos os testes estatisticos o valor de P<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Foi utilizado o software GraphPad Prism verséao 7.02 para
todas as andlises.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Dados clinicos

Ao todo, 119 pacientes com cancer de mama aceitaram participar do estudo, 98
procedentes da Cettro, 12 do mutirdo - evento organizado pela Cettro em associacao
com a Sociedade Brasileira de Cirurgia plastica para atendimento de pacientes que
desejavam a reconstrucdo da mama - e 9 do HUB.

Para a analise clinica 16 pacientes foram eliminados por ndo haver dados
relativos ao cancer de mama no prontuario médico. Para os demais pacientes alguns
dados ndo estavam disponiveis, mas estes permaneceram no estudo e foram
analisadas as informacfes encontradas.

Do total de pacientes, apenas 1 era do género masculino (0,84%), o que é
esperado pois o cancer de mama é uma doenca rara em homens, correspondendo
apenas cerca de 0,8 a 1% do total dos casos de cancer de mama (48,49,50).

As informacdes gerais estao presentes na Tabela 1.

Tabela 1 — Informacfes gerais dos pacientes

IMC Idade ao diagnéstico Tipo de tumor

<25 35 <50 anos 50 CDI CLI Outros
=25 60 =50 anos 53 85 8 5

A OMS classifica como sobrepeso o IMC igual ou superior a 25 (51). 63,15% dos
pacientes estdo acima do peso (sobrepeso e obesidade), o que pode ser considerado
um fator de risco para o cancer de mama. Um estudo mostrou que 1 a cada 8 casos de
cancer de mama é atribuido a obesidade (52). Outro estudo, prospectivo com 20 anos
de seguimento, encontrou resultados que sugerem que o peso do IMC esta associado
ao risco de cancer de mama em mulheres pds-menopausicas (53). A maior
concentracéo de células adiposas e a baixa massa muscular, presentes na obesidade,
podem estar ligadas ao cancer pelas consequéncias endocrino-metabdlicas danosas ao

corpo humano (54). Com o excesso de peso ha aumento significativo na concentracao
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de insulina sérica e maior liberagdo de citocinas inflamatorias, além de converséo
periférica aumentada de estrogenos - aumentando assim a proliferacdo celular e
provocando uma resposta imunoldgica alterada (induz alteracbes nas células Natural
Killers) (53,54). Como todos esses fatores sdo colaborativos para o surgimento e
manutencao de neoplasias é importante conscientizar que o sobrepeso deve ser tratado
de maneira cautelosa, pois além de estar relacionado a varias outras doencas esta
ligado indiretamente ao cancer.

A média de idade no momento do diagnostico foi de 49,85 anos. Segundo o
INCA o cancer de mama é raro antes dos 35 anos e a partir dessa idade a incidéncia da
doenca cresce, principalmente apés os 50 (48). 19 pacientes do estudo tiveram o
cancer diagnosticado na faixa de 28 a 35 anos, sendo que trés tinham menos de 30. Na

Figura 6 é possivel ver a distribuicdo conforme a faixa etaria:

4% 2% 3%

Faixa etaria
m< 30
m30 -39
m40 - 49
m50 - 59
m60 - 69
m70-79
@m> 80

Figura 6 — Porcentagem de casos de cancer de mama de acordo com a
faixa etéria da idade ao diagnéstico

Atualmente ha um esforco do Governo para conscientizacado da populacao sobre
a doenca, que promove campanhas que vao além dos hospitais, através de cartazes,
televiséo e internet (“outubro rosa”, por exemplo). Este resultado (48% dos casos em
pacientes com menos de 50 anos) pode ser o reflexo dessas campanhas, onde as
pessoas ficam mais atentas aos sinais e sintomas suspeitos e procuram 0s servi¢cos de

saude para confirmacdo do diagnodstico. Assim, parte da populagdo acaba
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diagnosticando mais precocemente o cancer de mama — que pode resultar num melhor
prognostico e menor morbidade associada ao tratamento (55).

Sobre os tipos de tumores, 0 mais comum foi o CDI, dado que esta de acordo
com a literatura (16,56). Os tipos menos frequentes, com um ou dois casos (ou ndo
totalmente classificados), foram: carcinoma intraductal ndo infiltrante SOE, carcinoma
micropapilifero invasivo da mama, carcinoma medular e carcinoma mamario invasivo.
Estes possuem uma frequéncia de 1%, sendo o micropapifero uma forma rara de
carcinoma invasivo (28). O CLI representa 8,16% da amostra, conferindo uma
frequéncia conforme a literatura, que relata uma faixa entre 2 a 15% (28). Em geral o
CDI e CLI apresentam progndsticos semelhantes, com sobrevida global de 85% em 5
anos (56).

Dos 103 pacientes, 17 continham o relato de recidiva e a informacdo sobre o

grau do tumor estava disponivel em 82 casos (Tabela 2).

Tabela 2 — Grau do tumor e casos de recidiva

recidiva
Grau casos
casos %
1 11 1 9,09
40 4 10
3 31 6 19,35

O caso da recidiva do tumor de Grau 1 ocorreu depois de 10 anos. Os casos de
recidiva do Grau 2 apresentaram metastase depois de 2 a 10 anos e os de Grau 3
depois de 2 a 7 anos.

No grau histolégico o aspecto morfologico do tumor correlaciona-se com o seu
grau de malignidade. Os parametros avaliados incluem o grau de formacgédo de
tbulos/glandulas, a atipia nuclear/pleomorfismo e o indice mitético. E considerado um
excelente fator prognostico, sendo que a sobrevivéncia piora progressivamente a
medida que o grau histoloégico aumenta. Nos de Grau 1, classificados como tumores
bem diferenciados, quadros de recorréncia e metastase sdo raros. Os de Grau 2 sdo os

classificados como moderadamente diferenciados. JA os de Grau 3, pouco
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diferenciados, apresentam alto risco de recorréncia e metastases precoces (28,57). Os
resultados, apesar de uma certa diferenga com o achado na literatura (acima), mostram
uma menor sobrevida livre da doenca conforme o maior grau do tumor. Um estudo mais
detalhado, com dados mais completos, deve ser feito para avaliar a real relacdo da
recidiva com o grau do tumor, j& que essa pode ter o risco aumentado dependendo de
outros fatores, como o tipo de tratamento utilizado na primeira ocorréncia do cancer.
Quanto ao tamanho, 69 amostras foram medidas na peca do tumor coletada em
cirurgia e 3 por bidpsia de agulha. 70,27% dos casos apresentaram tamanho menor

que 3 cm (Figura 7).
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Figura 7 — Tamanho do tumor separado por faixas, em cm. A altura da barra
indica nimero de casos e a linha pontilhada vermelha separa os casos mais

graves (a direita) dos mais leves (a esquerda)

z

O tamanho do tumor é um fator determinante para o progndéstico do paciente
(25). Para os pacientes com tumores menores que 2 cm ha indicagdo de uma sobrevida
em 20 anos de 88%. Os tumores de menor tamanho estdo relacionados a um melhor
prognostico tanto para sobrevida global quanto para sobrevida livre da doenca (56). A
maioria dos casos tiveram algum tratamento quimioterapico antes da cirurgia, o que
pode estar relacionado a 70,27% dos casos apresentarem um tumor menor que 3 cm.
Entretanto, neste trabalho as informacdes sobre a quimioterapia ndo foram coletadas, o

que impossibilita a analise mais profunda desta relacdo. Sobre o estadiamento primério,
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de 40 casos onde o TNM foi descrito, 15% apresentou T1, 47,5% T2, 25% T3 e 12,5%
T4. Desses, 10 mantiveram o estadiamento inicial, 10 apresentaram reducdo na
classificacdo do estadiamento T apds a biopsia da cirurgia e 3 tiveram a classificacao
aumentada. Como o estadiamento inicial é realizado na maioria dos casos por um olhar
clinico (exame fisico) ou mamografia, a concordancia com o resultado da biépsia nem
sempre esta presente, até porque alguns casos sdo submetidos a tratamento antes da
cirurgia, que quase sempre resulta na reducédo do tamanho do tumor.

Sessenta e trés pacientes tiveram a imunohistoquimica pré-cirurgica realizada
(Tabela 3). Para os exames imunohistoquimicos em que havia apenas o resultado de
positivo considerou-se a moda (resultado mais frequente). Para o RE houve 7 casos de
resultado apenas positivo e a moda utilizada foi de 90. Para o RP houve 6 casos e a
moda utilizada foi de 90. Para o Ki67 os percentis de 40 e 60 corresponderam aos
valores entre 20 e 30, respectivamente, e classificou-se como Ki67 baixo para valores

<20 e Ki67 alto para valores =30.

Tabela 3 — Casos de imunohistoquimica pré-operatoria

Positivo Negativo

RE 44 19
RP 38 25
HER2 19 44

Através dos dados do prontudrio, 6 estavam classificados como luminal A, 8
como luminal B, 12 como triplo-negativo e 1 como HERZ2 impuro. Na imunohistoquimica
do cancer de mama é comum a expressao positiva dos recptores hormonais (RE e RP)
em aproximadamente dois ter¢cos dos casos e de até 20% para amplificacdo do HER2
(27). Os tumores luminais tém sido associados a prognosticos mais favoraveis
engquanto os subtipos triplo-negativo e superexpressdo de HER2 a progndsticos mais
reservados (34,57). Uma das implica¢cdes do progndéstico mais favoravel é por conta do
tratamento alvo-especifico, com definicdo do emprego de drogas como o trastuzumabe,
naquelas pacientes que apresentam expressao do HER2, ou dos antagonistas dos RE

ou de RP, naquelas pacientes cujos tumores expressam esses receptores hormonais
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(34). Os tumores triplo-negativos, por ndo expressar nenhum desses receptores, ainda
carecem de tratamentos especificos, apresentando portanto um perfil mais agressivo e
consequentemente com maior risco de recorréncia e probabilidade de morte decorrente
da doenca de 17% em 10 anos, quando comparados aos outros subgrupos (27,34,57).
Com isso, concluimos que o resultado imunohistoquimico para o cancer de mama é
determinante na escolha de um esquema terapéutico adequado e proporciona um
progndéstico tumoral mais criterioso, com uma melhor e maior sobrevida ao paciente
com cancer (25).

Analisando ainda a imunohistoquimica antes da cirurgia, é importante relatar que
para alguns casos houve registro da imunohistoquimica pos-cirurgia. Comparando as
duas, nos 16 casos apenas 3 foram concordantes com o resultado pré-cirargico. Dos 13

casos que apresentaram diferenca, os erros foram (Figura 8):

RP<ou-
RP >
RE >

RH + ou > B casos

her 2 + ou >

ki67 >

kie7 <

Figura 8 — Itens da imunohistoquimica pdés-cirdrgica ndo-concordante com
biopsia pré-cirtrgica. Os resultados sdo da bidpsia da peca do tumor

comparados aos resultados da biépsia por agulha.

Este resultado poderia ter influéncia de tratamento antes da cirurgia se 0s
resultados poés-cirurgia fossem no geral menores que 0s da pré-cirurgia, 0 que
aconteceu em apenas 3 casos (RP menor e negativo e Ki67 menor). O aumento desses

valores pode significar baixa sensibilidade da bidpsia com agulha (pré-cirargica) ou
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progressédo do tumor. Ough, Velasco & Hieken (58) realizaram um estudo com 203
pacientes e mostraram que em 86% dos casos houve correspondéncia
imunohistoquimica exata nas duas amostras (biépsia por agulha e cirargica) e
comparou a outros estudos que também tinham os mesmos resultados. Um estudo
recente, com 171 pacientes, mostrou que 17,5% dos pacientes tiveram a classificacao
final alterada pelo resultado da biépsia cirdrgica, em relacdo a classificacao inicial feita
pela biopsia por agulha (59). Como os dados dos pacientes do estudo ndo estavam
completos, apenas foi encontrado um caso onde estava relatada a classificacéo final
alterada apds a bidpsia cirargica, onde inicialmente foi classificado como Luminal A e
apos para Luminal B. Apesar dessa ndo concordancia pos-cirdrgica representar
somente 12,62% dos casos, este dado € relevante porque esta associado a maior
probabilidade a ter fatores de mau prognostico, como maior tamanho do tumor, RP
negativo, grau Il e idade mais jovem no momento do diagndstico (59).

A bidpsia por agulha € um dos pontos fortes no tratamento inicial do cancer de
mama, pois facilita a escolha do tratamento mais adequado, reduzindo custos (58). O
problema desse exame para o diagnostico geral do paciente esta relacionado a dois
pontos:

1- A amostra da biopsia de agulha = a quantidade de células tumorais observadas
em espécimes de biopsia de agulha € menor do que a disponibilizada em
espécimes ressecados cirurgicamente; e a amostra de tecido obtida no processo
e geralmente da zona central da massa tumoral, porem as areas periféricas do
tumor séo biologicamente mais ativas e altamente proliferativo (59).

2- A decisao por ndo fazer a biopsia cirargica = por medida de reducao de custos,
por vezes a biopsia cirlrgica ndo é realizada por conta da obtencédo prévia do
resultado imunohistoquimico pela bidpsia de agulha; portanto o tratamento
adjuvante pds-operatério continuara levando em conta os dados iniciais do tumor
(58).

Mesmo assim a bidpsia pré-cirargica continua a ser indicada, apenas precisam
melhorar a técnica na questdo da sensibilidade e garantir a bidpsia pés-cirargica para
conferir o estado do tumor e organizar as medidas de tratamento pos-cirurgia de

maneira mais adequada.
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Voltando a Figura 8, o Ki67 foi o marcador mais alterado. A relevancia da
alteracdo desse marcador estd relacionada a categorizacdo dos tumores luminais e
consequentemente do tratamento aplicado (59), ja que inicialmente pode ser
classificado com um tumor de melhor prognostico e posteriormente obter um quadro
pior que o primeiro. A pratica de avaliar o marcador na peca cirargica pode minimizar os
erros. Quanto a alteracdo, a elevacdo dos niveis de Ki67 na biopsia cirdrgica
comparado a bidpsia pré-operatoria ja foi relatada em outros estudos (58,59) e os niveis
extremamente discordantes do marcador pode estar associado a agressividade do
tumor.

De 103 pacientes, 93 tiveram registro de cirurgia (Figura 9). A categoria Outros
inclui ressecacdo segmentar, centralectomia e esvaziamento axilar. Pelo menos um
meétodo cirurgico foi aplicado na maioria dos pacientes. O aumento da quantidade de
cirurgias pode ser explicado pelo avanco no rastreamento do tumor, através de

mamografias, exames de estadiamento e imunohistoquimicos (55).

outros

SouS+ (LS ouEA)

CCouCC+1LS

M + EA + LS M casos

M + LS

M + EA

M

0 5 10 15 20 25 30

Figura 9 — Tipos de cirurgias e casos registrados. Legenda: S — setorectomia; EA —
esvaziamento axilar; LS - linfonodo sentinela; CC - cirurgia conservadora; M —

mastectomia

A mastectomia foi o tipo de cirurgia mais comum, realizada em 80 pacientes. Os

subtipos inclui simples, radical, bilateral, parcial, radical e radical modificada.
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Abreu & Koifman (56) relataram que as cirurgias radicais (mastectomias)
estavam sendo substituidas gradativamente em favor das cirurgias conservadoras
(segmentectomias) (60) o que ndo estd em concordancia com este resultado (80 versus
5). A mastectomia, por ser uma cirurgia que retira boa parte da mama, promove um
maior impacto negativo para as mulheres, em comparagdo com as cirurgias
conservadoras, principalmente devido as alterac6es emocionais, na imagem corporal e
a incapacidade funcional relacionada (10,60) e também estd associada a outras
complicacbes raras de longo prazo, mas potencialmente fatais (55). Como a
mastectomia € uma cirurgia mais agressiva, € importante rever o progndéstico com
cautela para utilizd-la somente nos casos mais graves e proporcionar o cuidado
emocional a estes pacientes.

A biépsia do linfonodo sentinela foi realizada em 35,48% dos casos e 0
esvaziamento axilar em 37,63%. A cirurgia comumente € acompanhada da retirada dos
linfonodos axilares ou esvaziamento axilar, procedimento importante no estadiamento e
controle locorregional do cancer. Nos ultimos anos, 0 esvaziamento axilar esta sendo
substituido pela biépsia do linfonodo sentinela (o primeiro linfonodo que recebe a
drenagem de linfa do tumor). O beneficio desta pratica confere taxas de recorréncia
locorregional em oito anos semelhantes as do esvaziamento axilar, mas com um melhor
custo-efetividade em 20 anos (55).

O tipo de tumor foi associado a classificacao final (imunohistoquimica da biépsia
por agulha) — Figura 10.

O CDI apresentou associacdo com 0s subtipos de pior prognostico (Quadro 3
(12,22,23)), dando assim a possivel caracteristica de um tumor mais agressivo. J& o
CLI estava presente apenas no subtipo Luminal A, que apresenta melhor prognostico
se comparado aos outros subtipos (Quadro 3 (12,22,23)), por isso este tipo de tumor
pode apresentar um quadro menos agressivo. O estudo de Peruzzi & Andrade (26),
com 94 casos, nao encontrou associacdo entre essas Vvariaveis (p= 0,118),
diferentemente do encontrado neste estudo. Zuccari et al. (25) cita a associacdo da
amplificagcdo do HER2 a ocorréncia do CDI e a um progndstico ruim. Analisando isso, a
associacao encontrada faz mais sentido, considerando que o HER2 estéa relacionado a

um prognaostico mais reservado (34,57) e pode estar amplificado no luminal B, presente
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no HER2 impuro e ausente no luminal A. No caso do triplo negativo, ao se associar com
o CDI, o pior progndstico estd justificado pela auséncia dos receptores no tumor, que
implica num tratamento menos especifico (Quadro 3 (12,22,23)). O carcinoma mamario
invasivo ndo foi bem especificado no prontuario, em relacédo ao tipo de tumor, mas,

pelos resultados encontrado, possivelmente trata-se de um CDI.

1519

- cdi
104
cli

W= carcinoma mamario invasivo

n casos

Figura 10 — Tipo de tumor associado a classificacdo histologica (p= 0,0116,
n=27 e teste do X?)

Analisando a idade ao diagnostico com outras variaveis, apenas houve
correlagdo com a altura (p= 0,0137, n=94 e teste de correlagdo de Spearman). Deve-se
considerar que o valor clinico desta informacdo pode nao ser de real significancia para
a clinica/prognéstico. Entretanto ndo se pode ignorar a associagcdo. Alguns estudos
mostraram que mulheres mais altas parecem ter risco elevado de cancer de mama (60).
A puberdade é caracterizada por mitose celular intensa e crescimento de tecidos, com
aumentos na altura e peso e o desenvolvimento inclusive de tecido mamario - influéncia
dos esteroides sexuais como mediadores de crescimento. Para pessoas mais altas
esse processo é maior e poder ser um fator de risco para o cancer da mama (60,61).
Apesar da falta de estudos e mecanismos mais claros, ha evidéncias de que a altura
adulta € um fator de risco para o cancer de mama em mulheres e que a associacao
entre a altura adulta e o risco de cancer de mama provavelmente sera causal (61).

Portanto, o cancer podera ser manifestado mais cedo em mulheres mais altas, o que



44

justificaria a correlacdo inversamente proporcional entre idade ao diagndstico e altura
encontrada nesse estudo (R=-0,2536).

Outra correlacdo com a altura que foi significativa foi com o Ki67 — Figura 11.
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Figura 11 — Associa¢do entre Ki67 e altura (p=0,0193, n= 53,
intervalo de confianca de 95% para valor de R = 0,04681 a 0,5494

e teste de correlagdo de Spearman)

Ja foi comentada a associacdo da maior altura ao risco de cancer (60,61). A
altura também est4 ligada a hormonios de crescimento, fatores nutricionais, fatores de
crescimento semelhantes a insulina e proteinas de ligagdo a horménios sexuais. Estes
horménios influenciam a maturacdo sexual, incluindo a idade da puberdade e o
armazenamento de gordura, influenciando os niveis de estrogénios, que, por sua vez,
induzem a proliferacdo celular (62). O inicio do ciclo celular é controlado por estes
fatores através da ligacdo com receptores especificos, os quais, quando ativados,
emitem um sinal de transducdo do citoplasma ao nudcleo celular provocando a
proliferacéao celular (63). Como o Ki67 é um indicador do niumero de células presentes
no ciclo celular e no individuo com maior altura os fatores que estimulam a proliferacéo
celular estdo quantidades mais elevadas, os dois estdo associados indiretamente, pois
os fatores relacionados a maior altura acabam elevando os niveis de Ki67. Estes dados
sdo concordantes com o resultado, que apontam uma correlacdo diretamente

proporcional. Para o cancer esta associacao € maléfica pois a proliferacdo de células
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neoplasicas sera mais expressiva, piorando o prognéstico do paciente. Por fim, deve-se
considerar que a associacdo encontrada pode ser secundaria, sendo a altura, na
realidade, mero reflexo de outra caracteristica ndo estudada, resultando em confuséo
de efeito.

A expressédo de Ki67 também apresentou associa¢cdo com o tipo de tumor e grau
do tumor — Figura 12 e Figura 13, respectivamente.

Apesar de ndo haver relatos claros na literatura sobre o pior progndostico em
relacdo ao CDI e CLI, os resultados deste trabalho mostram uma associacédo do CDI
aos indicadores de pior prognéstico. Na Figura 12 é possivel ver que os pacientes com
Ki67 alto ndo apresentaram o tipo de tumor CLI e no CDI a quantidade de casos com o
Ki67 alto foi maior que os casos com Ki67 baixo, mostrando a associa¢do do CDI ao
Ki67 alto. Entretanto, a ocorréncia de CLI neste estudo teve um n pequeno (n=8) e os
casos estudados foram reduzidos por falta de dados em alguns. Para uma associacao
mais confiavel do tipo de tumor e pior prognéstico, um estudo com mais pacientes com
o tipo de tumor CLI deve ser feito.

407 p= 0,0385
| ki6 7 alto

Bl ki67 baixo
301
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CDI CLI

Figura 12 — Tipo de tumor associado a Ki67 alto e baixo (n= 33 e teste do X?)

O maior grau do tumor (Grau 3) foi associado ao Ki67 alto (Figura 13) e apenas
um caso com Ki67 baixo foi presente. Para colaborar mais com esta associacdo, ao se
reduzir o grau do tumor a quantidade de casos com Ki67 alto também diminui. J& a

associacdo do Ki67 baixo com o grau do tumor ndo mostrou essa correlacao
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proporcional, ja que o marcador teve poucos casos nos tumores de Grau 1 e 3 e muitos

casos no de Grau 2.
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Figura 13 — Grau do tumor associado a Ki67 alto e baixo (p= 0,0080, n= 30 e
teste do X?)

O estudo de Kim et al.(59), com analise de regressao logistica multivariada,
encontrou associacdo entre Ki67 e grau do tumor 3 mas ndo com o tipo histologico.

Porem o estudo néo fez associacdo com valores de Ki67 alto e baixo.
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Figura 14 — Numero de linfonodos acometidos associado ao
Ki67 alto e baixo (p= 0,0422, n=26, teste de Mann Whitney)



47

A Figura 14 mostra que no grupo com Ki67 alto a ocorréncia de linfonodos
acometidos € maior. No grupo de Ki67 baixo apenas trés casos apresentaram
linfonodos acometidos. O numero de linfonodos acometidos é uma das informacdes
prognoésticas de maior valor e inimeros estudos demonstram que a sobrevida do
paciente estd diretamente ligada a este comprometimento. Pacientes que apresentam
linfonodos ndo acometidos possuem um melhor progndéstico tanto para sobrevida global
guanto para sobrevida livre da doenca, e acima de 77% em 10 anos de sobrevida
global (56). Kim et al.(59) correlacionou as duas variaveis e ndo encontrou significancia
(p=0,625) e em outros estudos ndo foi encontrada essa associacdo. Neste estudo a
associacdo sO apresentou significAncia ao se categorizar Ki67 em alto e baixo.
Considerando que ambas as variaveis podem estar relacionadas a pior progndstico (de
acordo com a quantidade de linfonodos acometidos e Ki67 alto), é de se esperar uma
associacao. O Ki67 por estimular a proliferacdo celular pode induzir o tumor a crescer
para além das mamas, fazendo que as células cancerigenas alcancem o linfonodo. Mas
para afirmar a importancia clinica dessa associacdo estudos mais especificos devem
ser realizados.

Os resultados deste trabalho confirmam o uso do Ki67 como fator progndstico,
mostrando que niveis aumentados estao relacionados a tumores mais agressivos.

Os receptores hormonais também apresentaram associacao entre eles e com

outras variaveis — Figura 15 e 16.
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Figura 15 — Correlacdo entre os valores de RE e RP (p= <0,0001, n= 58,
intervalo de confianca de 95% foi de 0,3535 a 0,7229 e o teste de

correlacdo de Spearman)
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Houve correlagdo significativa entre RE e RP. A associagdo continua mesmo
excluindo casos em que se utilizou os valores de moda para RE e RP (7 e 6 casos,
respectivamente, com valores de 90).

A associacdo demonstrada nas Figuras 15 e 16 sdo esperadas, ja que a maioria
dos tumores positivos para RP sdo também positivos para RE (27). A associacao entre
0 RE e RP por categorias (positivo e negativo) também obteve significancia.

p= <0,0001

Il RE -

40 - ——— RE +

209

n de casos

0 T T
RP + RP -

Figura 16 — Associacdo entre RE e RP positivos e negativos (n = 68
casos e teste do X?)

Houve apenas um caso em que o tumor apresentou RE negativo e RP positivo.
Ja para os casos de RE positivo em tumores com RP negativo houve uma diferenca
maior (8 casos) mas pode ser explicado pela distribuicdo mais homogénea do RE nos
canceres de mama (58). Esta associacdo do tumor com RP positivo apresentar RE
também positivo € um fator de bom progndéstico (27,56).

Ao separar 0s receptores hormonais em positivo e negativo, tanto o receptor de
estrogénio quanto o de progesterona mostraram associacao positiva com o grau do
tumor — Figura 17 e 18.

Nas duas associa¢cbes, o grau do tumor foi aumentando ao se aumentar 0s
casos de auséncia dos receptores (RE e RP negativos). O RE negativo esta
correlacionado com a baixa diferenciacdo tumoral (56), que € concordante com o

resultado encontrado.
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Figura 17 — Grau do tumor associado a RE positivo e negativo (p=
0,0208, n= 56 casos e do X?)

No tumor de grau 2 ambos 0S receptores positivos apresentaram a maior
quantidade de casos. Nao foi encontrada associagao deste tipo na literatura. Alguns
estudos mostraram uma associacdo significativa entre tumores com receptores
hormonais positivos e baixo grau histolégico (27), o que nao foi tdo concordante, ja que
a quantidade de casos com receptores positivos foram maiores tanto no de grau 2
quanto no de grau 3, se comparado ao grau 1. Como o diagnostico do cancer de mama
é influenciado por diversos fatores, algum outro fator pode estar influenciando esses

casos onde o RP e RE positivos ocorreram mais nos tumores de maior grau.
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Figura 18 — Grau do tumor associado a RP positivo e negativo (p=
0,0340, n= 56 casos e teste do X?)
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O receptor de estrogénio apresentou associacdo com a variavel multifocalidade
do tumor — Figura 19.
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Figura 19 — Multifocalidade associada a RE positivo ou negativo (p=
0,0070, n=15 e Teste de Fisher)

O RE positivo esta relacionado a tumores de melhor prognéstico (27), e quando
negativo esta correlacionado a diversas caracteristicas desfavoraveis ao diagnéstico
(56). Considerando que a multifocalidade consiste na presenca de focos microscépicos
do carcinoma e embolias linfaticas ou vasculares (28), o resultado ndo foi concordante
com a literatura, jA que 0s receptores positivos ocorreram mais nos tumores que
apresentaram multifocalidade e apresentaram poucos casos positivos nos que nao
eram multifocais (Figura 19).

O RP mostrou associacdo com o IMC normal ou sobrepeso (Figura 20). Ja foi
comentada a associacdo do céancer de mama ao sobrepeso, pelas consequéncias
enddcrino-metabdlicas danosas ao corpo humano. Por esses motivos, indiretamente os
RP podem estar em maior quantidade nos pacientes que estdo acima do peso. Nesta
associacéo o grupo com IMC abaixo do valor de sobrepeso apresentou quantidades
parecidas de casos para RP positivo e negativo. Ja o IMC elevado mostrou maior

associacao com o receptor de progesterona positivo.
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Figura 20 - Associacgédo entre IMC e RP positivo ou negativo (n=47 e teste do X?)

O sobrepeso também foi associado ao tamanho do tumor pelo estadiamento —
Figura 21. Sabe-se que quanto maior o estadiamento T, maior o tumor e menor a
sobrevida (31). Aqui podemos observar que o nimero de casos com estadiamentos de
pior prognostico foi maior para aqueles que tinham o IMC maior que 25. Essa
associacao é esperada pelo fato do sobrepeso estar ligado ao aumento de liberagéo de

fatores que estimulam o crescimento tumoral (52,54).
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Figura 21 — Associacdo entre IMC e estadiamento T do tumor (p= 0,0286,
n= 53 e teste do X?)
Outra associacéao significativa encontrada foi entre o tamanho e grau do tumor —

Figura 22. Observa-se que tumores maiores apresentam grau maior. Ambas as
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variaveis separadas apresentam um prognaostico pior para valores elevados (25,57) e a
associagdo delas confere um prognéstico mais severo. O pés teste de Dunn's mostrou

diferenca entre os grupos 1 e 3, com valor de p= 0,048.

10+
8-
e
o 6 o -
~ A
g 4 .I‘ A
c [ | u A
© |
E o=
(4]
= () ° A
0-
-2 T T T
N Vv >

Grau do tumor

Figura 22 — Associag8o do tamanho do tumor em cm com o

Grau do tumor (p= 0,0330, n= 69 casos e teste Kruskal-Wallis)

Enquanto novos marcadores para o cancer de mama nao sao descobertos, a
utilizacdo dos marcadores existentes ja colabora para o avanco no diagnostico e
tratamento do cancer. Este trabalho encontrou associacdo em diversas caracteristicas
gerais do paciente (altura, idade e IMC) e caracteristicas do tumor (RE, RP, Ki67),
reafirmando a importancia deles na clinica para a definicdo do melhor e mais fidedigno

prognastico.

4.2 Polimorfismo

Através do sequenciamento foi identificada a regido do polimorfismo rs2736100
da hTERT e apds exclusdo das amostras que ndao atenderam aos critérios de analise
de qualidade da sequéncia foram aproveitados os dados de 63 das 96 amostras

sequenciadas (Tabela 4). 33,33% dos pacientes apresentaram genétipo GG e o
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gendtipo AG foi o mais frequente nos pacientes (55,56%). Adicionalmente, foi
encontrada uma possivel delecdo em 11,11% da populacédo estudada — Figura 23. Esta
delecdo € justamente da base variavel no polimorfismo, e ainda nédo foi relatada na

literatura.

Tabela 4 — Gendtipos do polimorfismo rs2736100 e quantidade de casos

Genotipo casos

AG 35
GG 21
delecao 7

Na Tabela 5 é possivel ver a quantidade de casos e frequéncia por distribuicdo
alélica. O alelo G apresentou frequéncia de 61,11%. Um estudo na populacdo
americana dos EUA com cancer de mama encontrou frequéncia de 41,02% para o alelo
G (41). Outro estudo, também em pacientes com cancer de mama mas com etnia turca,
definiu a frequéncia do alelo G como 59,81% (46). Embora a frequéncia do alelo G na
populacdo do nosso estudo foi um pouco maior, ela apresentou semelhanga com os

resultados encontrados na literatura.

Tabela 5 — Casos e frequéncia alélica para o polimorfismo rs2736100

Alelo Casos Frequéncia
A 35 0,27 ou 27%
G 77 0,6111 ou 61,11%
delecéo 14 -
Total 126

O estudo de Choi et al (43), realizado em populacdo coreana, obteve frequéncia
de 36% para o alelo A e verificou que 0 mesmo esta intimamente associado com o0
comprimento encurtado dos teldmeros e a expressao reduzida do mRNA de hTERT no
cancro gastrico. Nossa frequéncia para o alelo A foi um pouco menor e demais analises

comparativas nao foram realizadas.
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Devido a falhas na técnica, o sequenciamento na regido do polimorfismo néo
ficou muito legivel para alguns casos. Os casos parecidos com o da Figura 23 foram

definidos para este estudo como dele¢céo — 7 casos.
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Figura 23 — Eletroferograma do sequenciamento de uma amostra com possivel dele¢do para o
polimorfismo rs2736100 da hTERT

A ocorréncia da delecdo é uma descoberta relevante. As substituicbes de
nucleotideos e delecdes constituem 85% das mutacdes responsaveis por doencas
hereditarias em humanos. Estas anormalidades moleculares podem residir ndo apenas
nas regides de codificacdo de genes, mas também em regibes nédo-codificantes a
promotores, e as suas consequéncias sao variadas (64).

Mutacdes na regido do intron provocam anomalias no local de reconhecimento
de ligacéo a diversos fatores, podendo alterar a regulacdo do splicing (64,65). Os genes
eucariotos contém sequéncias ndo codificantes (introns) e regifes codificantes (exons)
que devem ser removidas e unidas, respectivamente, no processo de splicing do
precursor de RNA mensageiro (pre-mRNA), para que posteriormente possam ser
utilizadas na codificacdo de proteinas (66). A falha deste processo faz com que o
RNAmM contenha regides do intron e seja traduzido em proteinas totalmente diferentes
da proteina original. Esta falha esta associada ao desenvolvimento de doencas
genéticas humanas (65,66).

O real impacto da delecao encontrada neste estudo ndo pode ser avaliada, mas
sabendo da possibilidade de consequéncias da dele¢des na regido intronica, o splicing
aberrante nessa regido pode reduzir possiveis atividades da telomerase. Algumas

pesquisas estudam essa possivel relacdo na busca de investigar o potencial de
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manipulacdo do splicing em hTERT na tentativa de melhorar a quimioterapia e
medicina regenerativa, além da inibicdo da atividade da telomerase em células
cancerigenas (67,68).

Associando o polimorfismo as variaveis clinicas do estudo, foi encontrada
associagao significativa para a analise entre os diferentes genoétipos e os estadiamento
T (Figura 24) e entre a delecao e gendétipos GG/AG e tipos de tumor (Figura 25).

Bl del
B GG

AG

Estadiamento T

casos

Figura 24 - Associacdo entre gendtipo e estadiamento T do tumor (p=
0,0491, n= 32 e teste do X?)

Quanto maior o estadiamento T pior o prognéstico para o paciente (28). O
gendtipo AG foi o Unico presente nos estadiamento de pior prognostico (T3 e T4) e a
delecdo foi observada em estagio intermediario (T2) — Figura 24. Esta associacdo nao
foi encontrada nos estudos pesquisados, tanto para casos com cancer de mama quanto
para outros tipos de canceres. O genoétipo GG demonstrou associacdo com um melhor
progndéstico em relacdo ao tamanho do tumor, ja que foi presente em tumores menores.
Portanto o genotipo GG e a delecdo apresentaram melhor progndstico para o
estadiamento T. Como o resultado mostra uma possivel associacdo clinica, este
resultado abre portas para novos estudos, jA que este tipo de analise nao foi
encontrada até entdo na literatura.

Na Figura 25 é possivel ver a associacdo entre os gendtipos com o tipo de

tumor.
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Figura 25 - Associagdo entre os gendtipo GG/AG e delecao ao tipo de tumor (p=
0,0045, n= 47 e teste do X?)

N&o houve delegcéo apenas nos casos de CLI. A comparagdo com outros estudos
é impossibilitada pela auséncia da descricdo da delecdo na literatura. Um estudo
relatou a maior frequéncia do genétipo GG em pacientes com CDI (OR =5,9; IC 95% =
1,3-28,5; p = 0,014) (46) mas nado fez comparacdo com 0S outros genotipos deste
trabalho.

Embora muitos trabalhos mostrem uma relacdo entre o polimorfismo rs2736100
da hTERT e varios tipos de cancer (cancer de pulmao, glioma, cancer de bexiga,
adenocarcinoma, cancer de proéstata, carcinoma basocelular, cancer de péancreas e
carcinomas uroteliais do trato superior (30,36,42,43)) este trabalho encontrou poucas
associacdes deste polimorfismo com aspectos clinicos relevantes no cancer e mama.
As limitacdes pelo pequeno numero de amostras e auséncia de alguns dados clinicos
podem ter prejudicado a analise, ja que para o estudo de polimorfismos é importante ter
um grupo consideravel para o estudo. Entretanto, os resultados deste trabalho (possivel
presenca de uma delecdo e algumas associacdes clinicas) corroboram para alguma
significAncia deste polimorfismo para o cancer de mama.

Apesar do presente trabalho concentrar-se no polimorfismo rs2736100 e na
avaliacdo do seu potencial como marcador prognoéstico, 0 sequenciamento da regiao

intrdnica pode revelar outros polimorfismos bem como novas modificacfes frequentes
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nessa populacdo. A andlise dessas sequéncias estd em curso para subsidiar novos

estudos a esse respeito.
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5 CONCLUSAO

A busca por novos marcadores no cancer de mama tenta preencher a lacuna
daqueles tumores que ndo sao bem entendidos e definidos com os atuais marcadores,
como os triplos-negativos e normal “breast-like”. A definicdo de um progndstico claro
para o paciente colabora para a escolha do melhor tratamento para aquele caso. Na
tentativa de analisar a capacidade do polimorfismo rs2736100 da hTERT atuar como
marcador prognoéstico no cancer de mama, nosso estudo demonstrou que este
polimorfismo tem associagdo com algumas varidveis clinicas e de prognéstico do
cancer de mama, mas novos estudos com amostras maiores devem ser realizados.
Portanto, este estudo sugere que o polimorfismo rs2736100 da telomerase ainda nao
deve ser utilizado como marcador prognostico no cancer de mama, pelo menos na
populacdo estudada, pois ha necessidade de estudos mais detalhados que possam
confirmar seu valor clinico.

Enquanto novos marcadores ndo sdo estabelecidos € importante dar
continuidade ao uso dos marcadores ja utilizados e buscar meios que melhorem sua
técnica. Neste trabalho os receptores hormonais e indicadores de proliferacdo (RE, RP
e Ki67) mostraram uma excelente associacdo com fatores progndsticos, confirmando

suas indicacdes para definicdo de tratamentos e progndstico.
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ANEXO B

uUnB

UNIVERSIDADE DF BRASTLTA

Terme de Consentgmenia Livre ¢ Esclarecido - TCLE

{A) Senbon{a) @52 sendo comidado(a) a participar do projete "Esmudo de marcadomes moleculares
associadeos 4 msposta de pacientes cocologicos & guindobaapia para wso em ferapdutica eoiomal sm srade
piblica®™ O presente dommemin comtdes informagles ifmportantes sobre o memdo, case ol se sinta
ssclarecidafa), ou temba qualquer dirrida doreete a leitur, poderd solicitar cxplicagpbes adicicmais.

Rosemidanseaie, tam-se de um ssmde ceoidfice goe visa dewsancolver noves testes de laboraiino para
ajudar pa sscolha do melhor medicemente 2 ser nsade sm paciemes com cincsr. Pame iwo, secdo estodedes
amostras de DMA extraide a pasrtir de sangme coletade dos woluntarios, asim conso o8 dados de evolagdo clinica
registradios em proomairio maédice radfurentes 2 resposty 2o tratamentos aplicados.

An araiter participar do eemde, o tnico desconforto 2o qual serd sebmetido & a colsta de sangme por
pemcdo de veds perifdrica, procedirento gee sovolve baixo muce. mas modesrzdo gram de desconfosto fisico.
Assim, ag assmar este ferme. ofa) Sezber(s) amterizars 2 colecs de 4 mL de angme que sera feita por
profiszionsl qualificade, em ambiente adequade ¢ com maierial esiénl ¢ descamigvel, 2 fim de mimimizar
gualguer rizce de damo fisice, além do acerso da equipe de pesquizaderes ass dede: ne sen pronmira
médice. O acewso 2on resultades obtdes com o esfnde, bem como informagBes e ormentagdes que possam
resiliar em reavabacio de condula terapdutce, aconselharsento genético ou gealquer cwtro beneficio direto, 4
garantido a todos o5 participantes.

A} wembon{a) receberd todos o5 esclarecinyemtns Docedrion amtes & oo decomsr da pesquiza, podssa
fazor comtato COM A equipe case predie de aswdstéocia em relagic aos procedinseatos utilizados mo esmdo, om
sempre que julzar necessdrio, o lhe assegoramsos que seu Domw odo apamcera, sendo mantido o mais Hgomso
sdgilo atravds da omivslo total de quaisqeer informages que permitars identifica-lofa).

Infermamos que ofs) Senbor(a) pode 3¢ recusar a participar do esmdo, on desdstir de partcipar
da pesguiza em gualguer momenty em menbom prejuize para oia) sembon{a). Sma partcipacic &
volumidria, isto &, nio hi pagamento por mms colaboracie, amim come nfo haverd também despesa de
qgualguer narmrera.

E ganmiido o seu dimito de mivindicar mdemizacio dizmte de svenmuais danos decomsots da
participacio no estado.

0 sangue coletade., apos processado, i comper binmepositémio (w2 armazepado para fins de
pesguisal, & podard ser msade fomramsote para estedos de polimerfirme (3 exempls do descrite Desse
decumeain), sm coajunto com as informagies climices obtids por mwio de andlise de proourio médice. Nio
faz parte da pwbodelogia do sstado o msteaments do individne doador do meaterial @ das informagbes.

Para solicitar gealqner informacdo 2 respatto da pesguisa, deve-se fazer conm@bo com o responsdvel pals
sstedo, profesor Didego Madereima de Oliveira, araads do e-madl dmsduwreimabmob br, pelo mlefons
imtimcinnal {§1) 3107 1996, oo no enderece “FCE — Facnldede de Ceildndis - Cantro Metropolitemo, conjunbo
A, lote 0, Univerddade de Brastdia, CEF: 72220-8007. O projeto fod aprovado pelo CEPTFE-UnE (Comitd da
Edca so Pesquisa da Faculdade de Cidncias da Seade da Undwersidade de Brasilia - Capspus Universitario
Clarcy Ribairo, Brasilia — DF. telefoms (61} 3107-1947 ermadl- copfa@emb br). Esse TCLE esi am duas vias
(up ficard com o pesquisador responsavel & 3 outra com ofz) Senhor(a), o mjeite da peeguisa) @ fod elaberado
sagundo a Resclngio do Conselhe Maciomal de Sande (CHE)MN™ 456, de 12 do desembero de 2011, supecialments
am wen fem IV.3, cujas exiginciss o responsavel pale projute copspromete-se & segnir @ 4 lnr da Besohcds
CHMEN" 441 da 12 dia peaio do 201 1 para composicia de hiomeposittrio.

MNoms | assinaturs

Peaquisador Respozesnal
Noms o assizarzm

Brasdia, _ de da:
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ANEXO C

sabin

4D0tatonio chinice

VAUCHER PARA AUTORIZACAQ DE EXAMES — NAP

DATA: / /

NOME DO PACIENTE:
DATA DE NASCIMENTO:

PESQUISA: “Andise do poimorfismo da telomerase € expressdo da enzima no ecido tumorl como fotores
prognashicos parg © cancer de mama™.

PESQUISADCR: Dr. Diego Madureira de Clivera (CRM 1058783)

Sclicitacao:
Nome do Exame Cédigo
Coleto de tubo de sangue EDTA EDTANAP

Conménio: 3491 - BSB-IS NAP KATHERINE RCORIGUES

Q 1ubo com © songue poderd ser ColNido em quolquer unidade do loboratdnio Sabin

Maondar esse fubo separado oos culdados de Evanuda - Triogem escrito “Material pesquisa NAP - tubo
EDTA)"

Guia deve ser mandada no envelope para Simone Lma - NAP

Cavidos: Simone Lima
NAP
(61) 3329-8000 {ramal 3217)
e-mai: imoneimaasokin.combr



