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RESUMO

As neoplasias mamarias apresentam alta taxa de incidéncia e mortalidade no Brasil e mundo.
O polimorfismo RS16953002, vem ganhando importancia devido o gene FTO esta envolvido
no processo patogénico de diversos tumores. O FTO é uma desmetilalase de DNA, dependente
de 2 — oxoglutarato e pode desempenhar um papel importante no reparo do DNA. Além disso,
devido ao Céncer de Mama (CM) apresentar alta incidéncia, e existirem diversos fatores que
estdo interligados com o risco dessa neoplasia, a obesidade sendo uma elas e correlacionada
com o gene FTO, torna-se essencial avaliar o risco de CM em mulheres brasileiras em relacéo
ao SNP RS16953002. Somando a isso, existe uma auséncia de trabalhos relevantes avaliando
esse polimorfismo na América do Sul. O objetivo foi avaliar o risco de do SNP RS16953002
do gene FTO em pacientes diagnosticadas com CM e mulheres saudaveis. Trata-se de um
estudo observacional, caso-controle, do tipo transversal entre 46 mulheres com diagndstico
histopatolégico de CM e 41 mulheres saudaveis. As pacientes foram entrevistadas para coleta
de dados epidemioldgicos, por meio de um questionério, ao final da entrevista, foi coletado o
raspado bucal por meio da escova do tipo “cytobrush®” em ambos 0s grupos. As amostras
obtidas foram conservadas em — 80°C para extragdo de DNA gendmico utilizando, e
posteriormente realizada a técnica de PCR em tempo real no Laboratdrio de Biotecnologia e
Fisiologia da Reprodugdo (LABIREP). Nao houve diferenca estatistica entre a média de idade
entre 0s grupos, cerca de 78,2% (n = 36) das pacientes com CM estavam com 41 a 69 anos de
idade. N&o houve diferenca estatistica entre a idade da menarca e menopausa entre 0S grupos.
Houve uma diferenca estatistica em relacdo ao historico familiar de pacientes com CM e
saudaveis (p = 0,039). Por fim, ndo foi encontrado um risco de CM em pacientes que
carregavam o genotipo A/A em relacdo ao genotipo G/G, OR 1,16 (IC 95%: 0,41 — 3,26; p =
0,77). E necessario que sejam realizadas mais pesquisas em ambito nacional com a finalidade
de elucidar dados genéticos da populacgdo, pois pouco se sabe em relacdo aos fatores de risco
genético do CM em mulheres brasileiras. Com isso, sera possivel melhor direcionar a paciente
de acordo com a variacdo genémica que ela apresente, além de com esses futuros estudos,
poderem determinar um marcador oncoldgico que possa auxiliar no diagnostico precoce e
desenvolvimento das neoplasias mamarias.

Palavras- chave: Neoplasia da Mama. Polimorfismo Genético. Expressdo Génica. FTO.



ABSTRACT

Breast neoplasms have high incidence and mortality rates in Brazil and around the world. The
RS16953002 polymorphism has been gaining importance due to the FTO gene being involved
in the pathogenic process of several tumors. FTO is a 2-oxoglutarate-dependent DNA
demethylalase and may play an important role in DNA repair. Furthermore, because Breast
Cancer (BC) has a high incidence, and several factors are interconnected with the risk of this
neoplasm, obesity being one of them and correlated with the FTO gene, it is essential to assess
the risk of BC in Brazilian women about SNP RS16953002. Furthermore, there is a lack of
relevant work evaluating this polymorphism in South America. The objective was to evaluate
the risk of SNP RS16953002 of the FTO gene in patients with CM and tall women. This is an
observational, case-control, cross-sectional study among 46 women with a histopathological
diagnosis of BC and 41 healthy women. The patients were interviewed to collect
epidemiological data using a questionnaire. At the end of the interview, oral scrapings were
collected using a “cytobrush®” brush in both groups. The samples obtained were stored at —
80°C to remove genomic DNA using the real-time PCR technique at the Laboratory of
Biotechnology and Reproduction Physiology (LABIREP). There was no statistical difference
between the mean age between the groups, around 78.2% (n = 36) of patients with CM were
between 41 and 69 years of age. There was no statistical difference between the age at menarche
and menopause between the groups. There was a statistical difference in relation to the family
history of patients with CM and consistency (p = 0.039). Finally, a risk of BC was not found in
patients who carried the A/A genotype compared to the G/G genotype, OR 1.16 (95% CI: 0.41
—3.26; p=0.77) . Itis necessary to carry out more research nationwide with the specific purpose
of elucidating the population's genetic data, as little is known regarding the genetic risk factors
for BC in Brazilian women. With this, it will be possible to better target the patient according
to the genomic variation they present. In addition to these future studies, we will be able to
determine an oncological marker that can assist in the early diagnosis and development of breast
neoplasms.

Keywords: Breast cancer. Genetic Polymorphism. Gene Expression. FTO.
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1. INTRODUCAO

O Cancer de Mama (CM) no Brasil e mundo ocupa um cendario preocupante na
salde publica, sendo uma patologia multifatorial. Além disso, coexistem fatores intrinsecos
relacionados a imagem da mulher, pois afeta uma parte do corpo feminino ligado a sexualidade
e aparéncia, entre outros. Ademais, o diagndstico tardio, dificulta a resposta terapéutica, gera
pior prognostico e afeta a qualidade de vida das pacientes (MATOS; RABELO; PEIXOTO,
2021; INCA, 2021; LE RHUN et al., 2021; BURSTEIN et al., 2021).

O método de detecgdo precoce amplamente difundido é o exame clinico das mamas
(toque, que pode ser realizado pelas préprias pacientes, a partir do sétimo dia apos a
menstruacdo e, 1 vez no més quando esta na menopausa), juntamente com a mamografia.
Porém, a ultrassonografia alinhada a biopsia, além de serem técnicas complementares de
diagndstico, sdo utilizadas para delimitar o estadiamento clinico do carcinoma, em conjunto
com os outros métodos (BURSTEIN et al., 2021; FISUSI; AKALA, 2019).

No entanto, a grande maioria dos diagndsticos ¢ feita em um fase mais avancada da
doenca. Logo, reflete um problema no rastreamento, na atengdo primaria e manejo da patologia
(MATOS; RABELO; PEIXOTO, 2021).

A projecéo do INCA (Instituto Nacional de Cancer) para 2023 de 73.610 novos
casos em todo o Brasil. O Nordeste brasileiro apresenta uma taxa bruta de 44,29%, sendo uma
das maiores do pais. E para o Estado do Ceara, estdo previstos cerca de 3.080 novos casos.
Concomitantemente, a taxa de mortalidade acompanha esse painel de incidéncia, uma vez que,
as neoplasias mamarias ocupam o primeiro lugar em mortalidade entre as mulheres (INCA,
2021).

Desse modo, devido a uma alta incidéncia e por envolver fatores relacionados a
imagem feminina, quanto mais precoce for o diagndstico, maiores as chances de uma
terapéutica mais eficiente, e menos danos a saude da mulher, podendo agregar uma melhor
qualidade de vida, sobrevida e cura (LE RHUN et al., 2021; BURSTEIN et al., 2021). Outro
fator que colabora de forma negativa para um diagnostico tardio, esta o nivel socioeconémico
da maioria das mulheres diagnosticadas, o que acarreta uma assisténcia médica menos efetiva,
pois quanto mais avancado o CM pior o prognostico das pacientes (RODRIGUES et al., 2021;
MARTINS, 2021). Em contrapartida, mulheres com padrdes de vida elevado ndo necessitam

do setor publico, o que difere da maioria da populagéo brasileira que depende da assisténcia do
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sistema publico de salde, e possuem alternativas, com o recurso financeiro, para buscar o
diagndstico e tratamento precoce (RODRIGUES et al., 2021).

Os tipos de tratamentos estdo bastante definidos, podendo ser usados isoladamente
ou em associacdo, e estd diretamente relacionado ao estadiamento do cancer, sendo terapia
hormonal, cirurgia, quimioterapia e radioterapia (FISUSI; AKALA, 2019; MCDONALD et al.,
2016).

As principais complicacdes dos tratamentos variam de acordo com a estratégia
adotada. No entanto, algumas sdo mais presentes, como, manifestacdes gastrointestinais, como:
vOmitos, diarreia, constipacdo, anorexia, alteracdes fisicas, como alopecia, eritema,
hiperpigmentagéo, edema difuso de mama, descamagao e necrose de pele, alteragdo no estado
nutricional, consumo alimentar, entre outros (KOOIJMAN et al., 2021; SYED ALWI et al.,
2021; LIMA et al., 2020).

Vale ressaltar que, essas manifestacGes sdo acompanhadas e controladas por outros
medicamentos que sdo administrados durante a fase do tratamento, com a finalidade de
minimizar esses efeitos colaterais da terapéutica escolhida, mas se ndo tiverem a correta
abordagem pioram o prognostico da paciente, sobrevida e qualidade de vida (SAGHATCHIAN;
LESUR, 2019; EVERAARS et al., 2021).

Assim, o estado nutricional, como maior perfil inflamatério, gordura corporal, entre
outros parametros ganha um cenario importante no tratamento do cancer de mama, sendo que
algumas complica¢fes como Desnutricdo Energética Proteica (DEP), afeta o quadro clinico dos
individuos, gerando uma menor resposta ao tratamento (MAUMY et al., 2019). Ou o contrério,
como obesidade e sobrepeso, podem alterar niveis plasmaticos de citocinas pré-inflamatérias,
como TNF-a, IL - 1 e 6, gerando uma reposta mais inflamatéria nesses pacientes, bem como
uma dieta desbalanceada (HELM; RUDEL, 2020; LEE et al., 2019).

Nessa perspectiva, 0 gene FTO (Fat Mass and Obesity Associated), ganha um
importante papel, pois estd diretamente relacionado a uma maior predisposicéo a obesidade, e
alguns dos polimorfismos, como, 0 rs9939609 e rs1121980 tem uma capacidade de aumentar o
risco de cancer de mama em algumas populacdes (XU et al., 2020; DOAEI et al., 2021; DA
CUNHA et al., 2013).

Em suma, o objetivo geral dessa pesquisa € avaliar a associagdo do polimorfismo
rs16953002 do gene FTO com cancer de mama, través de um estudo caso-controle em mulheres

diagnosticadas com a patologia e mulheres saudaveis do Estado do Ceara.
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Para melhor compreensédo dos aspectos relacionados a este estudo, segue uma breve
revisdo de literatura que ira abordar os seguintes topicos: epidemiologia e fisiopatologia do CM,

genes e polimorfismos do CM, estado nutricional de pacientes com CM, entre outros.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Epidemiologia Cancer de mama

O Céncer de Mama (CM) é uma neoplasia cuja causa € multifatorial, sendo
considerado a patologia de maior incidéncia e mortalidade em mulheres entre os carcinomas,
ficando atras penas do cancer de pele ndo melanoma. Segundo as estimativas do INCA (Instituto
Nacional de Cancer), a incidéncia para 2023 foi de 73.610 casos, com 17.825 mortes em
mulheres (INCA, 2022).

Em 2019 o CM, no Brasil, foi a primeira causa de morte em todas as regifes do
pais, exceto na regido Norte, em mulheres acima dos 40 anos. A taxa de mortalidade dessa
patologia ajustada de mortalidade mundial é de 14,23/100.000 mulheres (INCA, 2019). Em
suma, nas Ultimas décadas (2000 — 2015) é possivel observar que em determinadas regides,
como Sul e Sudeste, a incidéncia ndo parece ser tdo alta, e apresenta certa desaceleracdo nos
naimeros de casos, apesar que na regido Sul a taxa de mortalidade ainda ser a mais alta do pais
com 16,9% (INCA, 2021).

Na Regido do Nordeste, a projecdo de incidéncia para o ano de 2023, por 100.000
mil mulheres é de 15.690 novos casos, dois quais cerca de 3.080 no estado do Ceara (INCA,
2022).

De certo, em regiGes como Norte, Nordeste e Centro-Oeste, 0 nimero de incidéncia
vem aumentando, mostrando a importancia das politicas publicas assistencialistas na saude
publica, principalmente na atengdo priméria, que o médico profissional, é capaz de identificar,
e fazer o diagnostico precoce e o rastreio da populacdo com CM (INCA, 2021).

No panorama global, a tltima estimativa para 0 ano de 2020 mostrou 0 CM é o mais
incidente em mulheres, apresentando cerca de 2,3 milhdes de novos casos, e apresenta uma alta
frequéncia de dbitos com 684.996 mulheres por ano (IARC, 2020).

2.2 Fisiopatologia

O CM e caracterizado como um nodulo na mama (esquerda ou direita, ou ambas),
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geralmente acompanhado de dor, inflamagdo e maior sensibilidade nos seios. Outras
caracteristicas sdo um aspecto aveludado, comumente conhecido como casca de laranja, bem
como, a manifestacdo de pequenos nodulos na rede linfatica embaixo dos bracos (axilas) das
pacientes.

O tecido mamario é composto pelos l6bulos, que sdo glandulas pequenas capazes
de produzir o leite, os ductos, que fazem a ligacdo entre os I6bulos e 0 mamilo, e o restante da
mama € constituido pelo tecido adiposo, linfatico e conjuntivo, além dos vasos sanguineos e
linfaticos (FIGURA 1) (GUYTON; HALL, 2017).

Existem varios tipos de CM, e diferencas entre eles, a classificacdo varia de acordo
com o subtipo molecular e o local que surgiu (IMIGO et al., 2018).

Figura 1: Representacdo do tecido Mamario

Lobulo

Células
Lobulares

Células
Ductais

Ducto

Mamilo
Ductos coletores

Tecido conectivo
adiposo

Fonte: GUYTON; HALL, 2017.

Em relacdo aos subtipos moleculares temos quatro classificacdes, os canceres de
mama hormonios sensiveis (Luminal A e Luminal B). O subtipo molecular luminal A percebe
horménios circulantes, como progesterona e estrogénio, e cresce estimulado por eles, com um
indice de replicagdo baixa e crescimento lento, e o luminal B apresenta uma caracteristica de
crescimento mais rapido, com indice de proliferacdo alta (BUENO, 2017).

A terceira classificacdo de CM é o HER2+, que por meio de receptores especificos
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percebe sinais de crescimento (KAPLAN; DIAZ, 2017). Por fim, temos o triplo negativo, que
ndo possui receptor de estrogénio, progesterona e ndo produz a proteina HER2, dificultando a
hormonioterapia ou a terapia alvo, apresentando um pior prognostico e tendo caracteristicas de
crescimento rapido e disseminacdo acelerada. Desse modo, com opc¢Oes limitadas de
tratamento, a cirurgia, a quimioterapia tradicional e a radioterapia, juntamente com inibidores
de PARP (Poli ADP-ribose Polimerase), quimioterapia de platina ou imunoterapia, podem
auxiliar no tratamento (MARTINS et al., 2017) (Figura 2).

Figura 2: Classificagdo do cancer de mama segundo a imunohistoquimica.

Classificagao molecular segundo o Perfil Imuno-histoquimico

Receptor de Estrégeno e Progesterona positivo(s);
HER 2 negativo (Escore 0 ou 1+); Ki-67 < 20%.
Receptor de Estrégeno positivo; HER 2 positivo ou
negativo, RP < 20% e/ou Ki-67 > 20%.

HER 2 positivo (Superexpressao=Escore 3+), RE e RP
negativos
Triplo  Receptores de Estrégeno e Progesterona negativos e HER
negativo 2 negativo

Fonte: Adaptado BARRETO-NETO et al., 2014.

Luminal A

Luminal B

0d1SQu30.1g

Concomitantemente, de acordo com o local de surgimento, podemos classificar o
tumor em carcinoma ductal e lobular, que sdo mais frequentes, ou outros subtipos histolégicos
menos comuns, como, por exemplo, mucinoso, medular, papilifero e fildide (MCCART REED
etal., 2018).

O carcinoma ductal se forma nas células dos ductos mamarios, sendo responsavel
por quase 70% dos casos, podendo ainda ser diferenciado em carcinoma ductal invasivo,
guando invade outros tecidos, ou in situ (intraductal), quando as células cancerigenas nédo
ultrapassam o ducto mamario. Em contrapartida, o segundo tipo mais comum, o lobular,
acomete cerca de 10% dos casos e se origina nas glandulas produtoras de leite, nas células dos
Iobulos (ZHAO, 2021).

De maneira geral as células ductais epiteliais sdo substituidas por células malignas
que tendem a se expandir no ducto da mama, mas ndo invade a membrana basal. As alteracoes
mais comuns sdo: microcalcificagdes pleomorficas agrupadas (MEDEIROS, ALLAN, 2019;
ZHAO, 2021).

A disseminacdo do cancer de mama pode acontecer quando as células cancerigenas
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entram no plasma ou no sistema linfatico e sdo assim, transportadas para outras partes do corpo
humano (MEDEIROS, ALLAN, 2019). Os vasos linfaticos drenam todo o corpo humano e
formam uma rede linfatica, que é capaz de gerar comunicacao entre si (DIAMANTOPOULOU
et al., 2022). Desse modo, a pele, a aréola, o tecido subcutaneo e o parénquima mamario estdo
circundados por linfonodos axilares, supraclaviculares, infraclaviculares e linfonodos da cadeia
mamaria interna, que sdo celulas do sistema imunologico, e os vasos linfaticos conectam esses
linfonodos (FIGURA 3) (MEDEIROS, ALLAN, 2019; DIAMANTOPOULOU et al., 2022).

Vale ressaltar que o sistema linfatico é responsavel por drenar a linfa da mama, que
contém liquidos e detritos, bem como células do sistema imunoldgico. Logo, as células
cancerigenas da mama podem entrar nos vasos linfaticos, e chegar até os ganglios linfaticos e
crescer (NATALE et al., 2021). Com isso, nesse percurso existe a possibilidade que a célula
cancerigena tenha sofrido metéstase para outras partes do corpo (ROMAN et al., 2017).

No modo geral, o cancer é uma patologia que interage com diversos fatores, sejam
eles, intrinsecos ou extrinsecos, que interferem no processo de carcinogénese, sendo um
processo multifatorial. De fato, sabe-se que, a mutacdo genética é em grande maioria, 0
responsavel de causar alteracbes no DNA dos genes, desse modo, a célula cujo material
genético foi alterado, passa a receber instrugdes erradas para as suas atividades (ZHENG et al.,
2020)

As mutacgdes genéticas podem acontecer em genes especiais, que sao denominados
protooncogenes, que estdo inativo. No entanto, quando sdo ativados passam a ser oncogenes,
responsaveis pela cancerizacdo das células normais (DUSTIN; GU; FUQUA, 2019). Os
diferentes tipos de agentes cancerigenos sdo responsaveis pelo inicio, promogéo, progressao e
inibicdo do tumor, que interagem entre si, em um determinado tempo de exposi¢do (ZHENG et
al., 2020; DUSTIN; GU; FUQUA, 2019; LIANG et al., 2020).
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Figura 3: Linfonodos relacionados a mama

Linfonodos supraclaviculares
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Linfonodos
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Linfonodos axilares

Linfonodos mamarios

Fonte: American Cancer Society, 2019.

Logo, existem fatores de risco (agentes) que aumentam a probabilidade de
ocasionar o cancer. No cancer de mama, esses fatores sdo bem relatados na literatura, e sao
divididos em fatores de riscos ambientais e comportamentais, historia reprodutiva e hormonal
e fatores genéticos e hereditarios (LI; JIN; LI, 2021).

Como fator ambiental podem ser citados a obesidade e sobrepeso, sedentarismo,
tabagismo, alcoolismo, entre outros (DIELI-CONWRIGHT et al., 2018). Quando se fala em
fator de risco levando em consideracdo o histérico de vida dos individuos, a menarca antes dos
12 anos de idade, primeira gestacdo depois dos 30 anos de idade, menopausa tardia, uso de
contraceptivos hormonais, dentre outros podem ser citados como importantes fatores de risco
(MORADZADEH et al., 2019; MORRA et al., 2021). Os fatores genéticos como casos de
cancer de mama e histérico familiar de cancer de ovario, ou com altera¢fes genéticas nos genes
BRCAL e BRCA2 (SALEEM et al., 2018).

O CM apresenta uma sintomatologia clinica bem especifica, como nddulos na
mama, axilas ou no pescoco, pele da mama avermelhada, retraida, alteracdes no mamilo e saida
espontanea de liquido anormal pelos mamilos. Para diagndstico, pode ser utilizado o exame
clinico das mamas, de imagem, como mamografia, ultrassonografia e ressonancia magnética,

mas somente por meio da biopsia € possivel estadiar e classificar o CM (KUSHVAHA et al.,
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2020; VERZI et al., 2020; EVANS et al., 2018).

2.3 Genes e Polimorfismos do Cancer de mama

Os genes BRCA1 e BRCAZ2 sdo responsaveis por aspectos do metabolismo celular,
reparo de DNA, regulagéo da expressao génica e controle do ciclo celular (TUTT et al., 2021).
Por serem supressores de tumor, sdo capazes de impedir a formagao de tumor por provocar e
intermediar o reparo nas quebras de DNA. No entanto, quando essa interacdo nao € finalizada,
eles induzem a apoptose celular (SALEEM et al., 2018; TUTT et al., 2021).

Os genes podem ser classificados para melhor relacionar o risco relativo em um
gene especifico ter uma predisposicao para o cancer, assim, 0s genes de alta penetrancia, podem
aumentar em mais de 5x o risco relativo de ter a predisposi¢do de desenvolver cancer a partir
de um determinado gene, 0s genes de baixa penetrancia, fornecem um risco relativo baixo, cerca
de 1,5x mais (HAN; KIM, 2021). Por fim, os genes de penetrancia intermediaria, que mostram
um risco relativo de 1,5 a 5x mais (DALY et al., 2021; HAN; KIM, 2021).

O BRCA1 encontrado no cromossomo 17, na posicdo 21 (17921), é expresso
guando existe uma instabilidade gendmica mediada por estrogénio, sua principal funcéo é a
reparacao do DNA na recombinacdo homologa, reparo por excisdo de nucleotideos (REN) e na
regulacdo do ciclo celular (SALEEM et al., 2018; TUTT et al., 2021). O BRCA2 é encontrado
no cromossomo 13 na posicao 12.3 (13g12.3), que realiza a fungéo de reparar, jJuntamente com
a RAD51, as quebras na dupla fita de DNA (ALBERT et al., 2020; SALEEM et al., 2018).

Em células germinativas, o processo de carcinogénese, surge quando esses 0s dois
genes perdem a funcéo nos dois alelos, e a célula vai acumulando os erros genéticos ao longo
dos anos e transfere essa mutacdo herdada para novas células germinativas, assim, como existe
uma mutacao herdada, pode haver uma nova mutagéo, sé que dessa vez uma mutacao somatica,
que silencia o gene (KHAN et al., 2021).

Em outras situagdes, é necessario que haja duas mutacdes adquiridas (somatica) no
qual também o resultado € a inativacao génica, dessa forma, quando esses genes perdem as suas
funcbes, ndo conseguem fazer os reparos ideais, parar o ciclo celular, e estimular a apoptose
(NAYAR et al., 2019).

Existem varios genes que estdo sendo correlacionados com o risco aumentado para

CM, outros estdo em fase de teste ainda para serem comprovados sua real participacdo génica
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no processo da carcinogénese. Entre os genes de alta penetréancia TP53, PTEN, STK11 e CDH1
(SHENG et al., 2020; JACKSON, 2020; LEE et al., 2022; COSTA et al., 2020;
KRISHNAMURTHY et al., 2021).

O gene TP53 é um dos genes mais comum a apresentar mutacao em pacientes com
CM (SHENG et al., 2020). O TP53 codifica o fator de transcri¢do p53, que vai iniciar a
transcri¢do de genes envolvidos em processos como apoptose, parada do ciclo celular, e reparo
de DNA (SHAHBANDI; NGUYEN; JACKSON, 2020; LEE et al., 2022).

O gene PTEN também é conhecido por ser um gene supressor de tumor, no entanto,
além de sofrer a perda da funcdo por mutacGes somaticas ou em células germinativas, pode
também sofrer alteracfes devido a alteragdes na pos traducdo da propria proteina (POST et al.,
2020). Somando a isso, em quase 40% dos casos de CM o PTEN se apresenta mutado, e nessas
pacientes um pior prognostico esta associado (COSTA et al., 2020).

O gene STK11 é localizado no cromossomo 19, na posicdo p13.3 (19p13.3), age
como um supressor tumoral e estimula a apoptose celular. Esse gene esta diretamente
relacionado a Sindrome de Peutz-Jeghers, e pode apresentar devido as suas mutacdes um risco
de 30 — 54% para desenvolver o CM (KRISHNAMURTHY et al., 2021).

Somando a isso, a partir do projeto genoma humano em 2003, foi possivel conhecer
o formato do genoma humano, o sequenciamento do genoma, que conta com mais de 25 mil
genes (COLLINS; MORGAN; PATRINQOS, 2003). No entanto, tudo que cerca e comporta o
ser humano é complexo, e essa complexidade faz com que essas variacdes no genoma humano,
permita que as respostas fisioldgicas em frente ao meio ambiente sejam distintas (diferencas
fenotipicas) (VERDONSCHOT et al., 2021).

Essa diferenca existente entre os seres humano € permitida a partir dos
polimorfismos genéticos, que os mais estudados na ciéncia sdo os SNP (Polimorfismo de
Nucleotideo Unico), pois estdo frequentes em mais de 1% da populacio mundial (ZHANG et
al., 2021). O material genético ¢ formado por DNA (Acido Desoxirribonucleico) e RNA (4cido
ribonucleico) (ZHAO et al., 2020; PARISH, 1985).

O DNA é formado por milhdes de nucleotideos que sdo ligados entre si. O DNA
conta com trés partes: 1 — Base Nitrogenada, que é composta por Adenina, Timina, Guanina e
Citosina, 2 — Desoxirribose, que é uma estrutura de agucar, 3 — um agrupamento fosfato. Sobre
as bases nitrogenadas do DNA, temos que a Adenina e Guanina tem uma composicéo diferente

da Timina e Citosina, pois sdo formadas por dois anéis, assim sendo classificadas em puricas.
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Ja a Timina e Citosina sdo classificadas como pirimidicas, por apresentarem a ligacao entre si
apenas um anel aromatico (PARISH, 1985).

As bases nitrogenadas do DNA formam bases, em pares, adenina se liga com a
timina e forma a base A-T, assim como guanina se liga a citosina, formando G-C. Com esses
conceito, podemos observar, por exemplo, que se um individuo possui C-G em um determinado
momento de sequenciamento do gene, e assim, vai ocorrer a leitura, transcrigdo e depois a
traducdo de uma proteina, teremos uma proteina de atividade normal. No entanto, em outro
individuo tem-se A-T, no mesmo local, na hora da leitura, de posteriormente na transcri¢éo e
traducdo, isso pode modificar a sequéncia de aminoacidos e consequentemente alterar uma
proteina, que ndo vai exercer uma fungdo normal, podendo essa proteina exercer uma atividade
diminuida ou aumentada (PARISH, 1985).

Entdo, a partir do sequenciamento genético, € possivel determinar e esclarecer se
um determinado individuo pode ou nao apresentar um risco em desenvolver alguma atividade
patogénica, como 0 CM, por exemplo (GARRIDO-CARDENAS et al., 2017).

No RNA, a estrutura também segue o mesmo parametro do DNA, com alguns
diferencas, como nas bases nitrogenadas, serdo as mesmas, exceto por uma unica mudanca, pois
ao invés da timina, temos a substituicdo por uma uracila. O agtcar que tem no nucleotideo do
RNA é a pentose, tendo um oxigénio a mais que o DNA, e por fim, temos um grupo de fosfato
(PARISH, 1985).

Temos varios tipos de RNA, o rRNA (Ribossomal), que é um componente dos
ribossomos, 0 MRNA (Mensageiro), que transcreve o codigo genético do DNA, para gerar uma
proteina, e o tRNA (Transferéncia) que esta relacionado com a sintese de proteinas, ele sera o
responsavel por traduzir a mensagem do mRNA em sequéncias especificas de aminoécidos que
serdo usados para sintetizar uma nova proteina (PARISH, 1985).

No CM, existem diversos polimorfismos de alguns genes, ja supracitados, que
apresentam atividade de risco para uma determinada populacdo (SHENG et al., 2020;
JACKSON, 2020; LEE et al., 2022; COSTA et al., 2020; KRISHNAMURTHY et al., 2021).

O gene FTO, por sua vez, apresenta inimeros polimorfismos, que associam ao risco
de CM (KAKLAMANI et al., 2011; MONTAZERI et al., 2022; TAN et al., 2015;
MOZAFARIZADEH et al., 2019).

2.4 Estado Nutricional de Pacientes com Céancer de Mama
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O estado nutricional é compreendido como um balanco equilibrado entre os
nutrientes ingeridos e necessidades fisioldgicas (WLEKLIK et al., 2018). Desse modo, uma
alimentacdo com um balanco positivo ou negativo, com quantidades alimentares menor ou
maior que a demanda energética, pode levar a um desequilibrio nutricional (WLEKLIK et al.,
2018; Barros et al., 2018).

A avaliacdo do estado nutricional é estabelecida, por protocolos de diagnosticos que
inspeciona dados, por meio da avaliacéo dietética (Recordatdrio 24h, Recordatério Habitual,
Historia Dietética, entre outros) e antropométrica, exames fisicos e bioquimicos (OLIVEIRA
etal., 2017; SANTOS et al., 2018).

O céancer costuma ser uma patologia altamente catabdlica e inflamatdria, por alterar
as vias metabdlicas dos carboidratos, lipideos e proteinas, promovendo alteracdes bioquimicas
e metabdlicas, e consequentemente piorar as manifestacdes clinicas, como nauseas, vomitos,
xerostomia, diarreia, constipago, entre outras. (PAIXAO et a., 2017; VALDEMARIN et al.,
2021). Além do metabolismo mitocondrial, que perde capacidade de obter a maior parte de
energia de forma aerdbica, precisando obter energia a partir do metabolismo anaerdbico, e
consequentemente, o saldo final de moléculas geradas de forma anaerdbicas é muito menor que
o0 saldo de ATP de forma aerdbica (ASAD et a., 2019).

A resposta inflamatoria sistémica do cancer é produzida a partir das células
cancerigenas, como também de células ndo tumorais e existem diversos mediadores nessa
resposta inflamatdria, como, por exemplo, as enzimas plasmaticas (bradicinina e
fibrinopeptideos) que causam edema, por aumentar a permeabilidade vascular, que
consequentemente pode causar um extravasamento do liquido rico em proteinas
(RICCIARDOLO et al., 2018; ZHOU et al., 2018).

Temos ainda as quimiocinas, que recrutam células inflamatorias para o local do
tumor, por meio da quimiotaxia de leucocitos (BAKOGIANNIS et al., 2019). A plasminina,
vai agir degradando coagulos em produtos quimiotaticos, e ativando proteinas do sistema
complemento, e seus derivados (C3a, C4a e C5a) (SOUZA et al., 2012).

Sobre os mediadores lipidicos temos os leucotrienos, prostaglandinas e
tromboxanos, que aumentam a permeabilidade vascular e participam do processo de
vasodilatacdo (UALIYEVA et al., 2021). As citocinas pro-inflamatérias IL-1 (Interleucina —
1), IL-6 (Interleucina — 6) e TNF-a (Fator de Necrose Tumoral), vao estimular efeitos no local

do tumor, por expressdo de moléculas de adesdo e quimiocinas, desse modo, facilitando a
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migracdo de leucdcitos, e efeitos sistémicos, como febre, por inducéo de proteinas de fase aguda
positiva, como fibrinogénio, PCR (Proteina C-Reativa), haptoglobina, ceruloplasmina, entre
outras (RIDKER; RANE, 2021; MURATA, 2018; TISATO et al., 2018).

As alteracbes metabdlicas entre os macronutrientes estimuladas pelo cancer vao
desde o consumo excessivo de glicose pelas células tumorais, tanto pelo ativacdo da
gliconeogénese, como da produgdo de glicose hepética a partir do lactato, até mesmo pela
resisténcia periférica a insulina (CAO et al., 2019; BROWN, 2021).

O paciente com cancer apresenta uma ingesta reduzida de proteina (nitrogénio), que
pode ser devido aos longos periodos de jejum, o que incentiva o catabolismo dos musculos,
levando a deplecgdo de proteinas, o que acomete a atrofia e podendo chegar em casos de miopatia
muscular (caquexia) (KO; DIXON, 2018).

Sobre os lipideos, é possivel observar que o paciente com cancer tem uma atividade
aumentada de concentracdo plasmatica de glicerol, o que pode ter sido ocasionada por lipdlise
no tecido adiposo, e por reducdo na concentracdo de insulina (BIAN et al., 2021).

Nesse sentido, com essas alteracdes, € muito comum o paciente com cancer
apresentar um quadro de desnutricdo proteico-calorica, que compromete a qualidade de vida, a
sobrevida e o tratamento (LEWANDOWSKA et al., 2021). Alguns fatores ainda podem ser
citados, como a perda de peso, durante o periodo de internacdo do paciente, 0 aumento das
necessidades energéticas (devido as alteracbes do metabolismo da glicose e tumor), uma
diminuic&o da capacidade de digestdo e absorcéo intestinal, entre outros (PAIXAO et a., 2017;
VALDEMARIN et al., 2021).

Apesar dos estudos apontarem o cancer como uma patologia que abrange diversos
fatores e que interfere no estado nutricional, promovendo catabolismo na massa muscular e
perda de peso, no que se diz respeito ao CM, os estudos sdo controversos, pois muitos estudos
avaliam o0s pacientes ap0s a quimioterapia, e observam o estado nutricional conservado
(eutrofia), como no estudo realizado por Nunes (2022). Ja o estudo de Dos Santos e
colaboradores (2018) observou que 60% das pacientes manifestavam um excesso de peso, 0
que colabora com o resultado de Zuconi (2017), que relatou quase 65% das pacientes
apresentaram sobrepeso e obesidade. Esses dados, no entanto, podem ndo se replicarem na

prética clinica, ja que o numero de amostras dos estudos foi pequeno.

2.5 Aspectos Genéticos da Obesidade
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A obesidade é compreendida pelo excesso de gordura corporal do tecido adiposo,
caracterizado como um balanga energético positivo a longo prazo. Os genes envolvidos na
manutencdo do peso corporal podem sofrer alteragdes e manifestar efeito agonista, em algumas
vias metabolicas e o sistema nervoso central. As vias atingidas estdo relacionadas a leptina,
insulina, gastrina, colecistoquinina, entre outros, além de poder exercer forte influéncia nos
neurotransmissores hipotalamicos (VORUGANTI, 2023; GOODARZI, 2018).

Vérios genes sdo descritos na literatura, como, por exemplo, LEP (Gene da
Leptina); LERP (Receptor de Leptina); o gene UCP2 e 3 (Proteinas Desacoplantes); que estdo
envolvidos no processo de obesidade e podem favorecer o risco para essa DCNT (Doenca
Cronica ndo Transmissivel) (RAMACHANDRAPPA, 2011). Outros genes relacionados ao
metabolismo, como ADA (Adenosima Desaminase); ACP1 (Fosfatase Acida); MCR3, 4 e 5
(Neuropeptideos Hipotalamicos), que estdo envolvidos na producdo de energia e ao acimulo
de gordura. No entanto, em relacdo a estes genes nao foi possivel determinar a sua real funcao
de forma isolada, e torna-se um desafio abordar o mecanismo de agéo na obesidade (ZHANG,
2021).

Somando a isso, outros genes ja bem relacionados com a obesidade, mas pelo um
mecanismo adjacente, ECA (Enzima Conversora de Angiotensina), que exerce uma atividade
de metabolizar os carboidratos e correlacionado com a resisténcia a insulina, o gene PPAR, aP2
que sdo genes de moléculas que diferenciam os adipdcitos e fazem o transporte de lipideos
(CARRANZA-GONZALEZ et al., 2018; WAGNER; WAGNER, 2020).

Dentre todos os genes citados, o FTO (Associado a Massa Gorda e Obesidade), é
considerado por muitos pesquisadores o principal gene envolvido no processo da obesidade.
Localizado no cromossomo 16, na posigdo 12.2 (16g12.2), possui diversos polimorfismos em
diferentes etnias associados a obesidade (LEONSKA-DUNIEC et al., 2018; BAKHASHAB et
al., 2020; MEHRDAD et al., 2020; YOUNUS et al., 2017).

Em relacdo ao cancer de mama, em alguns estudos € possivel verificar que os
polimorfismos do gene FTO podem se manifestar como um fator de risco para as neoplasias
mamarias. Como 0s SNPs rs9939609, rs11075995 e rs1477196, sendo associados CM, por
proporcionar risco principalmente em mulheres chinesas e caucasianas norte americanas e
europeias (KAKLAMANI et al., 2011; HERNANDES-CABELLERO; SIERRA-RAMIREZ,
2015).
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2.6 Obesidade e expressdo do Gene FTO

A obesidade esta descrita segundo a OMS (2002) como acumulo e excesso de
gordura corporal, em que esse excesso pode provocar e determinar eventos adversos com danos
a saude do individuo portador. Além disso, a obesidade se torna um fator de risco para
desenvolvimento de um variedade de patologias, como Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2),
doencas cardiovasculares, o préoprio cancer, HAS (Hipertensdo Arterial Sistémica), AVE
(Acidente Vascular Encefalico), entre outras (ALBUQUERQUE et al., 2020; DA SILVA et al.,
2020; SILVA et al., 2020).

Dentre os véarios genes relacionados a obesidade destaca-se o gene FTO, é
responsavel por codificar a proteina Fe2+ 2-oxoglutarato dioxigenases, pertencente a uma
classe de proteinas que estdo diretamente envolvidas em varias acbes celulares, como
metabolismo de &cidos graxos, modificacdes proteinas pds-traducionais,

e o proprio reparo no DNA (FRAYLING et al., 2007).

E expresso em diversos o6rgdos e tecidos, no tecido adiposo, nas ilhotas
pancreaticas, figado, nas glandulas suprarrenais, gbénadas, cérebro, e principalmente no
hipotalamo, na regido do nucleo arqueado, regido reguladora do metabolismo energético, que
controla o apetite, saciedade e fome (FRAYLING et al., 2007; MIZUNO et al., 2018).

O FTO pode regular e poupar o estoque de gordura corporal, pelo metabolismo dos
adipdcitos, a partir de um feedback, em situacdes de menor resposta a saciedade (FRAYLING
et al., 2007; MIZUNO et al., 2018). A variante mais estudada do FTO € rs9939609 A/T, que
tem sido correlacionada com maior acimulo de gordura corporal e perfil glicémico
(LEONSKA-DUNIEC et al., 2018; BAKHASHAB et al., 2020; MEHRDAD et al., 2020;
YOUNUS et al., 2017).

O estudo de Leonska-Duniec et al. (2018), verificou e confirmou o IMC (indice de
Massa Muscular) mais alto no alelo A do polimorfismo rs9939609 A/T na populacéo polonesa,
em comparagao com o genotipo TT, com p = 0,045, mas ndo foram encontradas diferencas no
colesterol total, triglicerideos e LDL (Lipoproteina de Baixa Densidade). O estudo de Mehrdad
et al. (2020), colabora com o resultado anterior, agora na populagéo iraniana, que analisou 198
individuos portadores do homozigoto com alelo A, p = 0,003, para o IMC, e de RCQ (Rela¢éo
Cintura-Quadril) p = 0,030, em comparacdo com alelo T.

Bakhashab et al. (2020) analisou na populagéo saudita o alelo A/A e verificou uma
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correlacdo no aumento de risco para DM2 em 1,82x mais. J& no estudo de Younus et al. (2017),
relaciona o contrério na populacdo iraquiana obesa, tendo em vista que o alelo T no
polimorfismo rs9939609, foi o responsavel para aumentar o risco de DM2 (p=0,0001), além
disso, 0 homozigoto T/T aumentou em 3x mais o risco de DM2 (p=0,0001) em relacdo aos do
tipo selvagem A/A.

Contudo, podemos afirmar que existe uma grande variacdo entre os resultados
encontrados na literatura sobre os alelos do polimorfismo em questdo, 0 que parece ser que 0
gene € mais expresso ou nao, em algumas etnias de diferentes regies do planeta. No entanto,
de fato, o gene FTO esté diretamente relacionado ao processo de obesidade, assim como outros
polimorfismos do gene.

Sobre o CM é possivel destacar que que varios SNPs do gene FTO tem uma
associacdo com risco de cancer de mama. Entre os principais SNPs relatados na literatura estdo
0 rs9939609, localizado na intron 1 do gene FTO (KAKLAMANI et al., 2011;DOAEI et al.,
2021).

No entanto, um estudo realizado no Brasil, com 0 SNP rs9939609, ndo demonstrou
uma correlacdo com risco de CM. Esse fato pode ser justificado por se tratar de uma populacao
muito diversificada, devido a miscigenacgdo que ocorreu no periodo da colonizagdo do café e do
ourol7. Desse modo, a combinagdo de diferentes variantes genéticas pode ter impacto nas
populagdes hibridas, ndo conferindo risco para determinadas patologias (DA CUNHA et al.,
2013).

Outro SNP que corresponde ao risco de CM parece ser 0 rs16953002, na populacéo
chinesa, um estudo conduzido em mais de 1.000 mulheres, chegou ao resultado onde individuos
com o gendtipo AA tiveram um risco de 1,80x mais de CM, em compara¢do com individuos
com gendtipos GG (ZENG et al., 2015). No entanto, esse gene ainda ndo foi estudado em

mulheres brasileiras.
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3. JUSTIFICATIVA

O Céncer de Mama (CM) como foi abordado, apresenta uma alta taxa de incidéncia
no mundo todo, além do que no Brasil, é a primeira causa por morte em mulheres com cancer.
Somando a isso, os fatores relacionados as neoplasias mamarias estdo a obesidade e os fatores
genéticos, como os polimorfismos genéticos. O Ceara apresenta o 8° estado brasileiro com a
maior incidéncia de CM, e o 3° estado nordestino com a maior taxa de ébito. Além disso, poucos
trabalhos sdo desenvolvidas com a regido norte do estado do Ceard sobre as neoplasias
mamarias. Ainda nesse sentido, a regido norte apresenta um cenario com baixos indicadores
sociais.

Nesse sentido, a identificagcdo de biomarcadores que possam melhorar a abordagem
terapéutica pode ser uma ferramenta Util para o seguimento clinico de pacientes com neoplasias
mamarias. Além disso, o estudo pode contribuir com esclarecimentos das pacientes sobre
neoplasias mamarias e sobre a importancia de novos estudos.

O SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Unico) rs16953002 do gene FTO, vem
sendo correlacionado com o risco de CM em mulheres em diversos continentes. Entretanto, na
populacdo brasileira, como na América do Sul, ainda ndo foi realizado nenhuma andlise por
meio de estudos validados para que essa correlacdo seja encontrada.

Assim, uma vez estabelecida a influéncia do SNP rs16953002 em pacientes com
CM, sera possivel futuramente, selecionar pacientes que possam se beneficiar por meio do
tratamento de drogas e/ou medicamentos capazes de inibir a sua via de expressao,
proporcionando um melhor prognostico clinico e sobrevida das pacientes.

Por fim, caso a associacdo seja significativa, em relacdo a algum gendtipo desse
polimorfismo em pacientes com neoplasias mamarias, este poderia ser considerado um novo
marcador oncogénico que modificaria a conduta médica, além de auxiliar a melhor

compreensdo do comportamento bioldgico da atividade do SNP rs16953002.
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4. HIPOTESE

Devido ao fato que o FTO participa do metabolismo energético e esta associado a
obesidade em diversos estudos e ao cancer de mama, a hipotese desse trabalho é que, o
polimorfismo rs16953002 desse gene esteja presente em pacientes com cancer de mama. Se
uma relacdo desse tipo for comprovada, esse SNP, podera se tornar uma ferramenta molecular
na avaliacdo da susceptibilidade de mulheres com cancer de mama.

Corrobora ainda, o fato que esse polimorfismo ndo foi estudado no Brasil e na
Ameérica do Sul, e se faz de suma importancia essa investigacdo, visto que o Brasil é um pais
constituido de uma sociedade com alto indice de miscigenacgdo, e com grande nimero de casos
de CM.

A hipétese alternativa (nula) da pesquisa € o polimorfismo rs16953002 e 0s seus
gendtipos nao estarem envolvidos no risco de cancer de mama em mulheres da regido norte do

estdo do Ceara.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivos Gerais
o Avaliar a associagédo do polimorfismo FTO rs16953002 com cancer de mama,

através de um estudo caso-controle em mulheres diagnosticadas com a patologia e

mulheres saudaveis do Estado do Ceara.

5.2 Objetivos Especificos
o Descrever e caracterizar a amostra populacional do estudo quanto a dados

epidemioldgicos e aspectos clinicos relevantes;

o Descrever as frequéncias génicas e alélicas para o polimorfismo estudado;

o Comparar a associa¢do do polimorfismo com caracteristicas clinicamente
relevantes na determinacgdo de progndstico, como dados histopatoldgicos, subtipos

moleculares e gravidade.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo observacional do tipo caso-controle em mulheres com

diagnostico histopatologico de cancer de mama (CM) e mulheres saudaveis.

6.2 Casuistica

Foram colhidas amostras de escovado de mucosa bucal com escova do tipo
“cytobrush®”, de 46 mulheres com diagnéstico de CM, de qualquer estagio clinico e com
tratamentos anteriores, atendidas no ambulatério, do servi¢co de Oncologia da Santa Casa de
Misericérdia de Sobral (SCMS) — CE ap6s a consulta ambulatorial. A SCMS consiste em um
grande centro terciario de referéncia em Oncologia, que atende toda a zona Norte do Ceara.

Como controle foram colhidas amostras de raspado bucal de 41 mulheres sem
cancer de mama (grupo CT), que foram atendidas no ambulatério de Mastologia do Centro de
Especialidades Médicas (CEM). O material foi colhido depois da consulta ambulatorial apos
escovado de mucosa bucal com escova do tipo “Cytobrush®”, sendo o material armazenado
em tubos secos. A exclusdo da patologia, nas pacientes do grupo CT, foi realizada apds exame
clinico e radiol6gico das mamas.

Para a coleta do material foram realizadas entrevistas depois do atendimento
ambulatorial. A entrevista consistia em abordar e explicar todo o percurso metodoldgico, sendo
a primeira etapa, a explicacdo detalhada do TCLE. Apds confirmar o interesse pela pesquisa, e
se mostrar disponivel a participar, a paciente foi conduzida a assinatura do TCLE. Na propria
entrevista, o pesquisador coletou os dados pessoais da paciente apds a mesma assinar o TCLE.
Na coleta de dados pessoais foram coletados: Nome completo; idade; estado civil; profissao;
queixa principal; menarca; menopausa; idade do primeiro parto; nimero de gestacdes; numero
de partos; nimero de abortos; historia familiar de cancer; histérico de tabagismo (APENDICE
B).

Apbs a entrevista e toda a coleta dos dados, 0 pesquisador solicitou os prontuarios
das pacientes que aceitaram participar da pesquisa para a equipe de enfermagem, para que
fossem coletados os dados: subtipo molecular do CM, tipo de tratamento realizado, numero

de internacBes, evolucdo médica, exames laboratoriais, radiologicos e outros, diagndstico
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definitivo, conduta terapéutica, descri¢des cirurgicas, fichas de atendimento, entre outras.

Para as pacientes do grupo caso o diagnostico de carcinoma de mama foi realizado
inicialmente por meio de exame clinico e radioldgico (mamografia e/ou ultrassonografia),
sendo posteriormente confirmado pelo estudo histopatoldgico da peca cirdrgica. Foram ainda
coletados dados da imunohistoquimica (Receptor de Estrégeno (positivo e negativo), Receptor
de Progesterona (positivo e negativo), Her-2 (positivo e negativo) e Ki-67 (<15% ou >15%).

O estadiamento para o cancer de mama utilizado foi o (TNM) da American Joint
Committee on Cancer. Ele utiliza trés critérios para avaliar o estagio do cancer: o proprio tumor,
os linfonodos regionais, e se ocorreu disseminacdo do tumor para outros 6rgdos. TNM é
abreviatura de tumor (T), linfonodo (N) e metéstase (M). Para cada classificacdo existem
subcategorias representadas por nimeros. Para o T temos subcategoriasde 1a4; N,0a3 e M,
0 a 1. Estas combinacBes possibilitam a classificacdo do estadio do tumor (Manual de
Oncologia Clinica do Brasil, 2019).

6.3 Calculo amostral

O calculo amostral foi baseado e calculado de acordo com outro estudo anterior,

realizado no continente asiatico, com mulheres chinesas (ZENG et al., 2016).

6.4 Descricdo dos Grupos

As pacientes foram distribuidas em dois grupos: Grupo com cancer de mama (CM):
mulheres que apresentarem carcinoma invasivo de mama com confirmagdo histopatoldgica.

Grupo controle (CT): mulheres sem cancer de mama pelo exame clinico e radioldgico.

6.4.1 Caracteristicas do Grupo CM:
Critérios de incluséo:
e Suspeita clinica e/ou radiologica de CM, com confirmacéo histopatoldgica da peca
cirurgica.
Critérios de excluséo:
¢ Na&o confirmacéo do diagnostico pelo exame anatomopatologico;
e Achados clinicos ou radiolégicos ndo conclusivos de CM;

e Usuarias de terapia hormonal;
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e Mulheres gravidas.

6.4.2 Caracteristicas do Grupo CT:

Critérios de inclusdo:

e Auséncia de CM ou, da suspeita deste por avaliacao clinica e/ou radioldgica.
Critérios de excluséo:

¢ Diagnostico ou suspeita clinica e/ou radiolégica de CM;

e Achados clinicos ou radioldgicos sugestivos, mas nao conclusivo de CM;

e Antecedentes de cirurgia mamaria prévia;

e Usuérias de terapia hormonal;

e Mulheres gravidas.

6.5 Coleta de Dados

A coleta do raspado bucal e dos dados pessoais e clinicos, foram realizados, no
periodo de abril/2023 a outubro/2023, mediante esclarecimentos sobre o contetdo e o objetivo
da pesquisa e sem prejuizos a assisténcia e apds a assinatura de termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (APENDICE A) pelas pacientes envolvidas no estudo, apds liberagio do
mesmo pela Comissdo de Etica em Pesquisa (CEP) da UNINTA (Centro Universitario INTA)
campus Sobral, sob 0 nimero do CAAE 68840823.0.0000.8133.

Para a coleta dos dados demograficos e clinicos foi utilizado um formulério
padronizado (APENDICE B), permitindo identificar pardmetros como: idade materna,
profissdo, estado civil, raca (brancas e ndo brancas), tabagismo, antecedentes ginecoldgicos e
obstétricos, tais como idade da menarca (maior ou menor de 12 anos), pré ou pos-menopausa,
familiares de 1°. grau com CM, estadio clinico, e grau histologico de Smith- Bloom-Richardson
(SBR) serdo pesquisados para avaliar suas correlagdes com o polimorfismo estudado. As
informagdes contidas no APENDICE B foram, posteriormente transferidos para planilha
eletronica (Excel — Microsoft Office 2019).

A coleta do raspado bucal foi realizada pelo pesquisador principal e equipe de
pesquisadores, em ambiente reservado resguardando a privacidade da paciente. O termo de
consentimento foi elaborado em duas vias ficando uma com a participante da pesquisa e 0 outro

com o pesquisador.
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6.6 Ensaio Laboratorial

O ensaio laboratorial do estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e
Fisiologia da Reproducdo (LABIREP) que compde a rede NUBIS (Ndcleo de Biotecnologia de
Sobral — Universidade Federal do Ceara — Campus Sobral).

6.6.1 Extracdo de DNA

As amostras dos raspados bucais obtidas foram armazenadas a —80°C até posterior
extracdo de DNA genémico. A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se o PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific - K182002), segundo protocolo do
fabricante. Em um tubo de 1,5 ml foi misturado 50 pL de saliva com 50 pL de tampéo de lise.
As amostras foram aquecidas a 95° C por 3 minutos e em um bloco pré-aquecido. Em seguida,
as amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 1 minuto e sera adicionado 50 uL de
solucdo tampado estabilizante. O material é centrifugado por 1 minuto a 10.000 g a temperatura
ambiente e em seguida a concentracdo de DNA em cada amostra serd quantificada utilizando-
se 0 kit Qubit® dsDNA BR (Broad Range) Assay. O DNA assim obtido e quantificado foi
genotipado utilizado a técnica de PCR em tempo real.

6.6.2 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR)

O método de gPCR vai ser usado para a determinacdo do gene FTO do
polimorfismo, notadamente os alelos do rs16953002, por meio de um equipamento que associa
um termociclador a um leitor de fluorescéncia capaz de medir a luz proveniente de uma reacao
de amplificacdo. A metodologia utilizara fluoréforos do tipo TagMan®, que correspondem a
sondas de hibridizacéo utilizadas para detectar sequéncias especificas no DNA amplificado na
PCR.

Para as PCR de genotipagem foram utilizadas placas de 96 po¢os em um volume
total de 10 pL/poco. Cada reagéo foi preparada contendo 5 pul TagMan™ Genotyping Master
Mix (ThermoFisher Scientific- 4371355), 0,25 ul TagMan™ SNP Genotyping Assay, human
(ThermoFisher Scientific- 4351379), 2 pl DNA gendmico a 1,5 ng/ul, e 2,75 pl H20 ultrapura.
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Os ciclos térmicos foram de 95°C por 20 segundos para ativacéo da polimerase e 40 ciclos de:
desnaturacdo a 95°C por 3 segundos e anelamento/ extensédo a 60°C por 90 segundos. O
reagente TagMan™ Genotyping Master Mix (ThermoFisher Scientific- 4371355) é composto
por AmpliTag® Fast DNA Polymerase, UP, dNTPs, Tracking Dye e ROX™ dye. O reagente
TagMan™ SNP Genotyping Assay, human (ThermoFisher Scientific- 4351379) é composto
por um par de iniciadores (primers) ndo marcados (concentracao final de reagdo 900 nM) e as
sondas fluorescentes: Applied Biosystems™ VIC™ dye — MGB para o alelo A e Applied
Biosystems™ FAM™ dye — MGB para o alelo G (concentracéo final de reacdo 200 nM).

A sonda para amplificagdo consiste na sequéncia descrita pelo SNP ID: rs16953002
(ThermoFisherScientific): CAACATCCCTCTGAAGAACAGCTC [A/G]
TGCTTGGAGGCGTCACAAGCTCCAA.

Apbs o preparo do mix de reacdo e da placa com as amostras especificas, estas
foram pré-lidas em um instrumento de PCR em Tempo Real StepOnePlus (Applied
Biosystems). Apds a pré-leitura, os ciclos termais foram realizados para amplificacdo das
amostras de DNA para a genotipagem das pacientes. Ao final, foi realizada uma pos-leitura (da
qual foram descontados os valores iniciais de fluorescéncia em cada amostra), que foi ser
analisada atraves do StepOne™ Software v. 2.3 para a discriminacéo alélica.

A distribuicdo genotipica envolvera 03 formas de variantes: homozigoto (AA),
heterozigoto (AG) e homozigoto (GG) (FIGURA 4). Cada gen6tipo foi avaliado sob modelos

de hereditariedade genética (dominantes, recessivos e codominantes).

Figura 4: Distribuicdo dos gen6tipos do SNP 16953002.
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6.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados levando em consideracdo as caracteristicas das
pacientes avaliadas no formato utilizado para a coleta de dados. Os grupos analisados foram
estratificados levando em consideragdo, caracteristicas das pacientes tais como: idade (média +
dp), raca (branca e ndo branca) e, idade da menarca (média + dp), histéria familiar de CM
(parentes de primeiro grau com CM), tabagismo (sim ou nao), estadiamento clinico (dividido
em I, I, 1l e V), e grau histolégico de SBR (dividido em I, 11 e 111).

As caracteristicas demograficas dos grupos foram comparadas pelo teste do
quiquadrado (y2) para variaveis nominais. Teste X2 de Pearson foi utilizado para avaliar a
correlagdo entre variaveis.

Modelos de regressdo logistica foram utilizados para avaliar a associacdo entre 0s
genotipos, os alelos e a ocorréncia de CM. As frequéncias genotipicas esperadas foram
estimadas a partir do teste de Mann-Whitney, para verificar as frequéncias alélicas observadas
e desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).

A abordagem do risco de CM foi realizada pela avaliagdo do “odds ratio” (OR) por
regressao logistica contemplando um intervalo de confianga (IC) de 95% de certeza. Um valor
de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente significante.

6.8 Aspectos éticos da pesquisa

O cuidado ético fundamental do estudo foi manter em sigilo 0 nome das mulheres
envolvidas na pesquisa. Para tanto, cada caso foi identificado no instrumento de coleta de dados
apenas pelo nimero do prontudrio, iniciais do nome e nimero do caso da pesquisa.

O estudo leva em consideracdo e se adequa a Resolucdo 466/12, a qual trata das
diretrizes regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos e seus fundamentos éticos
e cientificos.

O processo de coleta de material (saliva bucal) seguiu as recomendacOes da
Resolugdo 441/11, sobre armazenamento e utilizacdo do material bioldgico, os tubos
identificados foram condicionados regularmente e estocados no laboratério NUBES/ LABIREP
da Universidade Federal do Ceara, campus Sobral. Posteriormente foram utilizados para

extracdo do DNA e identificagdo do polimorfismo.
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O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
UNINTA, sob o nimero do CAAE 68840823.0.0000.8133. Todos 0s pacientes tiveram o termo
de consentimento livre e esclarecido/ assentimento, assinado, contendo informados dos riscos

e beneficios do estudo.

6.9 Riscos e beneficios do estudo

Apesar de nao haver beneficio direto das pacientes que participardo do estudo, caso
encontremos uma associacao significativa de algum gendtipo especifico deste polimorfismo
com cancer de mama, este poderia ser considerado um novo marcador oncogénico que
modificaria a conduta médica, frente as mulheres portadoras dessa neoplasia, principalmente
dentro da Regido Norte do Ceara.

Os riscos muitas vezes foram expressos na forma de desconforto, possibilidade de
constrangimento ao responder os instrumentos de coleta de dados, ou pelo simples medo de néo
saber responder ou de ser identificado com quebra de anonimato e de divulgacdo de dados
confidenciais. No entanto, esse risco foi minimizado pois esse procedimento foi realizado em
uma sala reservada. Ainda nesse sentido, o coordenador da pesquisa junto com os pesquisadores
minimizaram estes riscos garantido que todos os pesquisadores fossem habilitados ao método
de coleta dos dados, estando atento aos sinais verbais e ndo verbais de desconforto da paciente.
Poderemos garantir o anonimato identificando o TCLE com as iniciais da paciente e numeracao

dos questionarios.

7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas Gerais

O estudo envolveu 87 pacientes, sendo 46 pacientes do grupo caso, diagndsticas
com Cancer de Mama (CM), de acordo com a ultrassonografia e mamografia, e classificacéo
do BIRADS, e 41 pacientes controles.

Sobre as pacientes com CM, cerca de 78% das pacientes estavam entre 41 - 69 mais.
Além disso, 39,1% (n = 18) relataram historico familiar de CM em parentes de 1° grau e
tabagismo. Sobre a historia ginecoldgica, cerca de 61% (n = 28) das pacientes ndo tiveram uma
menarca precoce < 12 anos de idade. A idade média da menopausa no grupo caso foi de 45,8 anos,

ndo havendo diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle 42,3 anos. Nao houve diferenga entre a
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idade do primeiro parto e 0 nimero de gestacdes entre as pacientes dos diferentes grupos, o que mostra
a homogeneidade entre os grupos. Na tabela 1 estdo descritas as demais caracteristicas referentes aos

dados epidemioldgico dos grupos.

Tabela 1. Caracteristicas da popula¢ao estudada (casos + controles).

Variantes Caso Controle p - value
Idade paciente
<40 10,9% (5/46) 31,7% (13/41) 0,011%*
41 - 69 78.,2% (36/46) 65,9% (27/41) 0,139
>170 10,9% (5/46) 2,4% (1/41) 0,099
Média 54,3 45,1
Idade Menarca
<12 39,1% (18/46) 39 % (16/41) 0,548
>13 60,9% (28/46) 61% (25/41) 0,306
Status de 91,3% (42/46) 48,8% (20/41) 0,064
Menopausa
Média de idade 45,8 423
Primeiro Parto 20,3 20,2
Numero de 46439 3,542 0,140
gestacoes
Nuliparidade 10,9% (5/46) 12,2% (5/41) 0,253
Historia Familiar 39,1% (18/46) 4,9% (2/41) 0,039*
Tabagismo 39,1% (18/46) 9,7% (4/41) 0,576

X2 test

Na tabela 2, estdo disponiveis os dados referentes as caracteristicas do tumor, como
receptores hormonais, cerca de 74% (n = 34) apresentavam receptor positivo de estrogeno, e a
maioria também apresentava o receptor positivo de progesterona (28%, n = 28). Em relacdo ao
HER-2, 86,9% das pacientes apresentavam receptor positivo. Além disso, o Ki-67 (utilizado
como um marcador de proliferacdo celular) estava presente em todas as pacientes, com uma
maior taxa > 30% em 17 pacientes.

Na tabela 2 ainda estdo dispostos dados referentes as diferencas entre as pacientes
com CM, sendo elas a presenca ou ndo de linfonodos axilares, estadiamento, e subtipos

moleculares: Luminal A, B, HER2 e TN (Triplo Negativo).
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Tabela 2. Frequéncia das caracteristicas de marcadores moleculares das pacientes com cancer
de mama.

Caracteristicas ;&mos:/l; a p - value
Linfonodos Axilares
Positivo 20 435 0,58
Negativo 26 56,5
Estadiamento
T2AeB 14 325
T3AeB 29 67,5 0,06
Receptor de Estréogeno
Positivo 34 739 0.01"
Negativo 12 26,1 ’
Receptor de Progesterona
Positivo 28 60,9
Negativo 18 300 %%
Her -2
Positivo 40 86,9 -
Negativo 6 13,1 <0,0001
Subtipos de Cincer de mama
Luminal (A e B) 30 65,2 0.09
Ductal (Her2 e TN) 16 34,8 ’
Ki-67
<14% 15 32,6
>14% - 30%< 14 304 >0,9
>30% 17 37

Fisher's exact test, p<0,05.

7.2 Relagéo dos genotipos do polimorfismo

O polimorfismo rs16953002 apresentou 0s seguintes gendtipos entre 0 grupo caso:
79% (n = 36) homozigotos G/G , apenas 1 paciente portador do homozigoto A/A, e 20%
heterozigotos A/G (n =9). No grupo Controle 31 pacientes sdo portadoras do homozigoto G/G
(90%), e também foi encontrado apenas 1 paciente com homozigoto A/A, 9 heterozigotos para
AlG (22%).

Na tabela 3 é possivel visualizar as caracteristicas entre os grupos em relagdo aos
dados genéticos. Nao sendo possivel relacionar o maior risco de cancer de mama entre mulheres
portadoras do gendtipo de risco A/A em comparagdo com genoétipo G/G, OR 1,16 (IC 95%:
0,41-3,26, p=0,77).
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Tabela 3: Frequéncias de genotipos e alelos para o polimorfismo RS16953002 do gene FTO
na populagéo estudada (casos + controles) em mulheres com e sem cancer de mama.

Frequéncia de Genétipos Teste de X2
Genétipo Caso Controle Valor de X? gl p
(n =46) (n=41)
GG 0,783 0,756
GA 0,196 0,22 0,08 1 0,05
AA 0,022 0,024
Frequéncia de Alelos Estatistica
Alelo Caso Controle Odds Ratio (OR) Valor de p
(IC de 95%)
G 0,881 0,866 1.161
A 0,119 0,134 (0,413 —3,258) 077

Mann Whitney U test.

Tabela 4: Andlise de associacdo de caracteristicas clinico-epidemioldgico com o alelo G.

Genotipo
AA+AG p-Valor OR IC 95%

Receptor Hormonal

Positivo 9 19,57 % 20 43,48%

Negativo L 217% 16 3448% 0,068 7,200  1.115-83.290
HER2

Positivo 2 435% 14 30,43%

Negativo 8 17,39% 22 47,83% 0455 0393 0.077-1508
Ki67

<15% 4 8,70% 12 26,09%

150, 6 13.04% 24 52.17% 0,720 1,333  0.366—5.008
Linfonodos
Axilares

Positivo 2 435% 18 39,13%

Negativo 8 17,39% 1839,13% 0.150 0,250 0.049-1391

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.

*p<0,05, teste exato de Fisher.
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Tabela 5: Andlise de associacdo de caracteristicas clinico-epidemioldgico com o alelo A.

Genotipo

GG +AG AA p-Valor OR IC 95%
Receptor Hormonal
Positivo 27 ! 0999 0000  0.000 - 14.000
Negativo 18
HER2
Positivo 16 0 . .. 005926 to
Negativo 29 1 0,999 Finfinity +infinity
Ki67
<15% 16 0 .~ .. 005926 to
~15% 29 I 0,999 infinity 2 e ity
Linfonodos Axilares
Positivo 20 0 . . 0,08547 to
Negativo 25 1 0,999 Finfinity +infinity

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
*p<0,05, teste exato de Fisher.

Na tabela 4 e 5 foi realizada a analise para comparar as caracteristicas do tumor
(clinicamente relevantes) com o alelo A e G, ndo sendo observado nenhum resultado
significativo sobre o prognostico das pacientes sobre portar o alelo de risco A.

Na figura 5 € possivel visualizar a distribuicdo e comparacdo das frequéncias de
genes da populacéo estudada. E possivel verificar que houve uma diferenca estatistica entre os
gendtipos GG+AG, e GG em comparacdo com AA, sendo p <0,0001 e p < 0,007,
respectivamente entre o grupo caso. No grupo controle também houve diferenca entre os
gendtipos encontrados, sendo GG+AG, e GG mais expresso em relacdo ao AA, sendo p <
0,0001 e p < 0,0017.

Figura 5. Comparacdes das frequéncias de genes da populacdo estudada, caso (A) e
controle (B) em mulheres com e sem cancer de mama respectivamente.

(&) (B)

50 M 50 <0.0001""

—_ e ke R W W
S W S S

Numero de casos
Numero de casos

GGTAG AA AATAG GG GGHAG AA AAT+AG GG

Fisher's exact test, p<0,05.
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8. DISCUSSAO
8.1 Caracteristicas Epidemioldgicas

A partir dos dados analisados cerca de 78% (n = 63) pacientes com Cancer de Mama
(CM), estavam na faixa etaria entre 40 e 69 anos de idade, e a grande maioria apresentavam
historico familiar de CM entre parentes de 1° grau.

No Brasil, a maior faixa etaria que atinge as pacientes com CM ¢ entre 50-69 anos
de idade (INCA, 2023). Alguns fatores estéo relacionados com essa maior incidéncia nessa fase
davida, entre eles: densidade mamaria, alteracdes bioldgicas ao longo da vida, maior exposicdo
de hormonios (estrégeno e progesterona, menopausa tardia).

O estado do Ceara projeta o cenario brasileiro, tendo a mesma faixa etaria de maior
nameros de incidéncia e de ébitos (DE OLIVEIRA BARROS et al., 2020). Ainda segundo
outros estudos, a regido Nordeste é uma das trés maiores regiGes do brasil na taxa de
mortalidade do pais, ficando atras da regido Sudeste e Centro-Oeste (DA SILVA et al., 2020).
Além disso, o Ceara apresenta a terceira maior incidéncia do Nordeste com 3080 novos casos
por ano (INCA, 2023). Por isso a importancia de conhecer o perfil epidemioldgico do estado, e
principalmente das microrregides.

O historico familiar em parentes de primeiro grau é importante para melhor
direcionar a paciente que procura um diagndstico precoce, além disso, entender esse risco
familiar é possivel a realizacdo do mapeamento genético de até trés geracdes anteriores
(PANTOJA et al., 2022; ABDEL-RAZEQ et al., 2023).

Apesar de que apenas 5-10% dos casos de CM sdo de forma hereditéarios é
importante conhecer quais sdo os fatores de risco para essa populacédo, entre eles: Cancer de
ovario em qualquer idade, e CM em parentes do primeiro grau antes dos 50 anos (INCA, 2023).
No Brasil, para ajudar esse diagnostico com risco hereditario, foi desenvolvido a ferramenta
Family History Screen 7 (FHS-7), que ainda é pouco utilizada nos consultérios publicos e
privados (BURANELLO et al., 2021).

O nosso resultado confirma o panorama do Brasil, em outras pesquisas, cerca de
33,3% (n = 53) das pacientes com CM tinham historico familiar (CAVALCANTE, BATISTA,;
ASSIS, 2021). Outro estudo realizado na cidade de sobral, apresentam dados diferentes, cerca
de 62,5% (n = 20) das pacientes ndo apresentavam histérico familiar (BEZERRA et al., 2020).

Em relacdo ao tabagismo, na literatura é possivel encontrar uma correla¢éo

discreta, os estudos apontam que a nicotina, composto presente no cigarro em grande maioria,
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promove alteracbes nos radicais livres, aumento da inflamagdo e consequentemente,
promovendo um desequilibrio na resposta anti-inflamatoria. 1sso ao longo dos anos, acarreta
um sistema imune com menos eficiéncia em combater Doencas Cronicas Nao Transmissiveis
(DCNT) (Zhou et al., 2023).

Sobre os dados ginecoldgicos apds a analise, ndo foi encontrado uma diferenca entre o
grupo caso e controle. Alem disso, cerca de 39,1% (n = 18) das pacientes apresentava uma menarca
precoce, e a média da menopausa foi de 45,8 anos de idade, ndo se caracterizando como uma
menopausa tardia.

Esses dois fatores ginecolégicos apontados acima, sdo considerados como fatores
de risco devido o maior tempo de exposi¢do aos horménios que estimulam o crescimento do
tumor, como RP e RE (PU et al., 2023).

No estudo de Bezerra e colaboradores (2020), 36,7% (n = 11) das pacientes tiveram
uma menarca precoce, colaborando com os nossos achados. No panorama mundial, segundo a
American Cancer Society (ACS), a menarca precoce antes dos 12 anos apresenta um risco de
20% a mais em relacdo a mulheres com menarca acima dos 12 anos.

Sobre os dados dos receptores hormonais, cerca de 73,9% (n = 34) das pacientes
apresentavam RE+, e 60,9% (n = 28) RP+. O estudo de Fernandes e Linhares (2021) obteve
dados que colaboram com 0s nossos achados, uma vez que, 80% (n = 34) das pacientes eram
RE+ e 61,9% (n = 26) RP+. Outro estudo também realizado na populacdo do Nordeste,
apresentou 84,4 % (n = 27) das pacientes eram RE+ e RP+ (Bezerra et al., 2020).

Esses achados colaboram com a ideia de que a maioria das mulheres brasileiras
apresentam o subtipo molecular Luminal A ou B. Somando a isso, como esses tipos de tumores
sdo responsivos a estimulos hormonais, tornam a terapéutica mais eficaz, quando
diagnosticados de forma precoce, devido as diferentes formas de tratamento para tumores
hormdnios positivos (INCA, 2023).

Cerca de 30,4% (n = 14) da amostra séo classificadas como subtipo molecular
HER2, também chamado de CERB-2, esse gene é responsavel por estimular o crescimento do
tumor via Fator de Crescimento Epidérmico (EGF).

Por fim, 2 casos de cancer de mama triplo negativo foram identificados. Esse
subtipo molecular apresenta o pior progndéstico entre os 4 subtipos moleculares do CM, fazendo
com que a paciente, tenha poucas terapéuticas efetivas para conter o avango do tumor,
principalmente quando diagnosticado em fase avangada, além de contribuir para uma menor
sobrevida e qualidade de vida da paciente (LEON-FERRE et al., 2023).
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8.2 Polimorfismo 16953002 e risco de cancer de mama

Este estudo foi o primeiro na América do Sul, no nordeste brasileiro, e o segundo
no mundo, conduzido em um hospital de referéncia no tratamento contra o cancer, a avaliar o
polimorfismo 16953002 sobre o risco de CM entre mulheres saudaveis e diagnosticadas com
CM. De acordo com os dados analisados, ndo foi encontrado risco de CM para as pacientes
portadoras do genotipo A/A em comparagcdo com as pacientes que herdaram o genotipo G/G.

Esse resultado é diferente de outros estudos, mas conduzidos em diferentes paises.
O estudo de Zeng e colaboradores (2015) foi o primeiro a analisar a associacdo entre do gene
FTO do polimorfismo 16953002 no risco de CM no mundo.

O estudo foi conduzido no continente da Asia Oriental, na China, cerca de 1100
mulheres foram envolvidas na analise, 537 pacientes controles e 537 casos de CM, foi
encontrado um risco de 1,80x mais chances entre pacientes portadores do genotipo A/A em
comparacao com gendtipo G/G (IC 95% = 1,23-2,63) (ZENG et al., 2015).

Por mais que existam semelhancas entre as caracteristicas do tumor e os subtipos
moleculares de mulheres brasileiras e mulheres chinesas, a principal, e determinante, diferenca
entre as duas populacGes sdo os fatores genéticos. Na populacdo chinesa, houve pouca
miscigenacao, fazendo com que os dados genéticos dessa populacdo fossem preservados, e de
facil rastreabilidade a origem gendmica (TOKURA et al., 2020). J& no Brasil, desde o periodo
colonial, o pais recebeu inimeros imigrantes e colonizadores de diferentes paises, entre eles,
franceses, espanhdis, portugueses, além de negros, esse processo promove uma diversidade
gendmica grande, ainda se soma os indigenas ja presente no Brasil (MELO et al., 2020).

No entanto, o Brasil vem crescendo no numero de pesquisas genéticas,
principalmente no que diz respeito, em analisar polimorfismos e como estes podem promover
risco em determinadas patologias. Em 2019, Da Cunha e colaboradores, avaliaram o risco de
cancer de mama em relagdo ao SNP rs9939609 do gene FTO em mulheres brasileiras, e
obtiveram que as pacientes independente dos gendtipos tinham maior risco de cancer de mama
em comparacdo com mulheres com IMC < 20. No entanto, 0 mecanismo pelo qual isso ocorre
ainda ndo foi elucidado.

Um estudo caso-controle conduzido na regido sul do Brasil, também buscou
averiguar o risco de CM em cerca de 200 pacientes, com 0 SNP rs1121980 do gene FTO e néo
encontrou nenhuma associacéo direta (DA CUNHA et al., 2013).

Outros polimorfismos do gene FTO também foram avaliados em diferentes
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populagdes. Um estudo conduzido nos EUA verificou que 4 SNPs do gene FTO estavam
associados a um maior risco de CM, sendo eles o rs1477196 promoveu um OR de 2,61 (IC
95%: 1,56-4,37) entre as mulheres portadoras do genotipo G/G em comparagdo com gendtipo
AJA; SNP rs9939609, com aumento de risco de CM (OR = 3,719; IC 95%: 1,43-9,68); SNP
rs7206790 (OR = 1,888; IC 95%: 1,08-3,29); e rs8047395 em efeito aditivo (OR = 0,281; IC
95%: 0,12-0,68) (KAKLAMANI et al., 2011).

Um estudo conduzido com mais de 5.500 mulheres chinesas, concluiu que o SNP
rs11075995 do gene FTO também foi associado ao maior risco de CM do subtipo triplo negativo
cerca de 1,74x mais em mulheres que carregavam o gendtipo A/T (ZHANG et al., 2014).

Analisando cerca de 850 mulheres do paquistanesas, 0 SNP rs9939609 do gene
FTO do gendtipo T/T foi correlacionado com o risco de quase 3x mais de CM, quando
comparada as pacientes que carregavam o gendétipo A/A (MANSOOR et al., 2023).

Ja no Ird, dois estudos sdo controversos para 0 mesmo SNP rs9939609 com risco
do CM. O estudo de Mojaver e colaboradores (2015) ndo encontrou nenhuma associagédo de
risco na amostra estudada, sendo valor de p = 0,385. Ja Mozafarizadeh e colaboradores (2019)
verificaram resultado parecido com o resultado de Da Cunha et al., 2019 no Brasil. Ou seja as
pacientes portadoras do gendtipo T/T do SNP rs9939609 e com IMC menor <20kg/m?
apresentaram um maior risco de CM quando comparadas as pacientes com genotipos A/A e
T/T.

Outro estudo realizado em 247 mulheres polonesas, com o SNP rs993909 do gene
FTO, ndo foi possivel verificar uma relacdo de risco de CM entre as mulheres que participaram
do estudo (KUSINSKA et al., 2012).

Além disso, o SPN 16953002 do gene FTO tem sido correlacionado com outros
tipos de canceres, como 0 melanoma em europeus, norte americanos e australianos, por meio
de um GWAS. Segundo o estudo realizado por lles e colaboradores (2013) ao analisar cerca de
68.000 mil pessoas, verificou que o SPN 16953002 promovia um OR de 1.16x mais de
melanoma (IC 95%: 1.11-1.20; p = 0.015).
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9. CONCLUSAO

Com o presente estudo € possivel verificar que o SNP 16953002 do gene FTO néo
esta relacionado ao risco de cancer de mama em mulheres do nordeste brasileiro.

Para as perspectivas futuras € necessario mais estudos para esclarecer o efeito dos
polimorfismos relacionados as mulheres brasileiras, em especial ajudar a prevencao do cancer
de mama, ou até mesmo com um diagnostico precoce, identificando um marcado oncoldgico
que possa ofertar novas terapéuticas para esse grupo. Além disso, investigagdes também sdo
necessarias para genotipar outros SNPs ja estudados em outros paises, mas ndo na populacao
brasileira, 0 que poderia ajudar na nossa compreensao da base genética do cancer de mama e

como essas poderiam determinar o curso da doenca.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

A Sra. esta sendo convidada como voluntéria pelo nutricionista e pesquisador
LAILTON OLIVEIRA DA SILVA para participar da pesquisa “ASSOCIACAO DO
POLIMORFISMO RS16953002 DO GENE FTO EM PACIENTES COM CANCER DE
MAMA: ESTUDO DE CASO-CONTROLE EM MULHERES DO NORDESTE

BRASILEIRO”. Pedimos a sua autorizagdo para a coleta, o depdsito, o
armazenamento, a utilizacéo e descarte do material bioldgico humano —amostra de DNA obtido
a partir do raspado gengival, e para a coleta dos dados clinicos. A utilizacdo do seu material
bioldgico estd vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se a Sra. concordar em outros
futuros. A Sra ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informacdes abaixo
e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam
esclarecidos.

Esta pesquisa possui como orientador o médico e professor DR. JOSE JUVENAL
LINHARES, bem como conta com a participacao de alunos de iniciacdo cientifica capacitados
e treinados pela equipe.

Ao assinar este termo, vocé declara que aceitou submeter-se aos seguintes
procedimentos e que o nutricionista LAILTON OLIVEIRA DA SILVA explicou com clareza
todas as seguintes etapas do protocolo de coleta de dados.

RASPADO BUCAL: com uma escovinha descartavel sera colhido o material da
saliva, por um raspado da sua boca, bem simples, sendo o material armazenado em tubos secos.
O procedimento sera realizado através da friccdo de um escovinha na parte interna da bochecha
e em seguida a paciente bochechara 5 mL de soro fisioldgico e colocard em um copo de vidro
de 20mL. O material serd enviado ao Ndcleo de Biotecnologia de Sobral (NUBIS — UFC) para
analise. Todo este processo ndo tem dor, e serd acompanhado por um pesquisador experiente e
ndo trard nenhum risco a sua saude ou ao seu atendimento.

ENTREVISTA: O pesquisador ird perguntar as seguintes perguntas a baixos: Nome
completo; idade; estado civil; profissdo; queixa principal; menarca; menopausa; idade do
primeiro parto; nimero de gestacdes; numero de partos; nimero de abortos; historia familiar de
cancer; historia de tabagismo.

REGISTRO DE PRONTUARIO MEDICO

Apesar de ndo haver beneficio direto das pacientes que participardo do estudo, caso
encontremos uma associa¢ao significativa de algum genétipo especifico deste polimorfismo em
mulheres com cancer de mama, este poderia ser considerado um novo marcador oncogénico
gue modificaria a conduta médica, frente as mulheres portadoras dessa neoplasia,
principalmente dentro da Regido Norte do Ceara.

A pesquisa utilizara como instrumento para a obtencdo das informagdes a anélise
dos questionarios, desta forma, os possiveis riscos envolvidos sdo: Invasédo de privacidade;
Discriminacdo e estigmatizacdo a partir do conteudo revelado; Divulgacdo de dados
confidenciais (registrados no TCLE); Tomar o tempo do sujeito ao responder ao
guestionario/entrevista. No entanto, as seguintes medidas que podem ser adotas frente aos
riscos/danos: Sera garantido o acesso aos resultados individuais e coletivos; Serdo minimizados
os desconfortos, garantindo a liberdade para ndo responder questdes constrangedoras; Sera
garantido que os pesquisadores sejam habilitados ao método de coleta dos dados; Estar atento
aos sinais verbais e ndo verbais de desconforto; Sera assegurada a confidencialidade,
privacidade e a ndo estigmatizacdo, garantindo a nao utilizacdo das informacdes em prejuizo
das pessoas; Sera garantido que o estudo sera suspenso imediatamente ao perceber algum risco
ou dano a saude do sujeito participante da pesquisa, consequente a mesma, ndo previsto no



60

termo de consentimento; Sera garantida a divulgacao publica dos resultados; A pesquisa podera
ser convertida em beneficios cujos efeitos continuem a se fazer sentir apos sua concluséo; Sera
assegurada a inexisténcia de conflito de interesses entre o pesquisador e 0s sujeitos da pesquisa;
Sera garantido que os dados obtidos na pesquisa serdo utilizados exclusivamente para a
finalidade prevista no seu protocolo e conforme acordado no TCLE.

Para participar deste estudo a Sra. ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes
desta pesquisa, a Sra. tem assegurado o direito a indenizacdo. A Sra. terd o esclarecimento sobre
0 estudo em qualquer aspecto que desejar e estar livre para participar ou recusar-se a participar
e a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e
utilizacdo do material bioldgico armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a partir
da data de formalizacdo desta. A sua participacdo é voluntaria, e a recusa em participar ndo
acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que a Sra. é atendida pelo
pesquisador, que tratard a sua identidade com padr6es profissionais de sigilo. Os resultados
obtidos pela pesquisa, a partir de seu material bioldgico, estardo a sua disposicdo quando
finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participacdo ndo sera liberado sem a sua
permissdo. A Sra. ndo serd identificada em nenhuma publicacdo que possa resultar.

A pesquisa ocorrerd no servico de Oncologia da Santa Casa de Misericordia de
Sobral (SCMS) — CE e/ou no servigo ambulatorial do Centro de Especialidades Médica (CEM)
da cidade de Sobral-CE. O pesquisador responsabiliza-se a utilizar os dados e o material
coletado somente para esta pesquisa.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo
que uma serd arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério Biotecnologia e
Fisiologia da Reproducéo da Universidade Federal do Ceara, e a outra sera fornecida a Sra. Os
dados, materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos no Laboratério Biotecnologia e Fisiologia da
Reproducdo da Universidade Federal do Ceara e ap0s esse tempo serdo destruidos. Os
pesquisadores tratardo a sua identidade com padrbes profissionais de sigilo, atendendo a
legislacdo brasileira (Resolucdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional
de Salde e suas complementares), utilizando as informagfes somente para fins académicos e
cientificos. A sua contribuicdo serd de grande valor para o desenvolvimento e progresso das
pesquisas em pacientes com cancer de mama.

Eu,, portador(a) do documento de Identidade fui
informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa “ASSOCIACAO DO
POLIMORFISMO RS16953002 DO GENE FTO EM PACIENTES COM CANCER DE
MAMA: ESTUDO DE CASO-CONTROLE EM MULHERES DO

NORDESTE BRASILEIRO”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Seli
que a qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e modificar minha deciséo de
participar se assim o desejar.

() Concordo que o meu material bioldgico seja utilizado somente para esta pesquisa.

() Concordo que 0 meu material biologico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei
comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e
esclarecido que explique para que serd utilizado o material.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a
oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.
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Nome completo do participante

Data

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavelData

Assinatura do pesquisador (mestrando)Data

Em caso de davidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

Endereco d(os, as) responsavel(is) pela pesquisa:

Nome: Lailton Oliveira da Silva — Coordenador

da Pesquisalnstituicdo: UFC

Enderecgo: Av. Gerardo Rangel, 4110 - Derby Clube, Sobral - CE,
62042-280Telefones para contato: (85) 99607 — 4201

Nome: Comité de Etica da SCMS

Instituicdo: Santa Casa de Misericdrdia de Sobral

Endereco: R. Ant6nio Criséstomo de Melo, 919 - Centro, Sobral - CE,
62010-550Telefones para contato: (88) 3112 0464
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APENDICE B: A FICHA DA COLETA DE DADOS DAS MULHERES DO ESTUDO:

QUESTIONARIO APLICADO AS PACIENTES

DATA: / / . N°. do Protocolo:
Nome: Idade:
Registro: Estado Civil: Profissdo:

Resumo Clinico:
Queixa Principal: Mamografia:

Estadiamento Clinico (TNM):
T(cm): N(le?2):
Anatomia Patoldgica (pés cirargico): T: N:
Antecedentes Gineco-obstétricos:

Menarca: Menopausa: Idade do primeiro parto:
G()P()A() Historia Familiar: () sim () ndo () Qual?
Imuno-histoquimica:

RE+( )-( )

RP+( )-( )

Cerb2 ou Her2 +/+++( ) ++/+++( ) +++/+++( )

KI67 %

Terapéutica instituida previamente a colheita do material:
Quimioterapia +

() Quadrantectomia/esvaziamento axilar + RT

() Mastectomia/esvaziamento axilar + RT

() Outros

Resposta a terapéutica

) Crescimento tumoral

) Sem resposta

) Até 50%

) Resposta parcial 50 a 99%

) Resposta clinica completa 100% clinicamente

) Resposta patoldgica completa 100% na patologia
) Metéastase

) Recidiva

NN NN NN NN
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APENDICE C - TERMO DE FIEL DEPOSITARIO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA DECLARACAO DE FIEL DEPOSITARIO

Eu, chefe do servico de oncologia da Santa Casa de

Misericérdia de Sobral — CE, fiel depositario dos prontuarios médicos dos pacientes, autorizo
o(a) pesquisador(a) Lailton Oliveira da Silva a colher dados dos prontuarios para fins de seu
estudo “ ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO RS16953002 DO GENE FTO EM
PACIENTES COM CANCER DE MAMA: ESTUDO DE CASO-CONTROLE EM
MULHERES DO NORDESTE BRASILEIRO .

Sobral, 10 de Margo de 2023.

ASSINAR E CARIMBAR
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APENDICE D - TERMO DE COMPROMISSO DE UTILIZACAO DE DADOS
(TCUD)

Titulo do Projeto de Pesquisa: ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO RS16953002 DO
GENE FTO EM PACIENTES COM CANCER DE MAMA: ESTUDO DE CASO-
CONTROLE EM MULHERES DO NORDESTE

BRASILEIRO

Pesquisador responsavel: Lailton Oliveira da Silva.

Instituicdo cedente dos dados: Santa Casa da Misericordia de Sobral (SCMS).

Identificacdo dos membros do grupo de pesquisa

Nome completo RG ou CPF Assinaturas

Gelton Fonteles (Pesquisador) | 2007010185273 Go [+ Yot £1(i

José Juvenal Linhares 256669992 . ‘
(Orientador) Sonr paverdl Linhang

José Jackson do Nascimento 2000031118110

H s CCKA O JoseiwrenZe Cant v
Costa (Coorientador) Job oo o e =

Anderson Weiny Barbalho 2003031040948 .
Silva y 74710(0%074. Whing Buanballg Sfee
Lailton Oliveira da Silva 20079036915 PR o i A
(Pesquisador/Coordenador) .

Davi Rocha do Nascimento 20083332213 Davt Kocha do Yo timunts-

Declaracdo do pesquisador responsavel
Dados serdo coletados somente apGs aprovacdo do projeto de pesquisa pela

Comisséo de Pesquisa do Departamento de Ensino, Pesquisa e Extensdo (DEPE) da Santa Casa
de Misericordia de Sobral (SCMS) e Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario
INTA (UNINTA): prontuarios de pacientes admitidas no ambulatorio de Mastologia da Santa
Casa de Misericordia de Sobral. Os dados obtidos na pesquisa somente serdo utilizados para o
projeto vinculado.

Eu, LAILTON OLIVEIRA DA SILVA, abaixo assinado, pesquisador
responsavel, e os demais pesquisadores envolvidos no projeto se comprometem a manter a
confidencialidade sobre os dados coletados, bem como a privacidade de seus contetidos, como
preconizam a Resolucdo 466/12, e suas complementares, do Conselho Nacional de Saude.
Declaro entender que a integridade das informacdes e a garantia da confidencialidade dos dados
e a privacidade dos individuos que terdo suas informacOes acessadas estdo sob nossa

responsabilidade. Também declaro que ndo repassaremos os dados coletados ou o banco de
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dados em sua integra, ou parte dele, a pessoas ndo envolvidas na equipe da pesquisa. Os dados
obtidos na pesquisa somente serdo utilizados para este projeto.

Devido a impossibilidade de obtencdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido de todos os sujeitos, assinaremos esse Termo de Consentimento de Uso de Banco

de Dados para salvaguardar os direitos dos participantes.

Sobral-CE, 10 de marco de 2023.
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Lailton Oliveira da Silva
Pesquisador Coordenador
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José Juvenal Linhares
Orientador
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José Jackson do Nascimento Costa
Coorientador




