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RESUMO

O cancer de mama (CM) foi reconhecido como o tipo de cancer mais comum em mulheres. A
incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando no mundo, em parte pelo
envelhecimento, pelo crescimento populacional, como também pela mudanca na distribuicéo e
na prevaléncia dos fatores de risco de cancer, especialmente aos associados com fatores
genéticos. O fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) desempenha um papel
crucial na biologia do cancer humano, estando associado a formacéo de tumores de mama e
resisténcia a terapia, tornando-se um alvo para os agentes antitumorais. A auséncia ou a
diminuicdo de expressdo de receptor de IGF-1 (IGF-1R) apds o tratamento quimioterapico
foram associadas a uma melhor resposta terapéutica. Além disso, membros de codificacdo de
genes da via IGF-1 sdo conhecidos por abrigar varios polimorfismos de nucleotideos unicos
(SNPs), que é entendido como uma alteracdo no gene, representados por mudancga de um unico
par de bases nitrogenadas. Buscou-se entdo identificar variantes genéticas que influenciassem
na expressdo de IGF- 1 em pacientes com CM. O objetivo do estudo foi avaliar a associacédo
entre o polimorfismo (rs2016347) do receptor 1 do fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-1R) com a resposta a quimioterapia neoadjuvante (QTNA), verificar a sua distribuicdo
genotipica e avaliar a correlagdo desse polimorfismo com os achados patolégicos e
imunohistoquimicos em mulheres com CM acompanhadas no servico de mastologia da Santa
Casa de Sobral — Ceara. Foi realizado estudo observacional e prospectivo com 40 pacientes do
sexo feminino, que usaram os quimioterapicos de forma neoadjuvante. A genotipagem dos
polimorfismos foi feita por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real alelo
especifica. A analise estatistica foi realizada por meio do teste exato de Fisher, adotando uma
confianca de 95%. A significancia estatistica foi estabelecida em P < 0,05. Os gen6tipos
encontrados e suas distribuicdes foram respectivamente GG= 11 (27,5%), GT= 20 (50%), TT=
9 (22,5%). A presenca do alelo T esteve associado significativamente com a resposta a QTNA,
como a reducdo do tamanho do tumor (p=<0,023), a um melhor status linfonodal axilar
(p=<0,05), sem apresentar associa¢do com os marcadores imunohistoquimicos avaliados como,
receptores hormonais (p=>0,23), HER2 (p=0,395) e KI67 (p=>0,43).

Palavras chaves: Neoplasia; Genotipagem; Polimorfismo; Neoadjuvancia; Genética Médica;
IGF-1



ABSTRACT

Breast cancer (BC) has been recognized as the most common type of cancer in women. Cancer
incidence and mortality are increasing worldwide, partly due to aging, population growth, as
well as changes in the distribution and prevalence of cancer risk factors, especially those
associated with genetic factors. Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) plays a crucial role in
human cancer biology, being associated with breast tumor formation and resistance to therapy,
making it a target for antitumor agents. The absence or decrease of IGF-1 receptor (IGF-1R)
expression after chemotherapy treatment were associated with a better therapeutic response. In
addition, IGF-1 gene coding members are known to harbor several unique nucleotide
polymorphisms (SNPs), which is understood to be a gene change, represented by changing a
single pair of nitrogen bases. We then sought to identify genetic variants that influenced the
expression of IGF-1 in patients with (CM). The aim of this study was to evaluate the association
between the polymorphism (rs2016347) of insulin-like growth factor 1 (IGF-1R) with the
response to neoadjuvant chemotherapy (QTNA), verify its genotypic distribution and evaluate
the correlation of this polymorphism with pathological and immunohistochemical findings in
women with CM followed in the mastology service of Santa Casa de Sobral — Ceara. An
observational and prospective study was carried out with 40 female patients, who used
chemotherapy in a neoadjuvant form. The genotyping of polymorphisms was performed by
polymerase chain reaction (PCR) in real-time specific alleline. Statistical analysis was
performed using Fisher's exact test, adopting a 95% confidence interval. Statistical significance
was set at P < 0.05. The genotypes found and their distributions were respectively GG= 11
(27.5%), GT= 20 (50%), TT= 9 (22.5%). The presence of the T allele was significantly
associated with response to neoadjuvant chemotherapy, such as tumor size reduction
(p=<0.023), better axillary lymph node status (p=<0.05), with no association with the markers
immunohistochemicals evaluated such as hormone receptors (p=>0.23), HER2 (p=0.395) and
K167 (p=>0.43).

Keywords: Chemotherapy; Gene expression; Neoadjuvancy; Polymorphisms; medical

genetics; IGF-1
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1 INTRODUCAO

O cancer pode ser classificado como uma doencga causada por uma desordem
genética em células normais do organismo, por meio de alteragdes cumulativas no material
genético, causando um desequilibrio entre as taxas de crescimento e morte celular
(BARZAMAN et al., 2020). Em mulheres, o cancer de mama (CM) foi reconhecido como o
mais comum e a principal doenca relacionada a malignidade em todo o mundo (WILCOCK;
WEBSTER, 2021).

Sobretudo, 0 CM, é um problema de satde publica mundial, sua incidéncia mundial
é de aproximadamente 2,3 milhdes de novos casos estimados em 2020. E a causa mais frequente
de morte pela doenca nessa populagdo, com 684.996 oObitos, estimados para 0 ano de 2021
(15,5% dos obitos por cancer em mulheres) (SUNG et al., 2021). No Brasil, para o ano de 2023,
foram estimados 73610 casos novos, 0 que representa uma taxa ajustada de incidéncia de 41,89
casos por 100.000 (INCA, 2022). A taxa de mortalidade por CM no Brasil é cerca de 14,23
Obitos/100.000. Assim, o0 CM ¢ a primeira causa de morte por cancer na populacdo feminina
em todas as regides do Brasil (16,1% do total de 6bitos) (INCA, 2021). A regido do Nordeste
ocupa o terceiro maior percentual na mortalidade por CM com 15,6% (INCA, 2020).

O tratamento atual do CM pode ser local por cirurgia e radioterapia, ou tratamento
sistémico, pela quimioterapia (QT) citotdxica, terapia hormonal e terapia biologica (ROSSI;
MAZZARA; PAGANI, 2019). A QT pode ser efetuada com a administracdo de um ou mais
agentes quimioterapicos. Levando em conta a sua finalidade, ela pode ser classificada em: (A)
Curativa, (B) Adjuvante, (C) Neoadjuvante, e (D) Paliativa (ROSSI; MAZZARA; PAGANI,
2019).

O principal objetivo QTNA é tentar ser efetiva na diminuicdo/reducéo do volume
tumoral antes da cirurgia, para que possa possibilitar a retirada do tumor em um procedimento
menos extenso (DA COSTA; CHAGAS, 2013). Este tratamento tem a vantagem de
conservacdo mamaria mais frequente (SHIEN; IWATA, 2020) e oferece a oportunidade de
pesquisa translacional de preditores moleculares de resposta tumoral

Concomitantemente, para o tratamento bem-sucedido do CM, torna-se fundamental
0 conhecimento das opcOes terapéuticas. Um progresso substancial tem sido realizado na
compreensdo dos mecanismos da doencga, mas muitas perguntas ainda ndo foram esclarecidas.
A ascensdo do conhecimento do genoma, expressao génica bem como dos polimorfismos tem
permitido a identificacdo de biomarcadores que ajudam a categorizar os tipos de CM. Nas

Gltimas duas décadas, a pesquisa segue uma abordagem integrativa utilizando redes de interacao
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gene/proteina, refletindo que fatores biologicos devem interagir influenciando o
comportamento da doenca e a resposta terapéutica (WARSON et al., 2013).

O Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 1 (IGF-1) desempenha um papel
crucial na biologia do cancer humano, estando associado a formacdo de tumores de mama e
resisténcia a terapia, tornando-se um alvo atraente para os agentes antineoplasicos (KURODA
et al., 2015; SARKISSYAN et al., 2014). Além disso, estudos epidemiolégicos tém mostrado
uma relagdo entre altos niveis de IGF-1 circulantes, densidade maméria, e risco de
desenvolvimento da doenca (DIORIO et al., 2005). Niveis de IGF-1 aumentados estdo
associados a uma mortalidade elevada do CM e com resisténcia inerente aos tratamentos
antitumorais em modelos pré-clinicos (DUGGAN et al., 2013).

Além disso, membros de codificagdo de genes da via IGF-1 sdo conhecidos por
abrigar varios polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) que influenciam a atividade da via.
( Groot el al. 2016)

Desse modo, surgem diversas analises que podem ser feitas sobre o IGF-1R, para
elucidar melhor sua participacdo direta/indireta no tratamento e torna-la mais eficaz. Assi
podemos indagar se a maior ou menor expressdo de IGF-1R é capaz de melhorar a terapia e
fazer com que seja mais eficiente. Ou até mesmo se, o0 aumento de IGF-1R esta relacionado
com a progressao da doenca com maior risco de metastase, ou ainda, se SNPs influenciam de
forma negativa ou positiva na via do IGF-1R.

Somando a isso, 0s obetivos do presente estudo s&o: Verificar a distribuigdo
genotipica desse polimorfismo genético (IGF1R -rs2016347) em mulheres brasileiras com CM;
Avaliar a correlacdo desse polimorfismo genético com os achados patolégicos e
imunohistoquimicos nas pacientes com CM e correlacionar o perfil epidemioldgico aos
genotipos do SNP rs2016347 na quimioterapia neoadjuvante.

Com isso, espera-se ao final da pesquisa, avaliar a associagéo entre o polimorfismo
(rs2016347) do receptor 1 do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1R) com a
resposta a quimioterapia neoadjuvante em mulheres com cancer de mama (CM), para que se
possa tornar uma estratégia importante e que possamos compreender melhor o comportamento
da doenca e sua resposta terapéutica.

Para melhor compreensao dos aspectos relacionados a este estudo, segue uma breve
revisdo de literatura que abordara os seguintes tépicos: biologia molecular do céncer,
protooncogenes e oncogenes, patogénese e tratamento do CM, polimorfismos de nucleotideo

unico envolvidos na patogénese do cancer, entre outros.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Cancer

O processo de formacao do cancer é chamado de carcinogénese ou oncogénese e,
em geral, acontece lentamente, podendo levar varios anos para que um tumor visivel seja
originado a partir de uma ceélula cancerosa. Os efeitos cumulativos de diferentes agentes
cancerigenos ou carcin0genos sdo 0s responsaveis pelo inicio, promocao, progresséo e inibicdo
do tumor. Além disso, a carcinogénese é determinada pela exposicao a esses agentes, em uma
dada frequéncia e em dado periodo, e pela interacdo entre eles, sendo um processo longo,
unidirecional e sequencial (PATTERSON et al., 2018). Ou seja, € um jogo de forgas entre genes
e proteinas com agdo supressora versus outros genes e proteinas de atuacéo contraria.

Desse modo, 0s trés estagios do processo da carcinogénese, que facilitam ou
dificultam a instalacdo do dano celular, sao eles: (1) Estagio de iniciacdo: os genes sofrem acdo
dos agentes cancerigenos, que provocam modificacdes. (2) Estagio de promocdo: nessa fase,
ocorre a expansdo de clones mutantes compostas de células fenotipicamente alteradas por
estimulos a proliferacdo celular de fatores de crescimento autocrinos, onde a célula em
transformacé&o secreta seus proprios fatores de crescimento (EGF, IGF, VEGF, PDGF, TGF-a,
HIF, entre outros) ou recruta células inflamatorias e estromais para produzirem esses fatores.
(3) Estagio de progressdo: o processo de transformacao atinge seu climax, com células mutantes
imortais, capazes de proliferar indefinidamente, destruir a lamina propria e invadir tecidos e
ganhar a corrente sanguinea (DE ALMEIDA et al., 2018).

Assim, as modificacdes da epigenética que ocorrem nessas fases sdo acumuladas e
herdadas durante a proxima divisdo celular e gera uma alteragdo do fenétipo, no entanto, ndo
ocorrem mudancas na sequéncia de nucleotideos do DNA (SUN; ZHANG; GAO, 2021,
PATTERSON et al., 2018).

2.2 Biologia Molecular do Cancer

Algumas caracteristicas cercam 0 a célula cancerigena e podem ser usadas para
determinar o estagio do cancer. Concomitantemente, o cancer pode ser caracterizado devido a
perda do controle da proliferacdo celular, aquisicdo de caracteristicas associadas com a
progressao tumoral (desdiferenciacdo, resisténcia a apoptose, capacidade de indugdo da

angiogénese e transicdo epitélio-mesénquima) (figura 1) resultado do dano fisico, quimico ou
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biolégico no material genético (WHITE; MEHNERT; CHAN, 2015).

As modificacdes genéticas que levam ao cancer, podem ser devido aamplificacéo
génica, delecbes, mutagcdes pontuais, perda de heterozigose e rearranjos Cromossomicos.
(ALONSO; DOW, 2021). Existe, portanto, uma diferenca entre as modifica¢fes genéticas, pois
sdo irreversiveis, e epigenéticas, que sdo reversiveis. Sendo as principais caracteristicas das
alteracOes epigenéticas: hipermetilacdo, hipometilacdo, modificacdes pds-traducionais de
histonas, e expressdo de microRNA modificada (CARDOSO; UDOH; STATES, 2020;
PATTERSON et al., 2018).

Figura 1 - Caracteristicas do cancer adquiridas durante o desenvolvimento tumoral.

Sinalizagdo Proliferativa Escape de Supressores
Sustentavel de Crescimento

Evasdo da Resposta

Energétcn Caller ag) =
B

Resisténcia a Imortalidade
Morte celular Replicativa
Instabilidade Promogdo de
Genomica e Mutagao Inflamagdo
Indugdo de Ativagdo da Invasdo
Angiogénese e Metastase

Fonte: (Adaptado) Hanahan e Weinberg, 2011.

Logo, a progressdo tumoral é um evento marcado entre a quebra da
integridade genémica e mutac6es, que vao favorecer os tumores no corpo humano, que pode
resultar ainda na ativacdo de oncogenes ou a inativacdo de supressores tumorais (BAYLIN;
JONES, 2016).

Somando a isso, fatores externos e internos, podem influenciar tanto no estimulo
ou na inibicdo de mecanismos de sinalizacdo celular, fazendo com que a célula cancerigena
desenvolva seus préprios mecanismos autdbnomos de sinalizagdo celular (PARK; PYUN;
PARK, 2020). Sao fatores externos: o tabaco, produtos quimicos, radiagdo e organismos

infecciosos, por exemplo HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana), e internos: mutacdes



20

herdadas, condi¢des imunes, hormonios, entre outros (BAYLIN; JONES, 2016; PATTERSON
etal., 2018).

De forma genética, classifica-se o padrdo de apresentacdo dos casos de cancer em
trés grupos: (1) Cancer esporadico: corresponde a 70% dos casos de canceres e apresenta-se
como casos isolados em uma familia, geralmente ocorrendo em idade mais avancada. A
principal causa sdo fatores ambientais e endogenos (ALONSO; DOW, 2021). (2) Cancer
familiar (ou agregacdo familial de céncer): corresponde a 20% dos casos de canceres,
apresentando maior frequéncia de casos numa mesma familia, porém sem padrdo de heranca
mendeliano. (3) Cancer hereditario: responde por cerca de 5% a 10% dos casos de cancer cuja
causa principal é a mutacdo germinativa (presente em todas as células do corpo) em um gene
de alta penetrancia (PATTERSON et al., 2018).

2.2.1 Protooncogenes e oncogenes

O genoma humano carrega mais de 22.000 genes, segundo o resultado do projeto
genoma humano (2002), e vérios outros genes sdo identificados pelo desenvolvimento tecno-
cientifico devido aos grandes estudos em torno o mundo. Assim, cada gene leva uma
informacdo e pode dar inicio a uma determinada funcdo (ROBERTS 2001).

Os genes em sua maioria diferem entre as funcGes, modo de expressao,
sequenciamento genético, entre outros (COSTA SOUZA; RIBEIRO, 2015). Com isso, um gene
que inicia um processo de multiplicacdo celular, ndo tem a capacidade de interrompé-lo
(WHITE; MEHNERT; CHAN, 2015). Entdo deve existir, no individuo sem uma célula
cancerigena, uma determinada harmonia, para que haja um equilibrio entre esses genes
(ROBERTS 2001; PATTERSON et al., 2018).

Os protooncogenes sdo genes responsaveis pelo aumento da proliferacédo celular,
mas quando sofrem uma determinada mutagdo (dominante) ou translocagfes codificam
proteinas superexpressados, que sdo chamados de oncogenes, que pode, em muitos cenarios,
acelerar ainda mais o processo de multiplicacéo celular, por meio de uma produgdo anormal ou
excesso de um fator de crescimento celular desordenado (BROWN, 2021).

Logo, o controle do ciclo celular, pode ser direcionado por alguns fatores de
transcricdo, em especial os que sdo codificados por oncogenes ou por genes supressores de
tumor (ARTEAGA, 2013). Os oncogenes MYC, MYB, FOS e JUN, sdo genes que
desempenham um papel de suma importancia no crescimento celular (HARTL; BISTER, 2021,
FRY; INOUE, 2019; JIANG et al., 2020).
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A ativacdo inadequada do gene MYC, que contribui para o desenvolvimento das
neoplasias humanas, pode ocorrer por diferentes mecanismos, dentre eles, as translocacdes
cromossdmicas, amplificacdo génica e os estimulos da transcricdo génica (HARTL; BISTER,
2021).

2.3 Cancer de mama

O Cancer de Mama (CM) ¢ considerado uma doenga heterogénea com relacdo a
clinica e & morfologia. E um tipo de cancer considerado multifatorial, envolvendo fatores
bioldgico, enddcrinos, vida reprodutiva, comportamento e estilo de vida (AKA et al., 2021).
Além disso, envolve o envelhecimento, fatores relacionados a vida reprodutiva da mulher,
historia familiar, alta densidade do tecido mamario (razdo entre o tecido glandular e o tecido
adiposo da mama), sendo esses conhecidos fatores de risco para o desenvolvimento do cancer
de mama (BOSKAILO et al., 2021).

No mais, consumo de alcool, excesso de peso, sedentarismo e exposicdo a radiacao
ionizante também sdo considerados agentes potenciais para o desenvolvimento desse cancer. A
idade continua sendo um dos mais importantes fatores de risco, visto que as taxas de incidéncia
aumentam rapidamente até os 50 anos (KLECKNER et al., 2021; FREUDENHEIM, 2020).

Apds essa idade, 0 aumento ocorre de forma mais lenta, o que reforca a participacao
dos hormdnios femininos na etiologia da doenca (SUBRAMANI et al., 2017). Entretanto, o
CM observado em mulheres jovens apresenta caracteristicas clinicas e epidemiologicas bem
diferentes das observadas em mulheres mais velhas (ROSSI; MAZZARA; PAGANI, 2019).
Geralmente sdo mais agressivos, apresentam uma alta taxa de presenca da mutacdo dos genes
BRCAL e BRCA2, além de super expressarem o gene do fator de crescimento epidérmico
humano receptor 2 (HER2) (YADAV et al., 2021).

No que se refere a idade das pacientes, a incidéncia dessa doenga tende a crescer

progressivamente a partir dos 40 anos, assim como a mortalidade (INCA, 2019) (Figura 2).
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Figura 2 - Taxas de mortalidade por cancer de mama feminino, especifico por faixas etarias,
por 100.000 mulheres. Brasil, 1980 a 2020.
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Fonte: Atlas de mortalidade por Cancer de Mama (2022).

2.3.1 Patogénese do Cancer de mama

Segundo SUN et al. (2017), mutacGes e oncogéneses em células mamarias podem
se transformar em células de CM, gerando um tumor de pobre progndstico (Figura 3). Mutacdes
que ocorrem em células progenitoras diferenciadas podem formar um CM de bom prognostico
e ndo metastatico (BUTTI et al., 2019)

No entanto, nos tumores de pobre prognostico e metastaticos, sob a influéncia de
células estromais, a populacdo de células cancerigenas possuem a habilidade de metastatizar
(MALLER etal., 2021). Parece que as células de cancer diferem entre si de acordo com o tecido
para o qual, seletivamente, dardo origem a uma metastase (SUN et al., 2017; MALLER et al.,
2021). No local da metastase, as células de cancer podem induzir uma resposta estromal similar
aquela do sitio primario do tumor mamario (LI et al., 2021).
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Figura 3 — Modelo esquematico de metastase de cancer de mama
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Fonte: Weigelt; Petersen; van’t Veer (2005)
2.3.2 Fatores Hereditarios

Assim como qualquer outro tumor maligno, o CM, ndo tem uma causa Unica, mas
podem estar relacionados a fatores genéticos, essas alteracfes ocorrem a partir de modificagdes
nos genes, que irdo atuar na proliferacédo celular, provocadas em circunstancias e exposicéo de
fatores bioldgicos, quimicos e fisicos (GARCIA- MARTINEZ et al., 2021; AKA et al., 2021;
PATTERSON et al., 2018). No entanto, algumas dessas modificagdes nos genes, podem estar
relacionadas a fatores hereditéarios de predisposicao (Figura 4).

Desse modo, os fatores genéticos/hereditarios estdo relacionados em determinados
genes (WANG et al., 2018). Dentre as mutacOes principais associadas ao CM destacam-se 0s
genes BRCA1 e BRCA2, que apresentam um risco de alta penetréncia na populacéo (YADAV
etal., 2021).
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Tabela 1: Mutacgdes de alta, média e baixa penetrancia associadas ao cancer de mama.

Penetrancia Genes
Alta BRCA1, BRCA2, TP53, STK11, PTEN,
CDH1
Moderada ATM, CHEK?2, BRIP1, PALB2 FGFR2,
MAP3K1, LSP1, COX11
Baixa TNP1/IGFBP5/IGFBP2, TOX3,

FAMS84B/c-MYC, NEK10/SLC4A7,
RADSILI1, NS1, CASPS (D302H),
NOTCH2/FCGR1B, MRPS30/FGFR10,
ESRI

Fonte: Modificado de MAVADDAT et al., 2010; BREAST CANCER
ASSOCIATION CONSORTIUM, 2021.

Como citado anteriormente, as células sofrem uma mutagdo, e replicam essa
mutacdo, que pode ser tanto genética como associada as alteracdes epigenéticas, tornando uma
celula normal com um potencial maligno alto (metastaticas), alterando o ciclo e parada celular,
reparo, e proliferacao celular desordenada (SUN et al., 2017; MALLER et al., 2021).

A metilacdo de ilhas CqG que se encontra nas regides promotoras de genes
supressores de tumor, pode sofrer determinadas alteracdes, que alteram a expressdo de genes
associados ao processo de carcinogénese, fazendo com que haja um silenciamento

transcricional e a progressdo do cancer (POULIOT et al., 2015).

2.3.3 Fatores Hormonais

Alguns fatores enddcrinos/historia reprodutiva estdo associados na maioria dos
casos de CM ao estimulo do estrogénico, seja enddgeno ou exdgeno, com aumento do risco
quanto maior for a exposicdo (TRABERT et al., 2020; GARCIA-MARTINEZ et al., 2021). Os
fatores enddcrinos incluem: histdria de menarca precoce (idade da primeira menstruagdo menor
que 12 anos), menopausa tardia (ap6s os 55 anos), primeira gravidez apds os 30 anos,
nuliparidade, uso de contraceptivos orais (estrogénio- progesterona) e terapia de reposicao
hormonal pds-menopausa (estrogénio-progesterona) (IARC, 2021).

Os hormonios esteroides sexuais ovarianos (estrégeno e progesterona) possuem
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uma relacdo direta no aumento de risco para o surgimento de CM, por serem hormonios que
estdo envolvidos no desenvolvimento da mama durante o periodo da puberdade, principalmente
por meio de mecanismos paracrinos (TRABERT et al., 2020).

Esses mecanismos paracrinos se dao ao fato que a progesterona estimula o epitélio
mamario, sendo um fator de risco, pois promove a progressdo pré-neoplasica por meio da
estimulacdo de proliferacéo ciclica de pools de células-tronco mamarias ou células iniciadoras
de tumor oculto no epitélio mamario adulto (TRABERT et al., 2020). Sabe-se, ainda, de fato
que, alguns progestagénicos sintéticos exogenos administrados com estrogeno, usado na terapia
hormonal da menopausa ou como contracep¢do aumenta o risco de CM, e consequentemente
houve um declinio no uso desses agentes para aliviar os sintomas da p0s-menopausa
(CHAGAY; MKRTUMYAN; 2019).

Outros horménios, como niveis elevados de androgenos circulantes estéo
correlacionados ao aumento do risco de CM, mas 0 mecanismo subjacente nédo é claro. Sugere-
se gque os andrégenos podem aumentar o risco por meio da aromatizacdo aos estrogénios, ou
diminuir o risco exercendo efeitos antiestrogénicos e antiproliferativos via sinalizacdo do
Receptor de Andrégeno (AR) (TRABERT et al., 2020; NARAYANAN; COSS; DALTON,
2015).

A prolactina é outro horménio que interage com a progesterona e seus receptores
para influenciar a proliferacdo de células epiteliais ductais e luminais. A prolactina pode agir
influenciando a hierarquia das células epiteliais via feedback RANKL por meio de células
tronco mamarias e progenitores luminais (LI et al., 2021).

Na mama, o estrogénio pode agir por varios mecanismos: aqui serdo discutidos a
principal forma do estrogeno, o 17p-estradiol (E2), que € utilizado como um substrato para as
enzimas de fase | citocromo P50 (CYP) 1Al e 1B1, e como um ligante para o receptor de
estrogénio (RE). Em seu duplo papel de substrato e ligante, E2 tem sido implicado no
desenvolvimento do CM pela forma como simultaneamente causa danos ao DNA através de
seus produtos de oxidacdo, os estrégenos catecol 2-OH e 4-OH, e pela forma como estimula
celulas de proliferacdo e expressdo génica via RE. Assim, E2 e seus metabdlitos oxidativos séo
carcindgenos unicos que afetam tanto a iniciagdo quanto a promoc¢do do tumor, nos dois
primeiros estagios da carcinogénese (TRABERT et al., 2020; SAMAVAT; KURZER, 2015).

2.3.4 Fatores de Transcricao
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Os oncogenes codificam fatores de transcricdo, logo essa expresséo desregulada ou
ativada, bem como mutada e translocada, sdo importantes na tumorigénese. A maioria dessas
vias de sinalizacdo oncogénicas permite que haja conjuntos de fatores de transcricdo que
controlam o padrdo de expressdo génica da célula, resultando em desenvolvimento tumoral,
progressao e metastase (ZACKSENHAUS et al., 2017).

No crescimento embrionario, € percebido um processo de migracéo e diferenciacao
celular, chamado de Transicdo Epitélio-Mesenquimal (EMT) tipo I, cuja sua principal funcao é
o controle da morfologia celular e arquitetura durante a reorganizacdo dos folhetos
embrionarios e migracdo das células da crista neural (HU et al., 2019). Desse modo, acontecem
alteracdes que ocorrem na morfologia, capacidade de migracao e adeséo das células epiteliais
para um fendtipo mesenquimal (HU et al., 2019; BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011).

Algumas moléculas estdo envolvidas nesse processo, sdo elas: E-caderina,
Claudinas e Ocludinas, que sdo moléculas de adesdo, e N-caderina, Vimentina e Fibronectina,
que sdo marcadores de fendtipo mesenquimal. Além disso, ocorre ainda, a secrecdo de
metaloproteinases (MMPs). Todas essas mudancas séo reguladas e controladas por alguns
fatores de transcri¢do, como, Slug (Snail2), Snail (Snaill), Twistl e Sipl (Zeb2) (KALLURI e
WEINBERG 2009).

Pacientes com carcinomas metastaticos tem altos niveis de expressédo dos fatores
indutores da EMT, como, por exemplo Slug, Snail, Twistl e Sipl, e consequentemente um pior
prognostico. Isso porque, a EMT é direcionada como o melhor mecanismo que explica essas
mutacdes fenotipicas que acontecem durante o processo metastatico (KALLURI e WEINBERG
2009).

Nas neoplasias mamarias, os fatores indutores da EMT envolvem principalmente
as regides E-boxes presentes no promotor do gene CDH1, que faz a codificacdo para E-
caderina, assim, impedindo o0 acesso da maquinaria de transcri¢do a essa regido, 0 que acarreta
uma menor expressdo génica da E-caderina, principal componente das jungdes aderentes. Com
IS0, as jungdes celulares tornam-se fracas, fazendo com que haja um aumento na possibilidade
de a célula migrar de seu sitio de origem e invadir outros 6rgdos e tecidos (Figura 4) (KALLURI
e WEINBERG 2009).



27

Figura 4 - Processos EMT e MET na metastatizagdo dos tumores.
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2.4 Tratamento para o cancer de mama

O tratamento para as neoplasias mamarias vai depender do estadiamento da doenca
e das condigdes do paciente, e pode ser classificado em: local, sisttmico, adjuvante e
neoadjuvante. A terapia local, que compde a avaliagdo do acometimento axilar, cirurgia e
radioterapia, visa a recuperacdo do paciente por meio de procedimentos na regido afetada,
fazendo com que tenham pouco impactos nas outras regides do corpo humano (ROSSI;
MAZZARA; PAGANI, 2019).

O tratamento sisttmico é conduzido por meio de medicamentos, que sdo
administrados por via oral ou endovenosa, que visa afetar células cancerigenas em qualquer
parte do corpo (que pode ja estar com metastase). A Quimioterapia (QT), terapia hormonal,

terapia alvo e imunoterapia, fazem parte do tratamento sistémico (SHRESTHA et al., 2020)

2.4.1 Cirurgia

O tratamento de CM nos estagios iniciais pode oferecer diversas opg¢des diferentes,
como, por exemplo cirurgia, radioterapia, QT e hormonioterapia. A cirurgia é considerada o
principal tratamento seguido por diferentes terapias (KAUFMAN, 2019). A cirurgia é a
resseccdo cirurgica do tumor e utiliza a mastectomia ou mastectomia parcial (uma opc¢éo
cirurgica que tenta preservar o tecido saudavel que o cerca) (KAUFMAN, 2019).

Os tratamentos cirtrgicos, no entanto, vao depender de algumas caracteristicas,
como o estadiamento clinico e do tipo histolégico do tumor, podendo ser conservador com a
resseccao de um segmento da mama, com retirada dos ganglios axilares ou linfonodo sentinela;

e ainda ndo conservadora, por meio dos diferentes tipos de mastectomia, que pode ser: simples,
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radical, radical modificada, com reconstrucdo imediata, e poupadora de pele (HOUSSAMI,
TURNER; MORROW, 2017).

2.4.2. Radioterapia

A radioterapia consiste em utilizar raios X de alta energia, que sdo administrados
geralmente ap0s a cirurgia, para atacar e destruir as células cancerigenas que ainda circundam
o tecido. A radioterapia, ainda pode ser dividida em: externa e interna (BRADLEY, Julie A,;
MENDENHALL, 2018). A primeira utiliza um mecanismo que mantém uma distancia do
paciente, ou seja, o equipamento fica fora do corpo enviando radiagéo até o cancer, ja a segunda
opcao do tratamento pela radioterapia, podem ser usados agulhas ou cateteres para colocar uma
substancia radioativa diretamente em exposi¢do no local do cancer (TAKATA et al., 2020;
ELDESOKY et al., 2016).

Logo, radioterapia interna (braquiterapia) tenta irradiar o local do tumor, ja a
externa, pode abranger toda a mama (GARCIA; ALONSO, 2017; PISCONTE, 2017; COSTA,
2018).

2.4.3 Quimioterapia

O tratamento quimioterapico no CM é amplamente utilizado para a reducdo de
recidivas, o principal objetivo é a sobrevida e qualidade de vida das mulheres com cancer de
mama. Ainda pode ser classificado e dividido em adjuvante, neoadjuvante e paliativo (FISUSI;
AKALA, 2019).

A QT adjuvante é administrada apés a cirurgia para eliminar micro metéastases, €
recomendada para casos iniciais e ainda ajuda a reduzir a recorréncia e a mortalidade do CM
ndo-metastatico (CMNM) (PONDE; ZARDAVAS; PICCART, 2019; SHIEN; IWATA, 2020).

O principal beneficio ocorre em pacientes pre-menopausicas, que apresentam axila
positiva e receptores hormonais negativos, podendo gerar um aumento de 11 a 12% da
sobrevida global em dez anos nesses pacientes. Ja em pacientes pos-menopausicas com axila
negativa e receptores hormonais positivos, essa taxa cai para 2 a 3%. Os esquemas
quimioterapicos que mais sdo utilizados no tratamento do CMNM s&o: taxanos, antraciclinas,
esquemas sem antraciclinas e QT dose-densa (FISUSI; AKALA, 2019).
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2.5 Quimioterapia neoadjuvante para o cancer de mama

A abordagem neoadjuvante para CM, depende de alguns fatores, como
estadiamento do tumor, progndstico do paciente, historia clinica, entre outros. O CM ¢é
subdivido em tumores iniciais (estadios IA, IB, 1A e 1IB), localmente avangados (estadios I11A,
I1IB e HIC) e metastaticos (estadio 1V). E partir dessa divisdo, € possivel ter uma aplicacdo
terapéutica mais efetiva, como, por exemplo, em tumores iniciais, com um prognaéstico melhor,
a mastectomia (cirurgia) seguido de QT, € mais indicada (WANG et al., 2021).

Logo, a Quimioterapia Neoadjuvante (QTNA), é mais indicada em pacientes que
apresentam estagios localmente avancados, e em pacientes que ndo sdo candidatas a cirurgia
conservadora (SHIEN; IWATA, 2020).

O principal objetivo QTNA é tentar ser efetiva na diminui¢do/reducéo do volume
tumoral antes da cirurgia, para que possa possibilitar a retirada do tumor em um procedimento
menos extenso (DA COSTA; CHAGAS, 2013). As principais indicacfes da QTNA estdo
listadas no Quadro 1. No entanto, sabe-se que na sobrevida global do paciente com CM nao ha
uma melhor taxa significativa utilizando a QTNA (WANG et al., 2021).

Quadro 1. Indicagdes de quimioterapia neoadjuvante no cancer de mama operavel

QTNA ja pode ser considerada uma opcao padrao de tratamento

para o cancer de mama operavel na prética clinica

'Tumores operaveis relativamente grandes (T3)

Pacientes que desejam cirurgia conservadora e a relagédo

tamanho do tumor/tamanho da mama é desfavoravel

Pacientes com axila clinicamente comprometida, que podem se

beneficiar de “downstaging” axilar

Pacientes com tumores com caracteristicas bioldgicas que
favorecam a indicagdo de quimioterapia (ex.: triplo negativo,
HER2+, luminal B)

Pacientes tratadas em centros de pesquisa (oportunidade para

testar novas drogas e alvos terapéuticos

Fonte: Modificado de DA COSTA; CHAGAS, 2013.
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Concomitantemente, outro objetivo interessante sobre a QTNA, é poder diminuir o
comprometimento axilar “downstaging” aumentando a possibilidade de cirurgia conservadora.
A taxa de resposta objetiva com QTNA gira em torno de 80%) com Resposta Completa
Patoldgica (pRC) variando entre 4 e 31%, que pode variar de acordo com as caracteristicas dos
individuos e o préprio esquema terapéutico (HEIL et al., 2020).

Em tumores com <4cm a possibilidade de conservacdo da mama, pode chegar em
até 90%, mas para isso, € preciso ser criterioso na escolha dos pacientes, e com uma equipe
multidisciplinar, o procedimento se torna seguro e QTNA nao aumenta o risco de recidiva local.
Em pacientes com tumores mais agressivos, no caso 0 HER-2 positivo ou triplo negativo, a
obtencdo de pRC melhorar a sobrevida das pacientes (DA COSTA; CHAGAS, 2013).

Somando a isso, 0s estudos com os tratamentos neoadjuvante permitem o
aprimoramento e desenvolvimento de fatores preditivos de resposta com um planejamento do
tratamento mais efetivo, oferecendo entdo um tratamento mais personalizado (HEIL et al.,
2020).

Os principais farmacos utilizados na neoadjuvancia sdo antraciclicos e taxanes,
utilizados sequencialmente, devendo os antraciclicos serem restritos apenas em pacientes com
contraindicacdo, como no caso de cardiopatas (DA COSTA; CHAGAS, 2013). A introducéo
dos demais quimioterdpicos, como Vinorelbine, Capecitabina ou Gencitabina mostram
resultados heterogéneos na neoadjuvancia (DA COSTA; CHAGAS, 2013).

2.6 Fator de Crescimento semelhante a Insulina-1 (IGF-1) e sua relacdo com o

desenvolvimento e metastase do cancer

O sistema IGF inclui os ligantes IGF-1 e IGF-II, os receptores do tipo 1 e tipo 2 de
IGF (IGF-IR e IGF-1IR, respectivamente), receptor tirosina quinase, as proteinas ligadoras de
IGF (IGFBP1 a 6) e as proteinas intracelulares sinalizadoras associadas ao IGF-IR, que incluem
os membros da familia do IRS (Substrato receptor de insulina), AKT (proteina quinase B), TOR
(alvo da rapamicina) e a S6K (proteina S6 quinase) (YERUSHAMI et al., 2012; JONES et al.,
2003) (Figura 3). A IGF-I apresenta concentragdes sistematicamente aumentadas, em paralelo
com o crescimento pds-natal e puberal, declinando ap6s a interrupcdo do crescimento e
voltando a aumentar na velhice.

A IGF-Il estd expressa em altas concentracbes em embrides, mas, apds o
nascimento, continua a ser expressa e secretada pelo figado, estando presente durante toda a
vida (ZHANG et al., 2005).
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As IGFs sdo transportadas para as células-alvo em complexo com as IGFBPs,
diferentemente da insulina, o que prolonga sua meia-vida e modula sua interacdo com a
superficie de membrana dos receptores. A IGFBP3, entre as IGFBPs, é a forma circulante mais
abundante, responsavel pela maior parte da capacidade de ligacdo as IGFs, em especial a IGF-
| (HAMELERS et al., 2003). A atividade biolégica do IGF-1 e IGF-2 depende da ligagcdo com
as proteinas ligadoras de IGF (IGF-BPs), principalmente IGFBP3.

Ambos os IGFs ligam o IGF-1R e ativam a proteina quinase por Ras/mitogen
ativada (MAPK) e a quinase fosfatidylinositol-3 (P13K)/via AKT, atraves do qual a proliferacédo
celular é estimulada e a apoptose € inibida, respectivamente (ZHU et al., 2011).

Além disso, o IGF-1R e o receptor de estrogénio (ER) tem se mostrado trabalhar
sinergicamente, pelo qual ER ativado liga as regiGes promotoras do IGF1R para promover a
transcricdo e o IGF-1 e capaz de ativar o ER ndo ligado (MAOR et al., 2006). No cancer de
mama, a expressdo positiva de IGF-1R é correlacionada com a presenca do ER (FOEKENS et
al., 1989). Aproximadamente 40 a 60% de tumores ER-positivos expressam IGF-1R, enquanto
a expressdo em tumores ER-negativos é de apenas 10 a 20% (YERUSHALMI et al., 2012).

Figura 5 — Representacdo simplificada dos componentes intracelulares do sistema IGF e suas

acoes.
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Em geral, IGF-1R se correlaciona com bons marcadores de prognéstico, como
positividade de ER, idade avancada, grau inferior e negatividade para HER2. Contudo, sua
expressao tem efeitos diferenciais nos diferentes subtipos de CM. Por exemplo, a expresséo de
IGF 1R mostrou ser positivamente correlacionada com a melhor sobrevivéncia especifica do
CM entre pacientes com tumores ER positivos, enquanto sua expressao foi associada a um
prognostico inferior em pacientes com superexpressdo de HER2 ou tumores triplo-negativos
(PAPA et al., 1993).

Além disso, a expressao de IGF-1R pode mudar durante o tratamento do cancer de
mama. Estudos pré-clinicos mostraram que a expressdo de IGF-1R pode ser regulada
positivamente por estrogénio e regulada negativamente por tamoxifeno (FAGAN et al, 2012).
O IGF-1R também pode desempenhar um papel na resisténcia a varios tipos de tratamento. Por
exemplo, a hiperativagdo de IGF-1R mostrou estar envolvida na resisténcia a cisplatina de
células de cancer de ovario, enquanto em células de cancer de mama e colorretal, IGF-1R foi
associado a resisténcia a 5-fluorouracil (5- FU) (ECKSTEIN et al., 2019). Ademais, a
conversao cruzada entre HER2 e IGF-1R pela formacdo de heterodimeros podem contribuir

para a resisténcia ao trastuzumabe (NAHTA et al. 2005).

2.7 Polimorfismo  de Nucleotideo Unico (SINGLE-NUCLEOTIDE
POLYMORPHISM-SNP)

O polimorfismo genético € entendido como uma alteracdo no gene, e deve estar
presente em pelo menos 1% da populagdo. Os Polimorfismos de Nucleotideos Unicos (SNPs)
sdo pontos especificos alterados por um unico par de bases nitrogenadas, sendo uma variacao
genética muito comum no genoma humano (CAMPOS-VERDES et al., 2018).

Na maioria das vezes que ocorrem uma mudanc¢a por um SNPs, sdo em partes e
regides do DNA que ndo afetam a funcdo de um gene especifico. Mas, quando se localizam em
regides criticas que sdo de extrema importancia para o funcionamento da célula, podendo alterar
o ciclo celular, a sinalizacdo celular, incompatibilidade de DNA, niveis de proteinas
oncogeénicas e supressoras de tumor, e consequentemente passar a replicar um gene defeituoso
gue aumente a susceptibilidade ao cancer (ELLEGREN; GALTIER, 2016).

Desse modo, o estudo dos SNPs em determinadas populagdes, pode ser eficaz em
saber e prever a suscetibilidade genética para o aparecimento de doengas poligénicas, como as
Doengas Cronicas ndo Transmissiveis) (ELLEGREN; GALTIER, 2016). Logo, do ponto de

vista clinico os SNPs podem ser usados como potenciais biomarcadores de diagndsticos e
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terapéuticos em Varios tipos de cancer (ELLEGREN; GALTIER, 2016).
Vale ressaltar que os testes de Pontuacdo de Risco Poligénico (PRS), com paineis
de SNPs de risco, tém se tornando uma ferramenta que pode auxiliar na deteccéo e prevengéo

precoce no processo de cancer (CURA et al., 2021).

2.7.1 Polimorfismos genéticos na patogénese do cancer

Os avancos na biologia celular e molecular do cancer permitiram o diagnostico
precoce e o tratamento mais abrangente e especifico do CM. No entanto, continua a ser a causa
mais comum de morte por cancer em mulheres em todo o mundo devido a sua forte
agressividade e metastase. O estudo aprofundado da patogénese molecular do CM e de
biomarcadores progndsticos relevantes melhoraria a qualidade de vida e o progndstico dos
pacientes (CURA et al., 2021).

Desse modo, varios polimorfismos estdo associados um risco aumentado para o
CM, e se torna importante avaliar esses SNPs para um rastreio mais preciso na populacgéo, a fim
de identificar casos precocemente e implantar o melhor tratamento clinico.

O gene PTEN (Phosphatase with Tensin Homology Deleted in Chromosome),
localizado no cromossomo 10, na posigdo 23 (10g23), age como um defensor da integridade
genémica. Por ser um gene supressor tumoral, PTEN desempenha um papel importante na
manutencdo da estabilidade cromossémica. Concomitantemente, o gene PTEN esté ausente na
maioria dos pacientes com CM, especialmente CM triplo- negativo. A perda de PTEN, e ou 0s
polimorfismos associados a esse gene, junto com a fosforilagdo ativam AKT, e a ativagéo regula
a via PI3K/AKT, que afeta a progressao do CM e o prognostico do paciente (RICH et al., 2015;
APOSTOLOU; FOSTIRA, 2013).

O SNP rs3803662 do gene TOX3 (High Mobility Group box Family Member)
localizado no cromossomo 16, na posicao 12.1 (16q12.1) desempenha um papel importante na
ocorréncia e desenvolvimento do CM. O gene TOX3 esta envolvido no processo de transcrigéo,
e esta mais presente em tumores luminais, e age como regulador. A associacdo do TOX3 e 0
CM fornece um pior progndstico e aumentou o risco recorrente em desenvolver cancer de mama
em quase 3 vezes mais (HE et al., 2019).

O polimorfismo rs2242652 do gene hTERT (Transcriptase Reversa da Telomerase)
localizado no cromossomo 5, na posi¢do15.33 (5915,33) esta associado com risco global de
CM, isso porque, as variantes génicas desse gene podem diminuir o comprimento dos telémeros

das células, que modifica o tempo de vida natural da célula, e desregula os mecanismos de
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parada e reparo do ciclo celular. Além disso, os pacientes com esse polimorfismo apresentam
um pior prognostico de tumores triplo negativos (RASOULI; ZARGHAMI, 2018).

2.7.2 Expressao do polimorfismo do gene IGF1R (rs2016347) e sua relacdo com o cancer de

mama

De Groot et al. (2016) buscaram identificar variantes genéticas que influenciassem
na expressao de IGF-1 em pacientes com CM e identificou o alelo T variante de 3129G>T no
IGF-1 (rs2016347), associando-o a uma melhor resposta patoldgica na analise multivariada (P
=0,032). A expressao ausente ou diminuida de IGF- 1R ap6s QTNA foi associada a uma melhor
resposta patoldgica.

Alguns estudos ainda associam o alelo T do SNP rs2016347, com outras patologias,
como, por exemplo, os estudos de corte de Powell e colaboradores (2020), identificou que o
alelo T dessa mesma variante diminuiu de forma significativa o risco de CM em mulheres com
historico de pré-eclampsia com idade até 30 anos. O mecanismo pelo qual ocorre a interacao
desse gendtipo e a protecdo ao CM, se da ao fato que esse alelo pode causar algumas interacdes,
tanto em fatores de crescimento, como reduzir niveis de estrégeno, entre outros mecanismos
envolvendo os microRNAs de IGF-1R (POWELL et al., 2017).

Além disso, outros estudos epidemiologicos mostraram uma relacdo entre altos
niveis circulantes de IGF-1, densidade maméria e risco de CM. Niveis aumentados de IGF-1
estdo associados a uma elevada mortalidade e a resisténcia inerente a tratamentos antitumorais
em estudos pre-clinicos (DE GROOT et al., 2016, KURODA et al., 2015; SARKISSYAN et
al., 2014). Portanto, o conhecimento da expressdo do IGF-1 torna-se uma estratégia interessante

para uma melhor compreenséo do comportamento da doenca e da resposta terapéutica.
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3 JUSTIFICATIVA

O Cancer de Mama (CM) possui grande impacto na morbidade e mortalidade de
mulheres em todo o mundo, tornando-se importante o conhecimento do comportamento da
doenca e de sua resposta terapéutica. Existem diveros subtipos moleculares do CM, cada um
possue uma caracteristica que difere na terapéutica a ser adodata, por exemplo, o submitpo
molecular Tripo Negativo ndo respondem de forma efetiva a determinados tratamentos,
podendo acarretar um pior prognostico e qualidade de vida nesses pacientes. Nesse sentido, a
identificacdo de biomarcadores que possam influenciar a abordagem medicamentosa pode ser
uma ferramenta Gtil para o seguimento clinico dessas pacientes.

Uma vez estabelecida a influéncia do IGF-1R no tratamento quimioterapico do
cancer de mama, poderemos selecionar pacientes que possam se beneficiar com o auxilio de
drogas capazes de inibir a sua via de expressao, impactando diretamente na possivel eficacia do
tratamento (De Groot et al., 2016).

Dessa maneira, a presente proposta tem importante impacto cientifico e social, uma
vez que a busca do conhecimento de biomarcadores que possam influenciar na resposta
terapéutica tem se mostrado uma estratégia promissora para o tratamento do CM, podendo
impactar diretamente na morbidade e mortalidade dessa enfermidade e avangando no
diagnostico e regimes terapéuticos da doenca.

Assim, caso seja encontrada uma associacdo significativa de algum genétipo
especifico deste polimorfismo com resposta a Quimioterapia Neoadjuvante (QTNA) em
mulheres com CM, este poderia ser considerado um novo marcador oncogénico que modificaria

a conduta médica, frente as mulheres portadoras dessa neoplasia.
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4 HIPOTESES

O polimorfismo no receptor do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF1R)
e a regulacdo da sua expressdo pode influenciar a resposta a quimioterapia (QT) em mulheres
com céancer de mama(CM).

O polimorfismo do gene IGF-1R (rs2016347) pode estar relacionado com o CM e
sua identificacdo prévia pode ser Gtil como medida de prevencdo priméaria dessa doenca.

Existe uma associacgdo significativa do polimorfismo do gene IGF-1R, notadamente
0 alelo rs2016347, em mulheres com CM e esse fator pode ser considerado como um
biomarcador genético na patogénese deste tipo de céancer, possibilitando a identificacdo da

suscetibilidade & doenga e uma deteccdo precoce as manifestagdes clinicas
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

e Avaliar a associacdo entre o polimorfismo (rs2016347) do receptor 1 do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1R) com a resposta a quimioterapia
neoadjuvante em mulheres com céancer de mama (CM) acompanhadas no servigo de

mastologia da Santa Casa de Sobral — Ceara
5.2 Objetivos especificos
e Verificar a distribuicdo genotipica desse polimorfismo genético (IGF1R - rs2016347)
em mulheres brasileiras com CM acompanhadas no servi¢o de mastologia da Santa Casa

de Sobral — Ceara

e Auvaliar a correlacdo desse polimorfismo genético com os achados patologicos e

imunohistoquimicos nas pacientes com CM.

e Correlacionar o perfil epidemiolégico aos gendtipos do SNP rs2016347 na

quimioterapia neoadjuvante
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional e prospectivo de mulheres com diagndstico
histopatoldgico de Céancer de Mama (CM), estadio clinico 11 ou Ill, sem tratamento prévio,
submetidas a Quimioterapia Neoadjuvante (QTNA) acompanhadas no servi¢o de mastologia

da Santa Casa de Sobral — Ceara.

6.2 Local de estudo

O estudo foi realizado com pacientes em tratamento atendidas no servi¢o de
mastologia da Santa Casa de Misericérdia de Sobral — CE. Apoés a coleta, as amostras foram
armazenadas no Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia da Reproducdo (LABIREP) e
Laboratério de Biologia Molecular que compde a rede NUBIS (Ndcleo de Biotecnologia de
Sobral — Universidade Federal do Ceara — Campus Sobral). O ensaio laboratorial foi realizado
no laboratoério de biologia molecular e do desenvolvimento localizado no nucleo de biologia
experimental (NUBEX) da Unifor.

6.3 Populacéo e amostra

Foram colhidas amostras de escovado de mucosa bucal com escova do tipo
cytobrush® de 40 mulheres com diagndstico de CM, estadio clinico Il ou Il submetidas a
QTNA.

O tamanho da amostra foi definido com base em resultados preexistentes que
encontraram associacdo significativa de polimorfismos especificos do gene IGF1R com
resposta a QTNA (De Groot et al., 2016).

O diagnostico de carcinoma de mama foi realizado inicialmente através de exame
clinico e radiolégico (mamografia e/ou ultrassonografia), sendo posteriormente confirmado
pelo estudo histopatolégico da peca cirdrgica. O estadiamento utilizado foi o (TNM) da
American Joint Committee on Cancer que utiliza trés critérios para avaliar o estagio do cancer:
0 préprio tumor, os linfonodos regionais, e se ocorreu disseminacdo do tumor para outros
orgdos. TNM ¢é abreviatura de tumor (T), linfonodo (N) e metastase (M). Para cada

classificacdo, existem subcategorias representadas por nimeros. Para o T temos subcategorias
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dela4; N, 0a3eM,O0al Estas combinacBes possibilitam a classificacdo do estagio do
tumor.

Figura 6 — Novo estadiamento do cancer de mama TNM 82 Edic&o.
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Fonte: Adaptado Manual de Oncologia Clinica do Brasil, 2019.

A avaliacgdo final da resposta a quimioterapia (QT) foi realizada através da anélise

patoldgica da peca operatdria, apos o Ultimo ciclo de QT.

6.4 Critérios de inclusao e exclusao

6.4.1 Critério de inclusao

e Mulheres com confirmacéo histopatologica de CM, com estadio clinico Il ou I11.

6.4.2 Critérios de exclusao

e Mulheres que ndo concluiram o esquema completo de QT.

e Mulheres gravidas ao diagnostico ou no decorrer do tratamento.

e Homens com CM.

e CM metastatico.



40

e CM bhilateral .

6.5 Coleta de dados

Para obtencdo do DNA gendmico e avaliagdo do polimorfismo rs2016347 do gene
IGF-1R, foram colhidas amostras de raspado bucal utilizando escova cytobrush®, no periodo
de outubro/2022 a dezembro/2022, mediante assinatura de termo de consentimento pelas
pacientes envolvidas no estudo, apds liberacdo da Comissdo de Etica em Pesquisa da
Instituicdo. O termo de consentimento foi elaborado em duas vias ficando uma com a
participante da pesquisa e 0 outro com o pesquisador.

Para a coleta dos dados demogréaficos e clinicos foi utilizado um formulario
padronizado (ANEXO A), permitindo identificar parametros como: idade materna, estado civil,
profissdo, raga, antecedentes ginecoldgicos e obstétricos tais como menarca, menopausa, idade
do primeiro filho, nimero de gestacdes e historia familiar de (CM).

Foram avaliadas também as caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas e
imunohistoquimicas, além da terapéutica instituida previamente assim como a respostaa QTNA
das mulheres com CM e sua correlagcdo com o polimorfismo do gene IGF1R.

Foi utilizado formulario padronizado para a coleta dos dados referentes ao estudo
de todas as pacientes que, foram posteriormente transferidos para planilha eletrénica (Excel —
Microsoft Office 2007).

Foram avaliadas as caracteristicas clinicas e anatomopatologicas das mulheres com
CM através do exame fisico e analise de prontuério das mesmas e a correlagcdo com a resposta
a QTNA diante do polimorfismo IGF1R no receptor do fator de crescimento semelhante a

insulina.

6.6 Ensaio Laboratorial

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), seguindo protocolo do
fabricante. Em um tubo de 1,5 mL, misturou-se 50 uL de saliva com 50 pL de tampéo de lise.

As amostras foram aquecidas a 95 °C por 3 minutos em um bloco pré- aquecido. Em seguida,
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as amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 1 minuto e entdo foram adicionados 50
uL de solucdo tampao estabilizante. O material foi centrifugado por 1 minuto a 10.000 g a
temperatura ambiente e em seguida a concentracdo de DNA em cada amostra foi quantificada
utilizando-se o kit Quibit dsDNA Assays Broad Range (Promega). O DNA obtido e
quantificado foi genotipado utilizando a téecnica de PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR).

6.6.2 PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR)

O método de RT-qPCR foi usado para a determinagdo do polimorfismo do IGF1R
por meio de um equipamento que associa um termociclador a um leitor de fluorescéncia capaz
de medir a luz proveniente de uma reacdo de amplificacdo. A metodologia utilizou fluoréforos
do tipo TagMan®, que correspondem a sondas de hibridizagdo utilizadas para detectar
sequéncias especificas no DNA amplificado na gPCR.

Para as PCR de genotipagem foram utilizadas placas de 48pocos em um volume
total de 10 pL/pogo. Cada reagdo foi preparada contendo 5 pL TagMan GTXpress Mix (2x)
(Thermo Fisher), 0,25 pl TagMan SNP Genotyping Assay (40x) (Thermo Scientific), 2 puL
DNA gendmico a 1,5 ng/uL, e 2,75 pL H20 ultrapura. Os ciclos térmicos foram de 95 °C por
20 segundos para ativagdo da polimerase e 40 ciclos de: desnaturacéo a 95 °C por 3 segundos
e anelamento/extensdo a 60 °C por 90 segundos. O reagente TagMan GTXpress Mix é
composto por AmpliTag® Fast DNA Polymerase, UP, dNTPs, Tracking Dye e ROX™ dye.

Apds 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). ApoOs a preé-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 iria ser
analisada atraves do StepOne™ Software v. 2.3 para a discriminacdo alélica. A distribuicéo
genotipica envolveu 3 formas de variantes: heterozigoto (GT), representada na figura 6,
homozigota (GG), representada na figura 7 e homozigoto (TT), representada na figura 8. Cada
gendtipo foi avaliado sob modelos de hereditariedade genética (dominantes, recessivos e
codominantes).

A quantificacdo do produto amplificado foi realizada através de comparagdo com
uma curva padrdo que correlaciona a intensidade dos sinais de fluorescéncia gerados durante
ciclos de amplificacdo com as concentracfes conhecidas de uma sequéncia idéntica a que se

quer quantificar.
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Figura 7 - Padréo heterozigoto (GT)
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Figura 8 - Padrédo homozigoto (GG)
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Figura 9 - Padrédo homozigoto (TT)
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6.7 Analise estatistica

Os dados foram expressos em forma de média e desvio padrdo e, apés
categorizacdo, em forma de frequéncia absoluta e percentual e analisados por meio de Teste
Exato de Fisher. As analises foram realizadas utilizando o software SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) vs 29.0 adotando uma confianga de 95%. A significancia estatistica foi

estabelecida em P < 0,05.

6.8 Aspectos éticos

O cuidado ético fundamental do estudo foi manter em sigilo o nome das mulheres
envolvidas na pesquisa. Todas as informag6es colhidas foram utilizadas Unica e exclusivamente
para execucao do presente projeto. Para tanto, cada caso foi identificado no instrumento de
coleta de dados, apenas pelo nimero do prontuério, iniciais do nome e nimero do caso da
pesquisa. Foi pedido autorizacdo do fiel depositario (APENDICE C) para a pesquisa de

prontuarios médicos e exames laboratoriais que nele constam assim como foi assinado pelo
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pesquisador o termo de compromisso para a utilizagdo de dados (APENDICE D). Além disso,
0 estudo levou em consideracao e se adequou a Resolucdo 466/12, a qual trata das diretrizes
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos e seus fundamentos éticos e
cientificos.

Este projeto de pesquisa foi submetido a aprovacéo pelo Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) do Centro Universitario INTA (UNINTA). Todas as pacientes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B), sendo informadas dos riscos e beneficios do
estudo. O manejo do material bioldgico foi assistido pela resolucdo CNS N° 441, de 12 de maio
de 2011 e foi estritamente utilizado apenas para avaliacdo gendémica que concerne o objetivo

deste estudo.

6.9 Riscos e beneficios do estudo

Este estudo visa investigar a distribuicdo de SNPs em gene IGF1R em pacientes
com cancer de mama submetidas a quimioterapia neoadjuvante, avaliando a sua correlagcdo com
a resposta clinica. Apesar de ndo haver beneficio direto das pacientes que participardo do
estudo, caso encontremos uma associacdo significativa de algum genotipo especifico deste
polimorfismo com resposta a quimioterapia neoadjuvante em mulheres 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 sdo expressos na forma de desconforto, possibilidade de
constrangimento ao responder os instrumentos de coleta de dados, ou pelo simples medo de ndo
saber responder ou de ser identificado com quebra de anonimato e de divulgacdo de dados
confidenciais. Poderemos minimizar estes riscos garantido que o pesquisador seja habilitado 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
numeracgdo dos questionarios.

A pesquisa utilizou como instrumento para a obtencdo das informacdes a anélise
dos questionarios, desta forma, os possiveis riscos envolvidos sdo: invasao 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
questionério/entrevista.

No entanto, as seguintes medidas que podem ser adotadas frente aos riscos/danos:

- Seré garantido o acesso aos resultados individuais e coletivos.
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Serdo minimizados os desconfortos, garantindo a liberdade para ndo responder
questdes constrangedoras.

Seréa garantido que os pesquisadores sejam habilitados ao método de coleta dos dados.
Estar atento aos sinais verbais e ndo verbais de desconforto.

Seréd assegurada a confidencialidade, privacidade e a ndo estigmatizacéo,
garantindo a ndo utilizacdo das informacdes em prejuizo das pessoas.

Seré garantido que o estudo seré suspenso imediatamente ao perceber algum risco
ou danos a satde do sujeito participante da pesquisa, consequente a mesma, nao
previsto no termo de consentimento.

Seré garantida a divulgacdo publica dos resultados.

A pesquisa podera ser convertida em beneficios cujos efeitos continuem a se fazer
sentir apos sua concluséo.

Seré assegurada a inexisténcia de conflito de interesses entre o pesquisador e 0s
sujeitos da pesquisa.

Seré garantido que os dados obtidos na pesquisa serdo utilizados exclusivamente

para a finalidade prevista no seu protocolo e conforme acordado no TCLE.
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7 RESULTADOS

7.1 Caracteristicas gerais

Nesse estudo foram analisadas 40 pacientes portadoras de Céancer de Mama (CM)
que foram submetidas a Quimioterapia Neoadjuvante (QTNA). Metade das pacientes
analisadas tinham 50 anos ou mais, ndo tinham histérico familiar de cancer, ndo eram tabagistas,
tiveram sua menarca em 59% dos casos apds 0s 12 anos (n=23), menopausa apos 0s 45 anos
em 44,4% (n=16). A raca mais prevalente foi a parda, presente em 87% (n= 34) e a idade do
primeiro parto foi menor que 20 anos em 66,5% (n= 24).

A grande maioria das pacientes apresentavam-se no estagio 111 62,5% (n=24), sendo
46,8% (n=18) pacientes no estagio A, e 15,7% (n=6) no estagio I1IB. No estagio 1A
presentavam-se 37,5% das pacientes (n=15), das quais 17,5% (n=7) no estagio l1A, e 20% (n=8)
no estagio 11B. Em apenas uma amostra ndo foi possivel identificar o estagio clinico do CM.
Ainda, referente a tumoracao, foi evidenciado que a maioria dos tumores (53%) apresentava
didmetros menores que 5cm.

Na tabela 2, tambeém estdo descritas as caracteristicas referentes ao tumor, como
tumores que apresentam linfonodos axilar positivo tnico, N1 em 51,3 (n=20). Em relacéo aos
receptores hormonais, em torno de 75% das pacientes (n=30) apresentavam receptores
hormonais positivos (RE ou RP), Her2 positivo em 21,1% (n=8) e ki-67 >14% em 29 casos
(76,3%). A resposta a QTNA foi avaliada de acordo com o critério RECIST e classificada como

parcial em 68,4% (26 casos) e completa em 31,6% (12 casos).

Tabela 2: Categoria das caracteristicas clinico-epidemioldgicas gerais.

Dados epidemiol6gicos N %
Genotipo SNP
Heterozigoto 20 50,0
Homozigoto T/T 9 22,5
Homozigoto G/G 11 27,5
Idade (53,5+11,85)
Até 50 20 50,0
Mais de 50 20 50,0
Raca
Branca 3 7,7
Negra 2 51
Parda 34 87,2

Historico familiar
Néo 24 60,0
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Sim 16 40,0
Tabagismo

Né&o 25 62,5

Sim 15 37,5
Idade Menarca (12,8+1,35)

Até 12 16 41,0

Mais de 12 23 59,0
Idade Menopausa (45,5£5,73)

Até 45 20 55,6

Mais de 45 16 44,4
Idade primeiro parto (20,4+4,85)

Até 20 24 66,7

21-30 10 27,8

Mais de 30 2 5,6
Dados referentes ao tumor
T

1 3 8,1

2 8 21,6

3 20 54,1

4 6 16,2
N

0 11 28,2

1 20 51,3

2 8 20,5
Receptores hormonais

Negativo 10 25,0

Positivo 30 75,0
HER?2

Negativo 30 78,9

Positivo 8 21,1
Ki67 (32,9£23,2)

<15% 9 23,7

>15% 29 76,3
Maximo tamanho (5,3£2,66)

Até 5 cm 17 53,1

Mais de 5 cm 15 46,9
Maximo tamanho p6s QT (4,13+2,71)

Até 5 cm 11 68,8

Mais de 5 cm 5 31,3
Resposta a QT neoadjuvante

Parcial 25 67,6

Completa 12 32,4

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual ou média e desvio-padrao.

7.2 Relacao dos geno6tipos do polimorfismo

O polimorfismo estudado apresentou os seguintes gendtipos: 11 (27,5%) eram
homozigotos (G/G), 9 (22,5%) eram homozigotos (T/T) e (50%) eram heterozigotos. Na tabela
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3, é possivel observar que ndo ha nenhuma associacao do alelo G com as caracteristicas clinico-

epidemioldgico avaliadas (p>0,05).

Figura 10: gréafico de discriminacéo alélica
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Tabela 3: Andlise de associacdo de caracteristicas clinico-epidemiolégico com alelo G.

Genotipo
GIT + G/G TIT v P~ OR IC 95%
alor
Respostaa QT
neoadjuvante
Parcial 21 724% 4 50,0% 0,394 2,625 0,526 13,099
Completa 8 276% 4 50,0% 1
Resposta linfonodo pos
QT
Negativo 14 46,7% 7 875% 0,053 8,00 0,874 73,27
Positivo 16 533% 1 12,5% 1
Receptores hormonais
Negativo 7 226% 3 333% 0665 1,714 0,339 8,676
Positivo 24 T774% 6 66,7% 1
HER2
Negativo 23 793% 7 778% 1,000 0,913 0,149 5,580
Positivo 6 20,7% 2 222% 1

Ki67 (32,923,2)
<15% 9 31,0% 1 111% 039 0,278 0,030 2,565
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>15% 20 690% 8 88,9% 1

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

Por outro lado, o alelo T apresentou associacao significativa com o status linfonodal axilar, bem
como com a resposta a QTNA (p<0,05), sem apresentar associacdo com 0s marcadores

imunohistoquimico avaliados.

Tabela 4: Andlise de associacao de caracteristicas clinico-epidemioldgico com o alelo T.

Genotipo
GIT+TIT GIG b- OR  IC95%
Valor*

Resposta a QT
neoadjuvante
Parcial 15 556% 10 100,0% 0,015 0,059 0,003 1,11
Completa 12 444% O 0,0% 1
Resposta linfonodo pds
QT
Negativo 19 704% 2 18,2% 0,005 0,094 0,016 0,533
Positivo 8 296% 9 818% 1
Receptores hormonais
Negativo 9 310% 1 9,1% 0,233 0,222 0,025 2,01
Positivo 20 69,00 10 90,9% 1
HER2
Negativo 20 74,1% 10 90,9% 0,395 3,50 0377 325
Positivo 7 259% 1 9,1% 1
Ki67 (32,9£23,2)
<15% 6 222% 4 36,4% 0,432 2,00 0434 921
>15% 21 778% 7 63,6% 1

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

Quando comparados 0s genotipos homozigotos, foi possivel observar uma
correlacdo relevante entre o homozigoto TT com a QTNA, visto a associa¢do estatistica
significativa deste genotipo com a resposta linfonodal e redugdo do tamanho do tumor (Tabela
5).

Tabela 5: Andlise de associagéo de caracteristicas clinico-epidemioldgico com 0s

gendtipos homozigoto TT/GG.

Genotipo

p- 0
G/IG T/T Valor* OR 1C 95%

Respostaa QT
neoadjuvante



Parcial
Completa
Resposta linfonodo po6s
QT
Negativo
Positivo
Receptores hormonais
Negativo
Positivo
HER?2
Negativo
Positivo
Ki67 (32,9£23,2)
<15%
>15%

7

100,0%
0,0%

18,2%
81,8%

9,1%
90,9%

90,9%
9,1%

36,4%
63,6%

RS

[op 3N OV)

N~

1
8

50,0%
50,0%

87,5%
12,5%

33,3%
66,7%

77,8%
22,2%

11,1%
88,9%

0,023

0,005

0,286

0,566

0,319

0,048

31,50

0,500

0,350

0,219

0,002

2,35

0,419

0,026

0,020

50

1,08

422,3

59,66

4,66

2,45

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.

*p<0,05, teste exato de Fisher.
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8 DISCUSSAO

8.1 Caracteristicas Epidemioldgicas

A partir dos nossos resultados, observou-se que a maioria das pacientes com Cancer
de Mama (CM) estavam com 50 anos ou mais, ndo apresentavam historico familiar de cancer e
ndo eram tabagistas.

Resultados semelhantes ao nossos, foram relatados no estudo de Matos, Rabelo e
Peixoto (2021), ao analisar o perfil epidemioldgico do cancer de mama no Brasil, cerca de 27%
(n=53.990) da amostra estavam com 50 a 59 anos. Outro estudo, realizado em Juiz de Fora —
MG, também colabora com nossos achados, pois cerca de 56% (n=123), da amostra tinham >
50 anos, e soma também a ideia que quase 83% (n=184) da amostra néo tinha histérico familiar
de cancer (MELILLO et al., 2020).

Isso colabora com o panorama geral do Brasil, onde o INCA aponta que a maior
taxa de incidéncia acomete mulheres a partir dos 50 anos. Um estudo realizado no Ceara aponta
que a maior faixa-etéaria de 6bito por cancer de mama no estado é de 50-59 anos com cerca de
43,5% dos oObitos dos anos de 2005 a 2015, devido a falta do rastreio pela mamografia e o
diagndstico tardio (BARROS et al., 2020).

Estudo realizado no Ceara, na cidade de Juazeiro do Norte, aponta que a faixa etaria
de 50 a 59 anos apresentava-se em segundo lugar com o numero total de cancer (n=264), a faixa
etaria mais representante em numeros de casos, foi de 40 a 49 anos com 360 casos (DA SILVA
BATISTA; DE FRANCA; DE ALENCAR ARRAIS, 2021).

Um estudo conduzido nos Estados Unidos, em parceria com o Instituto Nacional do
Cancer demonstrou que a maior faixa etaria de pacientes diagnosticadas com CM de 1995 a
2019 foi de 60 a 69 anos com 29,54% (n=100.230) para carcinoma ductal in situ e invasivo, a
segunda maior faixa-etaria foi de 50 a 59 anos com 23,23% (n=78.810) (GIAQUINTO et al.,
2022).

Sobre o historico familiar de cancer a Sociedade Brasileira de Mastologia (SBM)
estabelece que mulheres diagnosticadas com CM de forma hereditaria sdo apenas cerca de 5 a
10%. E os principais genes que acometem o cancer hereditario sdo o BRCA1 e BRCAZ2, e que
consequentemente ndo estdo muito presentes na populacao brasileira.

Somando a isso a SBM descreve que a maior incidéncia por CM acomete mulheres
com > 50 anos devido a fatores hormonais, como a menopausa tardia, € a menarca antes dos 12

anos, proporcionando maiores niveis de estrogénio circulante. Em nossos achados, 59% dos
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casos tiveram sua menarca apds os 12 anos (n=23), e 44,4% (n=16) das pacientes com
menopausa apds os 45 anos.

O panorama mundial parece seguir as evidéncias aqui encontradas, uma vez que no
estudo de Xu, Sandler e Taylor (2020) apenas 6% (94) e 20,1% (215) das pacientes da amostra
apresentavam menarca precoce e menopausa tardia respectivamente. Outro estudo de coorte
conduzido na China analisou 300.824 mulheres e seus riscos de CM. Apds o diagnostico de
CM apenas 5,6% (n=21.034) das pacientes tiveram a menarca precoce (<12 anos) (HAN et al.,
2021).

Resultados semelhantes foram encontrados por Santos e colaboradores (2019), no
estado do Parana, onde 86,8% (n=152) das pacientes entrevistadas nao tiveram menarca precoce
e apenas 14% das pacientes relataram a menopausa tardia

Em nossos resultados é possivel analisar que a grande maioria das pacientes estava
no estagio Il (60%), o que pode acarretar um pior prognostico e qualidade de vida. Dados
diferentes foram encontrados no estudo de Fernandes e Linhares (2021) que demonstrou das 42
pacientes analisadas a maioria com 47% (n=20) estavam no estagio 1, e que apenas 13 pacientes
estavam no estagio I11.

O estudo de Melillo e colaboradores (2020) abordam que as pacientes se
encontravam nos estadiamentos mais precoces com T1 (43%), T2 (39%), ja no estudo de Matos,
Rabelo e Peixoto (2021), apenas 19% dos casos estavam no estagio T3 (n=38.352) e T2
apresentava a maioria das pacientes com mais de 40 mil casos.

Sobre o0s subtipos moleculares encontrados no estudo e os receptores hormonais,
cerca de 75% da amostra (n=30) apresentavam tumores com receptores hormonais positivos
(progesterona e/ou estrogénio), em relacdo ao receptor her2, cerca de 78,9% (n=30) das
pacientes ndo apresentaram expressao do receptor.

Outros achados colaboram com os nossos dados encontrados, no estudo Bezerra et
al. (2020) ao avaliar os receptores hormonais, quase 85% (n=27) das pacientes apresentaram
resultados positivos para receptores hormonais, mas em relacdo ao receptor her2 cerca de 62,5
(n=20) pacientes apresentaram status positivo. No estudo de Simdes e colaboradores (2022) ao
analisar 80 mulheres com CM em uso de doxorrubicina em um hospital em Belo Horizonte
(Brasil), 83,75% das pacientes (n=67) apresentavam receptores hormonais positivos, sendo 39
pacientes para estrogénio e 28 para progesterona, em relacdo ao her2 apenas 43% (n=34) das

pacientes apresentaram expressdo do receptor.
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Achados semelhantes tambeém foram encontrados por Silva et al. (2020) ao avaliar
203 mulheres com CM, sendo separadas em dois grupos, o grupo A continha 75 pacientes com
idade < 50 e o grupo B havia 128 pacientes com > 50 anos, tanto o grupo A como o grupo B,
apresentaram taxas de receptores hormonais representativas. No grupo A 55 (73,3%) e 49
(65,3%), enquanto no grupo B 98 (76,6%) e 83 (64,8%) das pacientes continham receptores
positivos para RE e RP respectivamente. Em relacdo ao her2 apenas 21(10,34%) mulheres de

ambos 0s grupos apresentavam status positivo.

8.2 Polimorfismo do gene IGF1R (rs2016347) e quimioterapia neoadjuvante

O nosso estudo € o primeiro a ser conduzido na América do Sul, em um hospital de
referéncia em tratamento do CM a avaliar o polimorfismo do gene IGF1R (rs2016347) sobre a
resposta neoadjuvante na QT e também foi um grande motivador para a realizacdo do trabalho.
Em nossos achados colaboramos com a ideia de que a presenga do alelo T da variante rs2016347
pode melhorar o prognostico de pacientes com CM submetidas ao tratamento de QTNA.

Esse resultado pode somar a outros ja encontrados para melhor descrever o papel
do alelo T do SNP rs2016347, em pacientes com CM, e que no futuro possam justificar o
desenvolvimento de terapias anti IGF1R para aqueles pacientes portadores do alelo G, que
cursam com pior prognostico.

O SNP rs2016347 é uma variante do gene IGF1R que esta relacionado com um
menor risco de CM ER+ em pacientes com HDP (Disturbios Hipertensivos da gravidez)
(POWELL et al., 2017). O mecanismo mais aceito para essa resposta seria que, das inumeras
modificagdes que acontecem durante a gestacdo e a paciente com hipertensdo, ocorre uma
diminuicdo e alteracGes nos horménios e nos niveis de IGF1R.

O estudo de Powell e colaboradores (2017) verificou que as mulheres com historico
de pré-eclampsia, com idade do primeiro parto <30 anos, com o gendtipo TT do rs2016347,
obteve um efeito bioldgico protetivo, em que diminuiram quase 74% o risco de CM quando
comparadas ao genotipo GG (IC 0,02 — 0,49 p=<0,004).

Em outro estudo de coorte retrospectivo, cerca de 204.155 mulheres foram
avaliadas quanto ao genétipo rs2016347 com HDP, as mulheres com no minimo um alelo T
(Timina) tiveram uma taxa de risco menor para CM com IC de 95% (0,37 — 0,92, p=<0,02) em

comparacdo com o gendétipo GG (POWELL et al., 2020).
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O alelo T desenvolve um papel na diminuigdo gradual nos niveis de expressao de
IGF1IR no mRNA da mama, além de promover o0 aumento da involucdo do tecido mamario
(POWELL et al., 2019).

Um outro estudo que acompanhou quase 90 mil mulheres de 1989 a 2015, revelou
que, pacientes com histdrico de pré-eclampsia e com pelo menos um alelo T, tinham 33% menos
chances de desenvolver CM, sendo um fator protetor (RR 0,67, com IC 95% 0,46-0,97,
p=<0,04) (POWELL et al., 2023).

O principal achado do nosso estudo, foi poder estabelecer que o alelo T pode
modular um melhor progndstico para as pacientes que expressam esse alelo, uma vez que as
portadoras desse alelo apresentaram um desfecho significativo em relacdo a um melhor status
linfonodal axilar (p=<0,05), bem como a redu¢do do tamanho do tumor (p=<0,023) em
comparacgédo com o alelo G.

O estudo de Groot el al. (2016) corrobora com 0s nossos achados, uma vez que
analisou 250 mulheres com CM Her2 negativo, em estagio Il e Ill, em QTNA, recebendo
tamoxifeno, e o0 alelo T rs2016347 foi associado a uma melhor resposta patoldgica apos a QT
em comparagdo com o alelo G (p=<0,032).

Somando a isso, 0 alelo G da variante rs2016347 em pacientes com CM ER+,
tratados com tamoxifeno € associado a um pior prognoéstico, apresentando um pior risco de
progressao tumoral precoce (RR 2,01, p=<0,004) bem como risco de 6bito (RR 1,84, p=<0,023)
em comparacao com o alelo T/T ou G/T (WINDER et al., 2014). Outro estudo apoia o resultado
anterior, pois pacientes com alelo G do IGFR1 rs2016347 ndo se beneficiaram com o tratamento
com tamoxifeno (BABYSHKINA et al., 2020).

Devido ao numero relativamente baixo de mulheres com amostras coletadas,
durante o momento que o estudo foi iniciado até o término, nossa capacidade de observar
significancia estastistica sobre outras caracteristica tanto epidemiolégicas como genéticas foi
um fator limitante. Além disso, ndo foi possivel a separacdo de grupos segundo a classificacdo
subtipo molecular do cancer de mama, para correlacionar com a presenca do alelo T, pois assim,
seria possivel estabelecer se 0 IGF-1R poderia melhorar o progndéstico de pacientes segundo a
classifcacdo do subtipo molecular.

Somando a isso, houve associa¢do estatisticamente significativa em ralagdo aos
marcadores imunohistoquimicos apresentados. Sendo necessario a realizacdo de mais estudos

com tamanho amostral maior para avaliar essas outras caracteristicas aqui ndo encontradas.

9 CONCLUSAO
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O polimorfismo rs2016347 com o alelo T, do gene IGF1R, demonstrou uma melhor
resposta & Quimioterapia Neoadjuvante (QTNA) com reducdo do tamanho do tumor e um
downstaging axilar das pacientes com Cancer de Mama (CM), o que pode ser associado a um
melhor prognéstico de pacientes com submetidas ao tratamento de QTNA.

No estudo atual ndo houve associacao estatisticamente significativa em ralacéo aos

marcadores imunohistoquimicos apresentados.
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ANEXO A - FICHA DA COLETA DE DADOS DAS MULHERES DO ESTUDO:
QUESTIONARIO APLICADO AS PACIENTES

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

Resumo Clinico:
Queixa Principal:
Mamografia:
Estadiamento Clinico (TNM):
T(cm): N (1 e 2):
Anatomia Patolégica (pds cirdrgico): T: N:
Antecedentes Gineco-obstétricos:
Menarca:
Menopausa:
Idade do primeiro parto:
Gestacoes:
Historia Familiar: () sim () néo ()
Imuno-histoquimica:
RE+()-( )
RP+()-( )

Cerb2 ou Her2 +/+++( ) HHA+H+( )+ ) KIGT %
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Terapéutica instituida previamente a colheita do material:

Quimioterapia +

(
(
(

AN AN AN AN AN N/

OBSERVACAOQO: Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador
é 0 pos-graduando Guarany Mont’Alverne de Arruda que pode ser encontrado na Universidade
Federal do Ceara, Campus Sobral, Curso de Pés-graduacao em Ciéncias da Saude (telefone 85-
98840-9192). Endereco do responsavel pela pesquisa: Nome: Guarany Mont’Alverne de
Arruda. Instituicdo: Universidade Federal do Ceard — Campus Sobral. Endereco: Rua
Comandante Maurocélio Rocha Ponte, 100 — Derby Telefones para contato: (88) 992177151

) 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 patologica completa 100% na patologia () Metastase

) Recidiva

guaranyarruda@ig.com.br
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidada para participar de uma pesquisa denominada
“ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO DO GENE IGFIR (rs2016347) COM A RESPOSTA
A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE EM MULHERES COM

CANCER DE MAMA” sob a orientacdo e a coordenacio do médico ginecologista
Dr. Guarany Mont’alverne de Arruda, que tem como objetivo principal avaliar a presenca de
uma alteracdo genética que poderd determinar melhor resposta ou ndo ao tratamento de
guimioterapia em pacientes com cancer de mama.

A finalidade deste folheto é esclarecer aberta e claramente todos os procedimentos
envolvidos neste estudo, antes de sua decisdo quanto a participacdo. O estudo seré realizado na
Santa Casa de Misericordia ou no Centro de Especialidades Médicas, na cidade de Sobral,
Ceara. Esse trabalho visa: identificar uma alteracdo genética que possa influenciar na resposta
ao tratamento de quimioterapia no cancer de mama.

Os exames a serem realizados durante a pesquisa (ultrassom, mamografia e o teste
genético) ndo lhe trardo nenhum custo financeiro, bem como néo serdo prejudiciais a sua satde.

Questdes que dizem respeito a vocé, que serd submetida ao estudo, serdo anotadas,
sendo importante entender que vocé ndo € obrigada a participar. Em caso de ndo participacdo
ou de desisténcia em qualquer época, vocé ndo precisa fornecer explicacbes e pode ficar certa
de que continuard sendo assistida e tratada da melhor forma possivel. Fique a vontade para
esclarecer as suas duvidas com o pesquisador, mesmo que a pergunta pareca simples. Vocé
poderd conversar sobre o estudo com amigos, familiares e com os profissionais da area da saude,
caso seja de seu interesse.

Os seus dados pessoais serdo abordados de maneira estritamente confidencial,
ficando a sua identificacdo inteiramente resguardada.

A qualquer época vocé podera ter acesso as informacoes e as conclusdes do projeto
em questdo. Nao ha beneficio direto para vocé, pois se trata de estudo experimental testando a
hipotese de que uma alteracdo genética no gene do receptor do fator de crescimento insulina
simile podera ocasionar melhora da resposta & quimioterapia neo-adjuvante. Somente no final
do estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio. N&o haverd riscos diretos para

VOCE, 0 risco que pode acontecer refere-se a



67

perda de sigilo dos seus dados envolvidos na pesquisa. Qualquer dado que possa
ser publicado posteriormente em revistas cientificas, ndo revelara a sua identidade. Entretanto,
6rgdos governamentais ligados a salde podem solicitar informacdes a respeito da pesquisa e
identidade dos participantes nela envolvidos.

Caso vocé decida participar, leia e assine o formulario e uma cépia sera mantida

com vocé para a sua informagéo.

TITULO DO ESTUDO: “ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO DO GENE IGFIR

(rs2016347) COM A RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE EM
MULHERES COM CANCER DE MAMA”.

Investigador: Guarany Mont’Alverne de Arruda

1 - Li e entendi o informativo sobre o estudo acima e tive a oportunidade de questionar e tirar
as davidas que me apareceram.

2 . Entendi que os dados dos meus registros médicos podem ser examinados pelos responsaveis
da pesquisa ou pelas autoridades regulatorias, quanto a importancia da minha participacéo no
estudo.

3 - Entendo que a minha participacdo é voluntéria e que tenho a liberdade de desisténcia a
qualquer tempo sem explicar as razdes e sem que a minha assisténcia médica ou 0s meus
direitos legais sejam afetados.

4 - Concedo permissdo para acessar 0S meus registros e dados pessoais.

5 - Receberei uma copia do presente formulério de consentimento para manter sob minha
guarda.

6 - Concordo em participar do Projeto de Pesquisa acima descrito.

Sobral, Ceara [/



Nome completo da paciente:

Endereco:
Telefone: ()

Assinatura;

Nome da testemunha:
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Assinatura da testemunha:

Assinatura do investigador:

Pesquisador responsavel (assinatura, nome e CPF)

Guarany Mont’alverne de Arruda



ANEXO C -TERMO DE FIEL DEPOSITARIO

TERMO DE FIEL DEPOSITARIO

retor Técnico da Santa Casa de

Eu. Dr. Francisco Sdvio Alves Arcanjo, Di
base de dados da

wisericordia de Sobral - SCMS, fiel depositério dos prontudrios € da

situada em Sobral - CE, declaro que

institui¢do Hospital do Coragio de Sobral
GUARANY MONT’ALVERNE DE ARRUDA, Discente do Programa de P
Graduagdo em Ciéncias da Saide, da Universidade Federal do Ceara- UFC - Campus de
Sobral, estdo autorizados a realizar nesta instituigdo o projeto de pesquisa:
«ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO DO GENE IGFIR (rs2016347) COM A
RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE EM MULHERES COM
CANCER DE MAMA”, sob a responsabilidade dos pesquisadores JOSE JUVENAL
LINHARES e JOSE JACKSON DO NASCIMENTO COSTA, cujo objetivo geral é

“Avaliar a associagdo entre o polimorfismo IGFIR no receptor do fator de crescimento
sta 4 quimioterapia neoadjuvante em mulheres com

0Os-

semelhante a insulina com a respo!

cancer de mama”.
Ressalto que estou ciente de que serdo garantidos os direitos,

assegurados pela resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude:
- Garantia da confidencialidade, do anonimato e da ndo utilizagdo das informag

dentre outros

des em

prejuizo dos outros.

- Que no havera riscos para o sujeito de pesquisa.

- Emprego dos dados somente para fins previstos nesta pesquisa.

- Retorno dos beneficios obtidos através deste estudo para as pessoas € a comunidade
onde o mesmo foi realizado.

Informo-lhe ainda, que a pesquisa somente serd iniciada apés a aprovagdo do
Comité de Etica em Pesquisa - CEP localizado no Centro Universitario UNINTA, no
municipio de Sobral — CE, na rua Cel. Antonio Rodrigues Magalhdes, 359, Bairro Dom
Expedito Lopes, para garantir a todos os envolvidos os referenciais basicos da bioética,

isto é, autonomia, ndo maleficéncia, benevoléncia e justica.
Sobral - CE, 03 de dezembro de 2021.

\ .

Dr. Francisco S4vi] njo
st T #Enico [

Francisgo S2Vio Alves Arcanjo
Diretor Técnico da SCMS
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ANEXO D- TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZACAO DE DADOS

TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZAGAO DE DADOS

_ Eu, GUARANY MONT'ALVERNE DE ARRUDA, abaixo assinado, pesquisador
envolvido no projeto de titulo ASSOCIAGAO DO POLIMORFISMO DO GENE IGFIR
(1s2016347) COM A RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE EM
MULHERES COM CANCER DE MAMA, me comprometo a manter a
confidencialidade sobre os dados coletados nos arquivos do SETOR DE ONCOLOGIA,
da Santa Casa de Misericérdia de Sobral, bem como a privacidade de seus contetidos,
como preconizam os Documentos Internacionais ¢ a Resolugdgo no 466/2012 do
Conselho  Nacional de Saide/Ministério da Satide. Informo que os dados a serem
coletados dizem  respeito aos prontudrios DE PACIENTES EM TRATAMENTO
QUIMIOTERAPICO PARA CANCER DE MAMA.

Sobral - CE, 07 de dezembro de 2021.

i .

Guarany #on ruda
esquisddor

.gsé Jackson do Nascimento Costa
Coorientador




