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RESUMO

O cancer de mama é a neoplasia mais comum entre as mulheres. Sua etiologia é
complexa, onde tanto fatores ambientais como genéticos podem contribuir para o
desenvolvimento tumoral. Estima-se que 5 a 10% dos casos de carcinomas de
mama sejam representados pelos carcinomas de mama familial e 90 a 95% sejam
representados pelos carcinomas de mama esporadicos. Independente da
etiologia, um dos principais agravantes é consequéncia da habilidade das células
tumorais metastizar. MutacGes podem levar a mudanca ou perda de expressao de
diferentes genes e isto possibilita que as células adquiram particularidades
genéticas e fenotipicas que contribuem para a progressdo do tumor através da
aquisicdo de vantagens que medeiam a sua sobrevivéncia. Dentre estas
vantagens adquiridas estd a capacidade das células tumorais de escaparem da
destruicdo pelas células imunoldgicas ou, até mesmo, utilizarem estas células a
seu favor, na promoc¢do de um microambiente tumoral inflamatério que pode
auxiliar o desenvolvimento da angiogénese que posteriormente facilitara a
metastase. As caracteristicas dos carcinomas de mama sd80 as principais
ferramentas para avaliacdo do diagndstico e prognéstico da doenca. Portanto, o
objetivo de nosso trabalho foi a andlise de quatro variantes polimorficas de genes
que codificam importantes moléculas do sistema imunolégico, duas relacionadas
aos genes que codificam os receptores de quimiocinas, CCR2 e CCRS5, e duas
relacionadas ao gene HLA-G em 188 mulheres com carcinoma de mama (105
com cancer de mama familial e 83 com cancer de mama esporadico) e em 151
mulheres sem carcinoma e sem histéria familiar de cancer (grupo controle), como
possiveis marcadores de diagndstico e prognéstico do carcinoma de mama. Para
a analise da variante do CCR2, denominada CCR264l, e para a analise de uma
das variantes que codifica a molécula de HLA-G, denominada +3142, utilizou-se a
técnica PCR-RFLP. Para a analise da variante do gene CCR5, denominada
CCRb5delta32 e para a analise da outra variante do HLA-G, caracterizada pela

insercdo de 14pb na regido 3’'UTR do gene, utilizou-se a técnica PCR. As
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frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas foram estimadas e comparadas
entre os grupos de mulheres, usando o Teste Qui-Quadrado ou o Teste Exato de
Fisher e, posteriormente, foram relacionadas a fatores de diagndstico e
prognostico. Observou-se maiores frequéncias dos alelos selvagens do CCR2,
Val (p=0,040, OR 0,61, IC 95% = 0,38 — 0,98) e do CCR5, Wt (p=0,032, OR 0,46,
IC 95% = 0,23 — 0,94) e maior frequéncia do haplétipo duplo selvagem Wt/Val
destas mesmas variantes génicas dos genes CCR2 e CCRS5, nas mulheres do
grupo controle (p=0,030) em relacdo as mulheres com cancer de mama familial.
Quando as variantes foram avaliadas em conjunto com os parametros clinicos,
observou-se que as mulheres com carcinoma de mama esporadico apresentavam
a doenca em idade mais elevada (57,29 + 8,457 anos e 44,23 + 12,092 anos para
mulheres com cancer de mama esporadico e familial, respectivamente, p < 0.001)
e de forma mais agressiva, com maior frequéncia dos carcinomas invasores (p =
0,001) que as mulheres com carcinoma de mama familial. Além disso, as
variantes de insercédo/delecao de 14 pb do HLA-G e CCR264Il, mostraram relagéao
positiva com a agressividade tumoral nestas mulheres (p = 0,039 e p = 0,005).
Nossos dados sugerem que 0s carcinomas invasores possam estar relacionados
a uma maior infiltracdo de células imunoldgicas e com o aumento da inflamacgéo
no microambiente tumoral, mediados pelo receptor CCR2 e pela molécula HLA-G,

respectivamente.

Palavras-chave: Céncer de Mama Familial; Cancer de Mama Esporadico;

Invasao; Variantes.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer among women. Its etiology is complex,
where genetic, environmental and endocrine factors contribute to tumor
development. It is estimated that 5 to 10% of the breast cancers are represented
by familial breast cancers and 90 to 95% are represented by sporadic breast
cancers. Independent of the etiology, the major aggravating consequence is the
ability of tumor cells to metastasize. Mutations can lead to a change or loss of
expression a different genes and this allows the appearance of genetic and
phenotypic features which contribute to tumor progression. Among these features
is the ability of tumor cells to evade from the immune cells or even use immune
cells in the promotion of a inflammatory microenvironment promotion which may
help angiogenesis and, later, metastasis. The aim of our study was to evaluate
four important polymorphic variants of genes which encode important immune
system molecules, two related genes encoding chemokine receptors, CCR2 and
CCR5, and two related to HLA-G gene in 188 women with breast cancer (105
women with familial breast cancer and 83 with sporadic breast cancer) and 151
women without cancer and family history of cancer (control group), such as
potential markers for diagnosis and prognosis of breast cancer. CCR2
polymorphism, CCR264I, and one HLA-G polymorphism, +3142, were genotyped
by PCR-RFLP. CCR5delta32 and 14pb HLA-G polymorphism were genotyped by
PCR. Allelic, genotypic and haplotypic frequencies were estimated and compared
between the groups using the Chi-square test or Fisher's exact test and
subsequently were associated to diagnostic and prognostic factors. We observed
a higher allelic frequency of the CCR2 wild type allele, Val (p = 0.040, OR 0.61,
95% CI = 0.38 - 0.98) e CCRS5 wild type allele, Wt (p = 0.032, OR 0.46, Cl 95% =
0.23 - 0.94) and higher haplotype frequency of the double wild type variants
(Wt/Val) of these same genes (CCR2 and CCR5) in women in the control group (p
= 0.030) compared to women with familial breast cancer. All polymorphisms were

evaluated together with the clinical parameters and it was observed that women
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with breast cancer showed sporadic cancer latter (57.29 + 8.457 years and 44.23
+ 12.092 years for women with sporadic breast cancer and familial breast cancer,
respectively, p < 0.001) and more invasiveness (p = 0.001) as compared to
women with familial breast cancer. Moreover, the HLA-G 14pb and CCR264I
polymorphism, showed a positive association with tumor aggressiveness in
women with sporadic breast cancer (p = 0.039 and p = 0.005, respectively). Our
data suggest that invasive cancers may be associated with increased immune
cells infiltration and inflammation in the tumor microenvironment mediated by both
CCR2 receptor and HLA-G molecule.

Keywords: Familial Breast Cancer; Sporadic Breast Cancer; Invasiveness;

Polymorphism.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de Mama: epidemiologia e etiologia

O céncer de mama é a neoplasia mais comum entre as mulheres
(Mohammed et al., 2008). Ele é a maior causa de morte por cancer em mulheres
no mundo todo. Estima-se que para cada 100 mulheres, 12 irdo desenvolver a
doenca e 5 provavelmente irdo morrer em decorréncia dela (lorio et al., 2008;
Mohammed et al., 2008).

Atualmente hd um aumento na incidéncia do cancer de mama tanto em
paises desenvolvidos, quanto em desenvolvimento. No Brasil, as taxas de
mortalidade continuam aumentando, provavelmente porque a doenca ainda é
diagnosticada em estagios avancados o que a torna um grave problema de saude
publica (http://www.inca.gov.br; Caleffi et al., 2009). Estimativas para o ano de
2012 mostravam uma incidéncia em torno de 52.680 novos casos. O estado do
Rio Grande do Sul (RS) possui uma das maiores taxas de incidéncia e
mortalidade deste carcinoma no pais, com estimativa de 81 novos casos para
cada 100 mil mulheres. Especificamente para Porto Alegre, estimou-se
aproximadamente 128 novos casos para cada 100 mil mulheres

(http://www.inca.gov.br).

A etiologia do cancer de mama é complexa (lorio et al., 2008) onde fatores
ambientais, como a exposicdo a radiacdo (Strumylaite et al., 2010) e ao
estrogénio a longo prazo (Abreu & Koifman, 2002), ingestdo de alcool (Pieta et al.,
2012) e obesidade (Wolin et al., 2010) e, fatores genéticos, como a predisposi¢do
hereditaria associada a mutagdes em determinados genes (Tsuda, 2009), podem

contribuir para as complicagdes da doenca.

Independente dos tratamentos disponiveis, a maior causa de morbidade e
mortalidade no cancer de mama € consequéncia da habilidade das células

tumorais metastizar e consequentemente formar colonias tumorais em outros
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tecidos e 6rgdos (Mohammed et al., 2008). No comeco, o tumor primario é
formado por células ndo invasivas e ndo metastaticas. No entanto, durante a
progressao tumoral, mutacdes podem levar a mudancas ou perda da expressao
de diferentes genes (Algarra et al., 2004) que fazem com que as células tornem-
se metastéticas através da aquisicdo de particularidades genéticas e fenotipicas
gue nao sao caracteristicas biologicas presentes no tumor primario (Algarra et al.,
2004; Mohammed et al., 2008).

Ao contrario das células do tumor primario, as células metastaticas sao
menos suscetiveis a eliminacdo via terapia aplicada externamente ou a
eliminacdo pelos mecanismos de defesa do organismo (Kleinberg et al., 2006), e
isto ocorre mesmo com uma resposta imunoldgica ativa e aparentemente normal
de um sistema imunolégico saudavel (Algarra et al., 2004; Mohammed et al.,
2008). Sendo assim, para que as células normais evoluam progressivamente para
0 estado neoplasico e posteriormente tornem-se malignas, elas necessitam
adquirir diferentes caracteristicas durante o curso da carcinogénese que irdo
conferir vantagens que permitirdo a sobrevivéncia e a proliferagdo tumoral
(Kleinberg et al., 2006; Hanahan & Weinberg, 2011).

1.2 Caracteristicas e Genética do Cancer

Até pouco tempo, seis caracteristicas celulares eram consideradas como
as principais responsaveis pelo desenvolvimento tumoral: a capacidade de
sustentar a sinalizacao proliferativa; a capacidade de evadir dos supressores
tumorais; a resisténcia a morte celular; a imortalidade replicativa; a inducéo da
angiogénese; e finalmente, a capacidade de invasdo que permite a disseminacao
metastatica (Luo et al., 2009; Hanahan & Weinberg, 2011).

De modo geral, as células cancerigenas desregulam o0s sinais que
controlam o ciclo de divisdo e crescimento celular e isto provoca um colapso na
homeostase tecidual e consequentemente nas suas funcdes e arquitetura. Além

de desregular a sinalizacdo celular, as células cancerigenas sdo capazes de
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produzir outros sinais que as levarao a proliferar, como os fatores de crescimento
tumorais (EGF) para os quais elas respondem via a expressao de receptores
especificos. Este processo é denominado de estimulacéo proliferativa autécrina.
Estes sinais proliferativos produzidos pelas células cancerigenas também sé&o
capazes de estimular as células saudaveis que estdo dentro do estroma
associado ao tumor, que de forma reciproca, suprem as células cancerigenas
com mais EGFs. Tanto a alteracdo nos niveis dos EGFs, quanto a alteracdo nos
niveis de expressao dos receptores, podem beneficiar o desenvolvimento tumoral.
Destas formas, as células cancerigenas obtém o controle do crescimento, do
desenvolvimento e de outras propriedades biologicas (Berz & Wanebo, 2011;
Hanahan & Weinberg, 2011).

Para que o crescimento e a proliferacdo das células cancerigenas sejam
contidos, sdo necesséarios reguladores capazes de inativar esses processos
denominados de proteinas supressoras tumorais. No cancer de mama, uma das
proteinas supressoras tumorais mais estudadas € a proteina supressora tumoral
53 (p53). Esta proteina é capaz de controlar a proliferacdo celular ou ativar os
mecanismos de senescéncia e apoptose através da captacao de sinais que sao
liberados em situacBes de estresse celular e de anormalidades intracelulares
(Ohgaki & Kleihues, 2009; Tsuda, 2009). Se, por exemplo, 0s sinais que
promovem o crescimento ou que controlam os niveis de oxigenacéo das células
ndo estiverem ideais, a proteina p53 pode parar o ciclo celular até que estes
niveis voltem aos normais. Se ocorrer um dano extremamente prejudicial a célula
ou irreparavel, a proteina p53 engatilha a apoptose. A apoptose induzida por esta
proteina € regulada pela expressdo de outras proteinas denominadas Noxa e
Puma, que séo produzidas em resposta as quebras no DNA e a outras
anormalidades cromossdmicas. Se a proteina p53 perder sua fungéo, o sensor de

dano que induz a morte celular é eliminado e a célula cancerigena consegue

seguir a proliferacao (Vousden & Ryan, 2009).

A auséncia da morte celular em caso de dano, descrita anteriormente,

destaca a importancia da morte celular por apoptose para evitar a proliferagéo de
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células potencialmente tumorais. Quando as células sdo capazes de evitar a
apoptose ou a senescéncia, elas tornam-se imortais, ou seja, com a capacidade
de se replicar ilimitadamente. Esta capacidade também € atribuida principalmente
a superexpressado da telomerase. A telomerase € uma enzima polimerase de
acido desoxirribonucléico (DNA), especializada, que adiciona segmentos
repetidos na extremidade do DNA telomérico. Nas células saudaveis, ao contrario
das células tumorais, as extremidades dos teldmeros encurtam progressivamente
a cada divisdo, o que limita o numero de divisdes celulares e consequentemente o

tempo de vida da célula (Hanahan & Weinberg, 2011).

Outro mecanismo celular importante para o desenvolvimento tumoral é a
autofagia, que ao contrario da apoptose pode favorecer a proliferacao das células
tumorais. Este mecanismo é induzido em certos estados de estresse celular,
como a deficiéncia de nutrientes. A autofagia faz com que as células quebrem
suas organelas, como os ribossomos e mitocondrias. Como consequéncia, 0s
catabdlitos resultantes destas quebras séo reciclados e utilizados na biossintese e
no metabolismo energético celular. No inicio da tumorigénese a autofagia parece
eliminar as células cancerigenas, no entanto, no decorrer do processo de
desenvolvimento do carcinoma, a autofagia € essencial para a manutencédo da
sobrevivéncia celular cancerigena em ambientes com nutrientes limitados (Luo et
al., 2009).

Assim como os tecidos normais, os tecidos tumorais também necessitam
de nutrientes, oxigénio e precisam liberar o lixo metabdlico e o diéxido de carbono
produzido. Para suprir essas necessidades, uma nova vasculatura associada ao
tumor €& formada. Esta neovascularizacdo € denominada de angiogénese. A
angiogénese € regulada por proteinas sinalizadoras, como o fator A de
crescimento endotelial vascular (VEGF-A), que se ligam aos receptores celulares
presentes nas superficies das células endoteliais vasculares. Além disso, em
alguns tumores, 0s sinais que induzem a angiogénese sao liberados por

oncogenes, e em outros, podem ser liberados indiretamente por células
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inflamatorias imunoldgicas (Luo et al., 2009; Berz & Wanebo, 2011; Hanahan &
Weinberg, 2011).

Apés a angiogénese as células tornam-se aptas a invadir e metastizar
outros tecidos e 0Orgdos. As cascatas de invasdo tecidual e disseminacdo
metastatica correspondem a uma sucessdo de mudancgas biologicas que tem
inicio com a proliferacdo celular local, seguida pela intravasdo das células
cancerigenas nos vasos sanguineos e linfaticos proximos, e do trafego destas
células no organismo através dos sistemas linfatico e hematogénico. Isto
possibilita 0 escape das células de alguns dos vasos para tecidos distantes do
parénquima, processo denominado de extravasdo. Assim, formam-se pequenos
nodulos de células cancerigenas denominadas micrometastases e, finalmente, o
crescimento das lesdes micrometastaticas em tumores macroscopicos, processo

este denominado de colonizagéo (Hanahan & Weinberg, 2011).

No cancer de mama, metastases macroscépicas podem surgir décadas
apés o0 tumor primario ser removido cirurgicamente ou ter sido
farmacologicamente destruido. Este crescimento tumoral metastatico é
consequéncia de micrometastases dormentes. Uma das possiveis explicacfes
para esta dorméncia € que a privacao de nutrientes poderia induzir intensa
autofagia que causaria a diminui¢do das células cancerigenas, fazendo-as adotar
um estado reversivel de dorméncia. O crescimento e a proliferacdo celular apenas
retornam quando mudancas no microambiente tecidual, como o acesso a mais
nutrientes, permitem. Outros mecanismos de dorméncia micrometastaticas podem
também envolver sinais anticrescimento incorporados no tecido normal da matriz
extracelular (ECM) e acdes de supressdo tumoral do sistema imunoldgico (Luo et

al., 2009; Hanahan & Weinberg, 2011).

A progressao das células para a neoplasia maligna é reflexo da invasao
tecidual e da presenca de metastases a distancia. Para que ocorra essa
progressdo, as células cancerigenas desenvolvem alteragbes na sua forma,
assim como, no contato com outras células e com a ECM. A alteracdo das células

cancerigenas mais bem caracterizada envolve a perda da caderina epitelial (E-
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caderina), que € uma importante molécula de adeséo celular (Korkola et al., 2003;
Tsuda, 2009). A diminuicdo da expressdo da E-caderina € conhecida por
potencializar a invasao e metastase. Outra modificacdo importante, que propicia a
invasividade e metastase, é a transicdo das células epiteliais para células
mesenquimais (EMT). Esta modificacdo torna as células facilmente adaptaveis e
habeis para invadir, resistir a apoptose e disseminar (Luo et al., 2009; Hanahan &
Weinberg, 2011).

As modificacbes e adaptacdes que as células irdo sofrer durante o curso da
tumorigénese sao ditadas pelo tipo de disseminacdo cancerigena e pela natureza
do microambiente tecidual. No entanto, muito pouco se sabe sobre os
mecanismos moleculares que regulam a invasdo e metastase, principalmente no
que se refere a preferéncia do microambiente metastatico a distancia (Zlotnik,
2006).

Orgdos como o pulméo, figado, medula 6ssea e linfonodos s&o locais
frequentes de metastase de muitos canceres, enquanto outros 6rgdos como
estbmago e rins, raramente sdo destinos metastaticos (Zlotnik, 2006). Em um
estudo realizado por Zlotnik, observou-se que alguns canceres gque expressam 0
ligante 12 de quimiocina CXC (CXCL12), possuem sitios metastaticos em comum,
0 que sugere que a preferéncia metastatica possa estar relacionada a interacao
das quimiocinas e seus respectivos receptores nesses sitios, e desta forma, pode-
se supor também, que alteracdes nestas quimiocinas ou nos receptores poderiam
definir também a auséncia ou presenca da metastase, jA que as expressdes
alteradas das moléculas relacionadas a migracéo celular refletem consequéncias
na progressao, nas mudancas das condi¢des de crescimento e, no microambiente
tumoral (Davidson et al., 2005; Zlotnik, 2006).

Adjacente as caracteristicas descritas anteriormente, que capacitam a
célula para o desenvolvimento tumoral, na dultima década adicionou-se a
capacidade de reprogramacdo do metabolismo energético, que permite a
producdo de energia para as células tumorais, tanto com a presenca de oxigénio,

quanto em condicdes de hipdxia. O mecanismo de reprogramacao torna as
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células cancerigenas mais econémicas, ou seja, estas células reprogramadas
energeticamente necessitam de menor producdao de adenosina trifosfato (ATP)
pela glicolise para obter energia. Este processo é denominado de glicélise
anaerobica e estd associado com a ativacdo de oncogenes e supressores

tumorais mutados (Hanahan & Weinberg, 2011).

A aquisicdo de todas as caracteristicas que proporcionam as ceélulas as
capacidades de sobreviver, proliferar e disseminar s6 € possivel devido
principalmente a duas caracteristicas permissivas (Luo et al., 2009; Hanahan &
Weinberg, 2011). Essas caracteristicas sdo a instabilidade genbmica, que gera
mutacBes randomizadas, incluindo-se as raras mutacdes genéticas que podem
comandar as outras modificacdes celulares e gerar a diversidade genética que
acelera a aquisicdo tumoral e; a inflamacao consequente das lesGes pré-malignas
e malignas (Tsuda, 2009). Estas duas caracteristicas permissivas por ser o foco
deste trabalho, serdo mais bem detalhadas posteriormente, junto com outra nova

caracteristica que capacita o desenvolvimento tumoral, que é a evasao das

células tumorais da destruigdo imunologica.

1.2.1 Instabilidade Gendmica

A manutencdo da estabilidade genémica € de vital importancia para
proteger as células contra as perigosas consequéncias do dano ao DNA. Esta
manutencao é realizada por um grande arsenal de enzimas de reparo do DNA
gue removem uma ampla variedade de les6es do genoma. Quando este reparo é
ineficiente ou impreciso da-se inicio a instabilidade genémica, que como descrito

anteriormente, pode levar ao desenvolvimento de tumores ou a morte celular
(Luijsterburg & Attikum, 2011).

O reparo e a consequente neutralizagdo dos efeitos adversos das lesbes
no DNA ocorrem através da ativacdo da resposta ao dano do DNA (DDR), que

implica em uma série coordenada de eventos que irdo controlar a progressao do
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ciclo celular e entdo reparar as lesées. Em condigbes normais, quando estas
lesbes ndo séo reparadas, vias de sinalizagdo séo engatilhadas e atrasam ou
impedem o ciclo celular antes que ocorra a replicacdo do DNA, ou antes, que

ocorra a divisao celular (Luijsterburg & Attikum, 2011).

O DNA encontra-se sob uma forma empacotada por interagdo com
histonas e proteinas ndo histonas, em uma estrutura condensada,
frequentemente inacessivel, chamada cromatina e, portanto, para que a
maquinaria de reparo atue eficientemente na lesdo do DNA, ela necessita
ultrapassar esta estrutura que se torna uma barreira fisica a maquinaria de
reparo. Para isso, as células utilizam mecanismos pds-traducionais de
modificacdo de histonas, como a acetilacdo, a metilacdo, a fosforilacdo e a
ubiquitilacédo, e fatores de remodelagem da cromatina, que irdo proporcionar o
acesso da maquinaria de reparo as lesdes (Luijsterburg & Attikum, 2011).

ApOs acessar as lesbes, a maquinaria de reparo utiliza diferentes
mecanismos: danos que provocam oxidacdo, desaminacao, alquilagdo ou troca
de bases, sao removidos por excisao de base (BER), no qual o dano e a regiao
que flanqueia o DNA sédo removidos e a lacuna resultante € sintetizada
novamente, de forma correta, usando a complementariedade da fita de DNA
como modelo; danos induzidos por radiacdo ultravioleta (UV), que distorcem a
hélice do DNA, séo reparados por excisao de nucleotideos (NER) e; danos que
afetam ambas as fitas de DNA, como as quebras de fita-dupla (DSB), sé&o
removidos por recombinacdo homéloga (HR), que retira os fragmentos de DNA e
utiliza as cromatides-irmas que estdo presentes apos a replicacdo como modelo
para direcionar o reparo. Alternativamente, na auséncia de uma fita molde, os
DNAs quebrados podem se unir por um mecanismo denominado juncdo de
extremidades ndo homologas (NHJE). O reparo de NHEJ das DSBs é um modo
livre de erros e é uma via de reparo dominante nas células mamiferas (Maynard

et al., 2009; Luijsterburg & Attikum, 2011).

Para que estes mecanismos de reparo ocorram, € necessario que duas

proteinas quinases importantes atuem apds a sinalizacdo que é induzida pelo
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dano no DNA: a proteina quinase ataxia telangiectasia mutada (ATM) e a proteina
quinase ataxia telangiectasia relacionada (ATR). Ambas coordenam a montagem
da maquinaria de reparo e das proteinas nos pontos de checagens nos locais do
dano. Enquanto a proteina ATM é ativada pelas DSBs, a ativacdo da proteina
ATR ocorre sobre as regides de DNA de fita Unica (ssDNA), que surgem devido
as paradas na forquilha de replicacdo ou devido ao processamento das DSBs ou
pelas lesdes induzidas por UV. Além disso, a sinalizacdo induzida pelo dano ira
ativar a proteina p53, ja descrita anteriormente, e outras proteinas importantes
que irdo controlar a atividade dos reguladores celulares e das enzimas que
coordenardo o reparo do DNA, como a proteina quinase de ponto de checagem 1
(CHK1) e a proteina quinase de ponto de checagem 2 (CHK2) (Turnbull &
Rahman, 2008).

Caso ocorra alguma falha, em qualquer passo do processo de reparo, que
faca com que ele ndo atue eficientemente, ocorrerdo as mutacdes. Certos
gendtipos mutantes conferem vantagens seletivas aos clones celulares,
permitindo seu crescimento e eventual dominéancia em um ambiente tecidual. No
curso da aquisicdo de genes mutantes necessarios para promover a
tumorigénese, as células cancerigenas podem aumentar as taxas de mutacao.
Esta mutabilidade pode ser alcancada, por exemplo, através do aumento da
sensibilidade a agentes mutagénicos. Além disso, o acumulo de mutacdes pode
ser acelerado pelo comprometimento do sistema de vigilancia que normalmente
monitora a integridade genémica e forca geneticamente as células danificadas a

senescéncia ou apoptose (Hanahan & Weinberg, 2011).

Alguns fenotipos herdaveis, como genes supressores tumorais inativados,
também podem ser adquiridos ndo por mutacdes e sim através de mecanismos
epigenéticos, como a metilagdo do DNA e modificagBes de histonas, além disso,
algumas expansdes clonais podem ser engatilhadas por mudancas néo
mutacionais que afetam a regulacdo da expressédo génica (Hanahan & Weinberg,
2011).
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1.21.1 Mutacdes e Cancer de Mama Familial

Estima-se que 5 a 10% de todos os casos de cancer de mama sejam
hereditarios. Varios genes envolvidos no controle da proliferacdo celular e da
integridade gendmica podem apresentar mutagcdes na linhagem germinativa que
causam uma pré-disposicao hereditaria a doenca e poderdo ser responsaveis
pelo desenvolvimento e progressdo do carcinoma (Tsuda, 2009). A maioria dos
carcinomas hereditarios esta associado a mutacdes germinativas no gene do
cancer de mama 1 (BRCAL) e no gene do cancer de mama 2 (BRCA2) (Miki et
al., 1994; Wooster et al.,, 1994; Offit, 1998; De Jong et al., 2002). Estudos
populacionais para estes genes estimam que o risco de desenvolver a doenca em
torno dos 70 anos de idade pode ser de 65% e 45% para portadores das
mutacbes em BRCAl1 e BRCA2, respectivamente. Mutacdes nestes genes
também estdo associadas com aumento do risco de cancer ovariano (Antoniou et
al., 2008).

Além do BRCA1 e do BRCA2, que sdo genes de predisposicdo de alta
penetrancia, ou seja, conferem uma maior probabilidade que a doenca seja
expressa nos individuos que apresentam as mutacdes nesses genes, mutacées
em outros genes também estéo relacionadas com a predisposicdo ao cancer de
mama familial (Antoniou et al., 2008). Mutacbes no gene supressor tumoral 53
(TP53), por exemplo, também estdo associadas a um alto risco de desenvolver
tumores, entre eles o cancer de mama familial. Outros genes como o0 gene que
codifica a quinase CHK2 (CHEK?2), o gene que codifica a proteina ATM (ATM), o
gene associado a BRCAL na regidao carboxiterminal da helicase 1 (BRIP1) e o
gene associado e colocalizador de BRCA2 (PALB2), estdo relacionados a
mutacdes raras e conferem um risco intermediario ao cancer de mama familial
(Ye et al., 2007; Turnbull & Rahman, 2008). Além disso, estudos de associacao
identificaram oito variantes comuns de baixa penetrancia, localizadas nas
seguintes regides cromossomicas: no braco longo do cromossomo 10, na regido
26 (10g26); no braco longo do cromossomo 16, na regido 12 (16q12); no braco

longo do cromossomo 2, na regiao 35 (2935); no braco longo do cromossomo 8,
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na regiao 25 (8g25); no brago curto do cromossomo 5, na regido 12 (5p12); no
braco curto do cromossomo 11, na regidao 15 (11pl5); no braco longo do
cromossomo 5, na regido 11 (59gl11) e; no bragco longo do cromossomo 2, na
regido 33 (2933). Ha ainda, os genes de penetrancia desconhecida, como o gene
homologo da fosfatase e tensina (PTEN), o gene 11 da proteina serina/treonina
cinase (STK11), e o gene que codifica a E-Caderina (CDH1). No entanto, apesar
de todas essas descobertas, 70% da predisposicdo hereditaria do cancer de

mama familial permanecem sem explicacdes (Turnbull & Rahman, 2008).

1.2.1.2 Mutacdes e Cancer de Mama Esporéadico

Os carcinomas de mama esporadicos representam aproximadamente 90 a
95% dos carcinomas das mulheres com cancer de mama. Estes carcinomas
apresentam-se sobre diversas formas em termos de estagio e comportamento
clinico, caracteristicas histoldgicas e alteracées moleculares. Um grande numero
de alteracdes génicas e cromossdmicas ja foi identificado nas células somaticas
destes carcinomas. As alteracdes genéticas geralmente encontradas sao
mutacbes pontuais, amplificacbes génicas e alteracbes cromossémicas
estruturais e numéricas, como delecdes, duplicacdes e recombina¢cdes, como 0s

isocromossomos e as translocacdes (Tsuda, 2009).

As mutag¢des pontuais sao substituicbes de bases Unicas, que causam a
substituicdo de um Unico aminoacido que podera levar a formacédo de um cédon
de terminacdo precoce com a consequente producdo de um produto génico
truncado. Estas mutacbes podem contribuir para a inativagcdo de genes
supressores tumorais ou para a ativacdo de proto-oncogenes, como certas

mutacdes no gene TP53 e no gene CDH1 (Tsuda, 2009).

As amplificacdes génicas do DNA podem produzir milhares de copias de
proto-oncogenes que estao localizados na unidade de amplificacdo, que ao serem

ativados provocardo a superexpressdo da proteina. Estas amplificacbes podem
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ocorrer com mais de centenas de milhares de kilobases (kb) nas células
cancerigenas. O gene do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano
(HER?2), localizado no braco longo do cromossomo 17, regido 11.2 (17911.2); o
gene que codifica a ciclina D1, (CCND1), localizado no braco longo do
cromossomo 11, regido 13 (11g13) e; o gene que codifica a oncoproteina c-myc,
(MYC), localizado no brago longo do cromossomo 8, regido 24 (8924), sao
exemplos de alvos de amplificacbes génicas bem conhecidas em céancer de

mama esporadico (Tsuda, 2009).

As alteracbes cromossdmicas numericas, que foram inicialmente
detectadas como perdas de heterozigosidades (LOH), estdo relacionadas a perda
de um dos dois alelos do gene. A LOH nos bracgos curto e longo do cromossomo 1
(1p e 1q, respectivamente), no bracgo curto do cromossomo 3 (3p), no braco curto
do cromossomo 7 (7p), no brago curto do cromossomo 11 (11p), no brago longo
do cromossomo 13 (13q), no braco longo do cromossomo 16 (16q), nos bracos
curto e longo do cromossomo 17 (17p e 17q, respectivamente) e no braco longo
do cromossomo 18 (18q), sédo reportadas com frequéncia nas células dos
carcinomas. Duplicagdes nos bracos longos dos cromossomos 1, 8, 11, 17 e 20
(1q, 8q, 11q, 179, e 20q, respectivamente) e delecbes nos bragcos curtos dos
cromossomos 1, 8, 17 e 22 (1p, 8p, 17p, e 22p, respectivamente) e nos bragcos
longos dos cromossomos 11 e 16 (11q e 16q, respectivamente), sao as
alteragcbes mais frequentemente encontradas por hibridizacdo gendmica
comparativa (CGH) (Tsuda, 2009), uma técnica molecular citogenética capaz de
detectar alteracdes cromossémicas através da marcagdo com fluoréforos. Na
Tabela 1, encontram-se as alteracbes cromossomicas mais frequentes e o indice

da frequéncia de cada uma delas.
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Tabela 1. Alteracdes cromossdémicas mais frequentes em cancer de mama
esporadico

Tipos de Alteracdes Gene ou Braco Incidéncia (%)
Cromossdmico
Amplificacdes Génicas HER2 (17911.2-q12) 15-25
CCND1 (11g13) 13
MYC (8g24) 4
Mutacdes Pontuais TP53 (17p13.1) 30-35
CDH1 (16g22.1) 47
Perda de Heterozigosidade 1p, 1q, 3p,7q, 11p, 13q, 10-50
16q, 17p, 17q, 18q
Duplicacbes nos Bracos 1p, 8q, 11q, 17q, 20q -
Cromossomicos
Delec¢bes nos Bragos 1p, 8p, 11q, 16q, 17p, -
Cromossémicos 20q, 22p
Rearranjos Cromossomicos 1(1)(q10) 21
der(1;16)(g10;p10) ou 17-38

der(16)t(1;16)

Nota: i refere-se a isocromossomo; der refere-se a cromossomo derivativo; t
refere-se a translocacédo. Fonte: Adaptado de Tsuda, 2009.

1.2.2 Cancer e Sistema Imunolégico: um novo marcador do

desenvolvimento tumoral

Para a melhor compreensdo das funcbes do sistema imunolégico
relacionadas ao cancer, primeiramente serdo descritos, de modo geral, alguns

conceitos basicos em imunologia.

Os mecanismos de defesa utilizados pelo organismo sdo mediados pela
imunidade inata, também conhecida como imunidade natural ou nativa e, pela
imunidade adaptativa, também conhecida como imunidade especifica. A
imunidade inata consiste de mecanismos de defesa celulares e bioquimicos que
ja existiam no organismo antes do estabelecimento da patologia e que estédo
programados para responder rapidamente. Os principais componentes desta

resposta imunoldgica sdo: 1) barreiras fisicas e quimicas; 2) células fagocitarias,
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como os neutréfilos e macréfagos, e células natural killer (NK); 3) proteinas do
sangue, como fragbes do sistema complemento, que servem para opsonizar
antigenos e induzir a resposta inflamatéria, além de outros mediadores da
inflamacéo e; 4) proteinas denominadas citocinas. A imunidade adaptativa é
estimulada pela exposicao a certos antigenos. Os principais componentes dessa
imunidade séo os linfécitos e os seus produtos, como os anticorpos. Além disso, a
imunidade adaptativa pode ainda ser dividida em imunidade humoral e celular: a
imunidade humoral € mediada por anticorpos que sédo produzidos pelos linfécitos
B e é eficiente na destruicdo de antigenos extracelulares; ja a imunidade celular é
mediada pelos linfocitos T que sdo capazes de destruir antigenos intracelulares
ou destruir as células infectadas (Abbas et al., 2008).

Em relacdo aos carcinomas, o sistema imunoldgico parece conseguir tanto
antagonizar, quanto favorecer o desenvolvimento e a progressdo tumoral.
Segundo a teoria da imunovigilancia, todas as células e tecidos séo
constantemente monitorados por um sistema imunolégico sempre alerta que
reconhece e elimina a grande maioria das células que poderiam resultar em
tumores. Este processo € denominado imunoedicao. A hipétese da imunoedicéo
divide a resposta imunoldgica ao cancer em trés fases: 1) Fase destrutiva, de
“eliminagao do tumor”; 2) Fase estavel, de equilibrio entre a resposta imunolégica
e o desenvolvimento tumoral e; 3) Fase de escape caracterizada pela progressao
tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011).

Geralmente a resposta imunoldgica que elimina o tumor ou atrasa o0 seu
desenvolvimento envolve a producédo de interferon gama (IFN-gama), que é uma
importante citocina que exerce efeitos antitumorais e envolve a proliferagdo de
linfécitos T citotdxicos (CTL), que apresentam reatividade as células tumorais
(Dougan & Dranoff, 2009). Porém, algumas células tumorais escapam da
deteccdo da imunidade inata e adaptativa e, consequentemente, ndo s&o
erradicadas. Além disso, as células inflamatérias que infiltram os tumores
parecem induzir e ajudar a sustentar a angiogénese tumoral, através da

estimulacdo da proliferacdo das células cancerigenas facilitando a invaséo
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tecidual e dando suporte a disseminacdo metastatica (Hanahan & Weinberg,
2011; Tsai et al., 2012).

Tanto microambientes tumorais pro-inflamatérios, quanto microambientes
tumorais anti-inflamatérios podem influenciar na progressao tumoral. As células
inflamatdrias que parecem favorecer o desenvolvimento do tumor abrangem tanto
células da linhagem miel6ide, quanto células da linhagem linféide. Estas células
liberam moléculas de sinalizacdo que inibem a resposta imunologica e a0 mesmo
tempo, servem como efetores tumorais através da indugdo do crescimento da
neovascularizacao, das modificagées na arquitetura tecidual e do recrutamento de
mais células imunossupressoras. As principais moléculas de sinalizacéo liberadas
sdo: o EGF; o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); outros fatores pro-
angiogénicos, como o fator 2 de crescimento de fibroblasto (FCF2) e enzimas de
degradacdo de matriz, como a metaloproteinase 9 de matriz (MMP9); as
proteases catepsinas, cisteinas e heparanases; as quimiocinas e citocinas e; 0s
sinais indutiveis que levam a ativacdo da EMT (Berz & Wanebo, 2011; Hanahan &
Weinberg, 2011).

Dentre todas as células imunoldgicas envolvidas no desenvolvimento
tumoral, os linfécitos T parecem ter uma funcéo central tanto na evasdo das
células tumorais, quanto na relacdo entre ambiente inflamatério e a progresséo

tumoral (Algarra et al., 2004 ).

Os linfécitos T apresentam uma especificidade restrita para alguns
antigenos. Eles reconhecem apenas peptideos antigénicos ligados a proteinas
codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC), que é
expresso na superficie de outras células que sdo denominadas de células
apresentadoras de antigenos (APCs) (Abbas et al., 2008). Os dois principais
grupos de linfécitos T séo: os linfocitos TCD4 e os linfocitos TCD8. Parte dos
linfécitos TCD4+ pode diferenciar-se em linfécitos T regulatorios (Tregs) e em
outras trés linhagens efetoras baseadas na expressédo das citocinas: de forma
simplificada, se as células produzem IFN-gama e fator alfa de necrose tumoral

(TNF-alfa), sédo consideradas linfocitos T auxiliares do tipo 1 (Thl); se as células
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produzem interleucina 4 (IL4), sdo consideradas linfécitos T auxiliares do tipo 2
(Th2) e; se as células produzem interleucina 17 (IL17), séo consideradas linfocitos
T auxiliares do tipo 17 (Th17). Assim como os linfécitos TCD4+, os linfocitos
TCD8+ também se diferenciam em subgrupos: linfocitos T citotoxicos tipo 1
(CTL1) e linfécitos T citotdxicos tipo 2 (CTL2), que secretam citocinas do tipo Thl
ou Th2, respectivamente (Hanahan & Weinberg, 2011).

Em relacdo a evasdo, um dos mecanismos conhecidos, mais utilizados
pelas células tumorais para escapar da erradicacdo imunolégica mediada pelos
linfécitos T, envolve a diminuicdo da expressdo do MHC que faz com que as
células ndo sejam reconhecidas pelos CTLs (Abbas et al., 2008). Além disso, as
células tumorais conseguem paralisar a infiltracdo dos CTLs e das células NK,
pela secrecdo do fator transformador do crescimento beta (TGF-beta) e outros

fatores imunossupressores (Algarra et al., 2004; Hanahan & Weinberg, 2011).

Em relacdo ao microambiente inflamatério, os linfécitos T podem ser
suprimidos ou recrutados para o microambiente tumoral, de acordo com as

células e fatores funcionais prevalentes naquele meio (Dougan & Darnoff, 2009).

Em alguns tumores, a presenca de algumas citocinas, e em especial de
algumas quimiocinas, via sua deteccdo por receptores especificos, podem
recrutar os linfocitos T efetores circulantes para infiltrar no tecido tumoral (Borroni
et al., 2010). A infiltracdo destas células parece gerar um ambiente extremamente
inflamatorio que auxilia o desenvolvimento da tumorigénese. Contudo, além de
promover um ambiente pré-inflamatério, as citocinas também parecem ter a
capacidade de promover um ambiente anti-inflamatorio, através do recrutamento
de linfocitos Tregs para os tecidos tumorais (Oldham et al., 2012). Estes linfécitos
séo caracterizados pela expressao do fator de transcricdo da proteina P3 ligado
ao X (FoxP3) e pela expressao das moléculas do cluster 4 de diferenciacao (CD4)
e do cluster 25 de diferenciacao (CD25). Eles favorecem a supressao da resposta
imunoldgica através da secrecdo do TGF-beta e da interleucina 35 (IL35). A
infiltrac@o dos linfocitos Tregs € geralmente correlacionada com mau prognaostico

e ja foi encontrada em diversos tipos de cancer, como cancer de ovario, cancer de
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figado, cancer de mama (Dougan & Dranoff, 2009) e cancer de células renais
(Borroni et al., 2010).

Ainda em relacdo ao microambiente tumoral inflamatério, uma importante
citocina liberada pelos linfocitos T que tem funcdo essencial em muitos canceres
€ o TNF-alfa. O aumento em seus niveis j4 foi relacionado com o mieloma
multiplo, com o cancer de mama e com 0 cancer gastrico, na promoc¢ao do
crescimento celular, da sobrevivéncia das células tumorais, da angiogénese e do

recrutamento das células imunoldgicas efetoras (Hanahan & Weinberg, 2011).

Outras citocinas inflamatérias também capazes de auxiliar o
desenvolvimento do cancer incluem a interleucina 6 (IL6), a interleucina 1 (IL1) e,
principalmente, a interleucina 23 (IL23) que ja foi encontrada em varios tumores e
sua producdo também dé suporte a diferenciacdo do subgrupo de linfécitos T que
preferencialmente produzem a IL17, conhecida por ser superexpressa em cancer

cervical (Dougan & Darnoff, 2009).

A morte celular, da mesma forma que as citocinas, também parece ter um
importante papel na inflamacdo e no desenvolvimento do cancer. Quando as
células tumorais morrem por apoptose, sdo rapidamente fagocitadas pelos
macréfagos e células dentriticas (DC), e este processo, promove a producao de
citocinas anti-inflamatérias. No entanto, quando as células morrem através de
necrose, ocorre a producdo de sinais pro-inflamatérios que estimulam o
desenvolvimento tumoral (Dougan & Dranoff, 2009). Entre os fatores regulatérios
bioativos liberados pelas células necréticas, encontra-se a interleucina 1 alfa
(IL1alfa) que tem a capacidade de diretamente estimular a proliferagéo celular.
Portanto, neoplasias em formacéo e tumores potencialmente metastaticos, podem
ganhar vantagem se tolerarem algum grau de morte necroética celular (Hanahan &
Weinberg, 2011).

A relacdo entre o sistema imunolégico e os carcinomas ainda é bastante
controversa. Enquanto sugere-se que as células tumorais possam evadir ou

manipular a resposta imunologica como visto em relagcdo a inflamacédo e o
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microambiente tumoral; outras evidéncias sugerem a existéncia de uma resposta
imunolégica antitumoral que pode ocorrer de forma espontdnea e é
correlacionada com bom prognadstico. Esta correlacéo € particularmente forte nos
casos dos carcinomas de origem viral e para as células cancerigenas que sdo
infiltradas por linfécitos TCD8+ e por linfocitos T de memdéria (Dougan & Dranoff,
2009). Tumores de colon e ovariano que sao fortemente infiltrados pelas CTLs e
pelas células NKs, possuem melhor prognéstico do que aqueles que nao
apresentam tal abundancia destes linfocitos. Além disso, observa-se que em
alguns o6rgdos imunossuprimidos de transplantados hd o desenvolvimento de
carcinomas derivados dos doadores, 0 que sugere que nos doadores livres do
tumor, as células cancerigenas estavam controladas, em um estado dominante
por um sistema imunologico completamente funcional (Hanahan & Weinberg,
2011).

Ainda h& muito para compreender sobre a funcéo das células imunoldgicas
no desenvolvimento e na erradicacdo do cancer. Os complexos mecanismos
imunoldgicos podem ter implicacdes importantes no tratamento do tumor e, até
mesmo, podem ser utilizados para auxiliar o diagnéstico e definir o prognéstico
dos carcinomas (Dougan & Dranoff, 2009). Um exemplo de marcador imunoldgico
gue pode ser utilizado para estes fins € a inflamacéo, ja que em alguns casos,
esta situacdo parece ser evidéncia dos estagios iniciais da progressado neoplasica
(Hanahan & Weinberg, 2011).

1.3 Fatores de Diagnostico e Prognostico no Cancer de Mama

Com o passar das décadas, grandes avancos foram feitos rumo a
elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos no cancer de mama e na
identificagcdo de novas moléculas biomarcadoras de diagnostico e progndstico
(lorio et al., 2008). Porém, os mecanismos moleculares que levam a metastase e
a consequente progressdo do tumor, ainda sdo pouco conhecidos (Turnbull &

Rahman, 2008). Isto se deve principalmente ao fato do cancer de mama ser uma
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doenca heterogénea com variada aparéncia morfologica, com diferentes perfis
moleculares, comportamentos biologicos e respostas a terapia (Turnbull &
Rahman, 2008; Rakha et al., 2010; Weigel & Dowsett, 2010).

O céncer de mama é um tipo tumoral que se desenvolve de forma
relativamente lenta, portanto a possibilidade do estabelecimento de um
diagnoéstico ainda em fase precoce é elevada. O tempo médio de duplicacéo
celular é de 100 dias, ou seja, um tumor leva cerca de oito anos para alcancar um
centimetro (cm) de diametro (Abreu & Koifman, 2002). Sendo assim, o
comportamento do cancer de mama e as modificagdes celulares e teciduais, que
ocorrerdo durante o desenvolvimento da doenca, sao utilizados como fatores de
diagnéstico e como fatores progndsticos, para dar suporte clinico a uma melhor
avaliacdo do tumor e para auxiliar na decisdo sobre as opc¢des de tratamento
(Rakha et al., 2010; Weigel & Dowsett, 2010).

Dentre as principais variaveis utilizadas na avaliacdo do diagndstico e
prognaostico clinico estdo: a histologia tumoral; o grau histolégico; o tamanho do
tumor; a avaliacdo da presenca de metastases para os linfonodos axilares e; a
presenca de micrometastases na medula 6ssea. Juntas, estas variaveis integram
o sistema TNM (T refere-se as caracteristicas do tumor primario, N refere-se as
caracteristicas dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do 6rgao que o
tumor se localiza e M refere-se a presenca ou auséncia de metastases a
distancia), que ira definir a classificagdo tumoral segundo o estagio em que o
tumor se encontra. Também séo avaliadas outras variaveis clinicas importantes,
como a expressao tumoral enddcrina dos receptores hormonais de estrogénio
(RE); dos receptores hormonais de progesterona (RP) e; da proteina do receptor
2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2). Juntas, estas variaveis irdo
definir a classificagdo tumoral segundo o perfil molecular do tumor da mama.
Fatores como a analise da expressdo da proteina p53, dos genes BRCA1l e
BRCA2, ja descritos anteriormente; a analise da expressédo da catepsina D, ciclina
D1 e ciclina E, e a analise da expressdao do antigeno 67 sinalizador de

proliferacdo celular (Ki67), também podem ser usados como marcadores de
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diagnéstico e prognéstico; além da historia familiar; idade e da influéncia de
fatores ambientais externos (Abreu & Koifman, 2002; Rakha et al., 2010; Weigel &
Dowsett, 2010; Sanpaolo et al., 2011).

1.3.1 Tipo e Grau Histologico Tumoral

Os carcinomas de mama sdo morfologicamente subdivididos de acordo
com o seu padrédo de crescimento e grau de diferenciacdo e semelhanca as
células epiteliais normais da mama. Estas subdivisbes sdo denominadas tipo

histoldgico e grau histolégico, respectivamente (Rakha et al., 2010).

As mamas sao duas glandulas envolvidas em toda sua extensédo por tecido
adiposo, com excecdo da regido das auréolas, nas quais se localizam
exteriormente as papilas, também denominadas mamilos. Internamente, as
mamas sdo divididas em 15 a 20 lébulos mamarios independentes que sao
separados um do outro por tecido fibroso, de forma que cada I6bulo tenha sua via
de drenagem que converge para 0os mamilos através de um sistema de ductos
formados por células epiteliais. A partir desta constituicdo € que foram definidos
os diferentes tipos do carcinoma de mama. Os carcinomas de mama mais
frequentes sdo derivados do epitélio que reveste os ductos e os lobulos e,
portanto, séo classificados como carcinoma ductal (CD) e carcinoma lobular (CL),
respectivamente (Korkola et al., 2003). Na Tabela 2 encontram-se listados os
tipos de carcinomas mamarios existentes, com a Doenca de Paget inclusa, que se

refere a um tipo tumoral que acomete a auréola e o mamilo.
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Tabela 2. Tipos de cancer de mama de acordo com a histologia

Carcinoma Ductal In Situ
Carcinoma Lobular In Situ
Carcinoma Ductal Invasivo
Carcinoma Lobular Invasivo
Carcinoma Papilotubular
Carcinoma Micropapilar Invasivo
Carcinoma Tubular Sélido
Carcinoma Cirroso

Carcinoma Mucinoso

Carcinoma Medular

Carcinoma Adendide Cistico
Carcinoma de Células Escamosas
Carcinoma Celular Difuso
Carcinoma Apocrino

Carcinoma com Metaplasia para Cartilagens e/ou Ossos
Carcinoma Tubular

Carcinoma Secretor

Carcinoma Produtor de Matriz
Doenca de Paget

Fonte: Tsuda et al., 2009.

No contexto das anormalidades proliferativas, as lesdes mamarias evoluem
da hiperplasia para hiperplasia atipica e, posteriormente, para 0os carcinomas in
situ e invasivo, sucessivamente. Os carcinomas denominados in situ sdo aqueles
que nao invadiram os tecidos vizinhos; ja os carcinomas invasivos, Como 0 proprio
nome diz, invadem os tecidos adjacentes. Os carcinomas invasivos sao as formas
mais frequentes dos carcinomas de mama e representam o Ultimo estagio do
processo de desenvolvimento tumoral (Tsuda, 2009; Cichon et al.,, 2010).
Acredita-se que aproximadamente 15% dos CDs e 80% dos CLs sejam invasivos
e geralmente apresentam um maior envolvimento linfatico e pior progndstico que

aqueles verificados nas pacientes com tipos menos frequentes de carcinomas
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invasivos de mama. Além disso, 0s tumores ductais sdo mais coesivos e
geralmente apresentam maior crescimento e progressdo que O0S tumores
lobulares (Korkola et al., 2003; Rakha et al., 2010). Tumores malignos de mama
do tipo carcinoma tubular (CT) e do tipo carcinoma medular (CM), sem
comprometimento dos linfonodos axilares, sdo os que apresentam o melhor

prognostico (Abreu & Koifman, 2002).

As lesdes iniciais no epitélio da mama parecem se desenvolver no contexto
de uma membrana basal intacta, que normalmente exerce funcdes de supressao
tumoral pelo controle da arquitetura tecidual (Muschler & Streuli, 2010). A
classificacdo da lesdo hiperplasica para o estagio final de invasividade requer
uma analise cuidadosa da arquitetura e citologia tecidual e muitas vezes gera
inconsisténcias principalmente no que se refere as lesfes iniciais. Como ja
descrito anteriormente, as modificacdes celulares sdo ditadas por modificacdes
génicas e cromossdmicas e, portanto, a analise molecular pode ser utilizada para

auxiliar nessa diferenciacdo das lesoes.

Em relacdo ao grau histolégico, os carcinomas de mama séo classificados
em trés grupos que refletem o potencial de malignidade do tumor através da
analise da diferenciacdo das células. Os carcinomas de mama considerados de
Grau 1, sdo aqueles nos quais as células encontram-se bem diferenciadas. Estes
carcinomas sao considerados como os de melhor progndstico. Os carcinomas de
mama de Grau 2, sdo agueles nos quais as células encontram-se
moderadamente diferenciadas. Os carcinomas de Grau 3, sdo aqueles nos quais

as células encontram-se pouco diferenciadas (Tsuda, 2009; Rakha et al., 2010).

O grau histolégico é um importante fator progndstico, seja independente ou
em combinagcdo com outros fatores, como o tamanho tumoral e o

comprometimento linfonodal (Rakha et al., 2010; Buitrago et al., 2011).
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1.3.2 Tamanho do Tumor e Comprometimento dos Linfonodos

O tamanho do tumor e a condi¢do dos linfonodos axilares sdo os dois mais
importantes indicadores progndsticos para o cancer de mama. Na auséncia de
comprometimento metastatico dos linfonodos, o tamanho tumoral é considerado o
melhor preditor de recidiva do cancer (Abreu & Koifman, 2002; Rakha et al.,
2010).

O comprometimento dos linfonodos, principalmente os axilares, é
importante para a avaliagdo do carcinoma devido ao fato das mamas serem
irrigadas por uma extensa rede linfatica na qual as células tumorais podem
trafegar ao tornarem-se metastaticas. Além disso, aproximadamente 60% de toda
a linfa que percorre as mamas é drenada pelos linfonodos axilares (Guyton & Hall,
2002). O numero absoluto de linfonodos comprometidos demonstrard o grau de
agressividade biologica do tumor e, portanto, esta inversamente relacionado com
o tempo de sobrevida. Quando ha comprometimento dos linfonodos, maiores sao
as chances da presenca de metastases em outros 6rgdos. Se ha auséncia de
comprometimento metastéatico dos linfonodos, melhor é o progndéstico, tanto para
a sobrevida global quanto para a sobrevida livre de doenca (Abreu & Koifman,
2002; Rakha et al., 2010).

Tumores de menor tamanho também estdo relacionados a um melhor
progndéstico, tanto para a sobrevida global quanto para a sobrevida livre de
doenca. Geralmente os tumores de menor tamanho pertencem a estagios menos
avancados do carcinoma e respondem melhor aos tratamentos aplicados. Quanto
maior o tamanho do tumor, também s&o maiores as chances de
comprometimento metastatico dos linfonodos loco-regionais (Buitrago et al.,
2011).
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1.3.3 Micrometastases na Medula Ossea

Quando o carcinoma torna-se invasivo, a medula éssea € um dos locais
metastaticos mais comuns de tumores sélidos. Acredita-se que cerca de 20 a
40% dos tumores de origem epitelial, como o carcinoma de mama, apresentem
sitios metastéticos ocultos na medula 6ssea mesmo na auséncia do
comprometimento dos linfonodos ou de qualquer outra evidéncia da presenca de
metéstase (Woelfle et al., 2003).

Ainda ndo se sabe ao certo porque isto ocorre, mas acredita-se que por ser
um importante sitio de células-tronco do organismo, a medula 6ssea seja capaz
de provocar modificacbes nas células e, ao mesmo tempo, criar um
microambiente propicio para a progressao das células tumorais, denominado

assim de nicho pré-metastatico (Molino et al., 2008).

Portanto, devido a essas evidéncias, a presenca das micrometastases na
medula éssea parece ser preditora da presenca de metastases em outros 6rgaos
e indicativa do estabelecimento dos estagios iniciais do cancer. Para 0s casos em
gue o carcinoma ja esteja estabelecido, as micrometastases na medula 6ssea

podem ser sinais da probabilidade de recidiva precoce (Abreu & Koifman, 2002).

1.3.4 Classificagdo TNM

Independente das variacdes especificas de cada tipo tumoral do carcinoma
de mama, todos eles parecem seguir uma sequéncia biologica para a sua
formacéo e desenvolvimento, com inicio na proliferacdo e fim na invasdo. Devido
a isso, estabeleceu-se um sistema que agrupa variaveis de diagnostico e
prognéstico importantes, como o tamanho do tumor, o comprometimento dos
linfonodos e a presenca de metastases, que facilita a classificacdo dos tumores e
consequentemente a escolha terapéutica. Este sistema foi denominado de TNM.
O sistema TNM é composto de graduacdes que podem ser associadas entre si

para definir a classificacdo tumoral segundo o estadiamento (Rakha et al., 2010;
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Buitrago et al., 2011). Na Tabela 3, encontram-se as graduacdes utilizadas para
definir o critério TNM e na Tabela 4 encontra-se a classificagdo tumoral, derivada

da combinacao dos critérios TNM que definem o estadiamento.
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Tabela 3. Graduacdes utilizadas para a classificagdo TNM

T (Tumor)

TX O tumor primério ndo pode ser avaliado

T0 Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma In Situ: Carcinoma Ductal ou Lobular In
Situ ou Doencga de Paget

Tla Tumor < 0,5 cm de diametro

T1lb Tumor > 0,5 cm e <1 cm de diametro

Tlc Tumor > 1 cm e <2 cm de didmetro

T2 Tumor > 2 cm e <5 cm de didmetro

T3 Tumor > 5 cm de diametro

T4 Tumor de qualquer tamanho com extensdo a
parede tor4cica ou a pele

T4a Extensao para a parede toracica

T4b Edema ou ulceracdo da pele da mama ou nodulos
cutaneos satélites, confinados a mesma mama

T4c T4a e T4b associados

T4d Carcinoma inflamatorio

N (Linfonodos Regionais)

NX
NO
N1

N2

N3

Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
Auséncia de metastases nos linfonodos regionais

Metastase em linfonodo(s) auxiliar(es)
homolateral(is) mével(is)

Metastase nos linfonodos auxiliares homolaterais
fixos uns aos outros ou a outras estruturas

Metastase nos linfonodos da cadeia maméaria
interna homolateral

M (Metastases a Distancia)

MX

MO
M1

A presenca de metéstases a distancia ndo pode
ser avaliada

Auséncia de metastases a distancia

Metastases a distancia (incluindo metastases nos
linfonodos supraclaviculares)

Fonte: Barros et al., 2001.



Tabela 4. Estadiamento tumoral de acordo com as combinacdes das graduacdes
do sistema TNM

Estadio T N M
Estadio O Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio lla TO N1 MO
T1 N1 MO

T2 NO MO

Estédio IIb T2 N1 MO
T3 NO MO

Estadio llla TO N2 MO
T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO

Estadio Illb T4 Qualquer N MO
Qualquer T N3 MO

Estadio IV Qualquer T Qualgquer N M1

Fonte: Barros et al., 2001.

A classificacdo tumoral segundo o estadiamento representa um dos meios
mais utilizados pelos oncologistas para o estabelecimento do diagndstico e

prognéstico do carcinoma de mama.

1.3.5 Receptores Hormonais de Estrogénio, Progesterona e,
Oncogene HER2

Os hormodnios sexuais femininos, estrogénio e progesterona, tém papéis
fundamentais no desenvolvimento do cancer de mama e a avaliagdo de seus
receptores € comumente utilizada apos o diagnostico e para a avaliagdo do
prognostico (Guyton & Hall, 2002).
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O estrogénio é considerado o principal horménio sexual feminino. Ele é
responsavel pela proliferacdo celular e por estimular o desenvolvimento dos
orgaos sexuais e das mamas, além de influenciar varias outras caracteristicas
sexuais secundarias. Com relacdo ao desenvolvimento das mamas, 0 estrogénio
auxilia o desenvolvimento tecidual e é responsavel pelo crescimento dos ductos e

pela deposicao de gordura mamaria (Guyton & Hall, 2002).

Nas mulheres ndo gravidas, o estrogénio s6 € secretado em grandes
quantidades pelos ovéarios, embora pequenas quantidades também sejam
secretadas pelo cortex supra-renal. Além disso, o nivel de expressdo do
estrogénio varia de acordo com o ciclo ovariano. Ja nas mulheres gravidas, que
nao apresentam carcinoma de mama, este horménio também é secretado em

grande quantidade pela placenta (Guyton & Hall, 2002).

A progesterona, assim como o0 estrogénio, estd envolvida no
desenvolvimento das células mamarias. Ela € um dos horménios responsaveis
pelo inicio do crescimento das mamas e do aparelho responsavel pela lactacéo,
além disso, auxilia o desenvolvimento dos I6bulos mamarios (Guyton & Hall,
2002).

Nas mulheres ndo gravidas, a progesterona s6 aparece em grandes
quantidades durante a segunda metade de cada ciclo ovariano, quando é
secretada pelo corpo lateo. Durante a primeira metade do ciclo ovariano a
progesterona ocorre em pequenas quantidades no plasma, e é também secretada
em quantidades aproximadamente iguais pelo cortex supra-renal e pelos ovarios.
Ja durante a gravidez, grandes quantidades de progesterona sdo secretadas
também pela placenta, especialmente depois do quarto més de gestacao (Guyton
& Hall, 2002).

Ao longo da vida, as mulheres sdo expostas a estes horménios desde a
primeira menstruacdo até o inicio da menopausa, além disso, muitas mulheres
utilizam contraceptivos hormonais ou fazem reposicdo hormonal apds a

menopausa. Acredita-se que esta exposicdo excessiva aumenta 0 risco para o
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desenvolvimento do cancer de mama (Goldman & O’Hair, 2009; Buitrago et al.,
2011).

Para que os hormdnios atuem eficientemente nas mamas é necessario que
eles se liguem a receptores especificos nas células mamarias. Portanto, para
evitar que os hormonios, estrogénio e progesterona, sirvam como fatores de
crescimento para as células tumorais, terapias enddcrinas sao utilizadas na
pratica clinica para impedir a ligacdo destes hormdnios com 0s seus receptores
nas células mamarias e, desta forma, atrasar ou impedir o desenvolvimento ou

progresséo do carcinoma.

Portanto, conhecer a condicdo da expresséo dos receptores hormonais no
tumor, em especial do receptor de estrogénio (RE), é importante para a avaliagdo
apos o diagnéstico do cancer de mama principalmente para estabelecer a
modalidade terapéutica (Abreu & Koifman, 2002; Turnbull & Rahman, 2008;
Rakha et al., 2010). O RE quando negativo, ou seja, quando nao expresso nas
células tumorais, € correlacionado com prognostico desfavoravel e
consequentemente com menor sobrevida, enquanto tumores RE positivos, ou
seja, tumores que expressam 0s receptores RE, parecem apresentar melhores
prognésticos e consequentemente conferir maior sobrevida (Abreu & Koifman,
2002).

Tumores positivos para RE correspondem a 80% dos carcinomas de mama
e tornam-se alvos diretos para a terapia enddécrina (Weigel & Dowsett, 2010).
Porém, no carcinoma de mama familial, ja foi reportado que mais de 90% dos
tumores mamarios que apresentam mutacdes em BRCAL, ndo expressam 0S
REs, enquanto tumores de mama com mutacdes em BRCA2 possuem
distribuicdo dos REs similar ao da populacdo geral, na qual a maioria expressa

estes receptores (Antoniou et al., 2008; Turnbull & Rahman, 2008).

Em relacdo ao receptor de progesterona (RP), ele parece ter um papel
secundario na avaliacdo do carcinoma de mama (Abreu & Koifman, 2002). Mas ja

foi demonstrado que sua expressao é fortemente dependente da presenca do RE:
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tumores expressando os RPs, mas que ndo expressam os REs sao incomuns e
representam menos de 1% de todos os carcinomas de mama (Weigel & Dowsett,
2010).

Os receptores hormonais, RE e o RP, também possuem relagdo com um
importante oncogene para o0 cancer de mama denominado de HER2. Este
oncogene € responsavel por codificar uma proteina também denominada HER2,
que é importante para o desenvolvimento das células epiteliais na auséncia do
carcinoma de mama. Porém, quando o carcinoma estd presente, esta proteina
permite o crescimento das células tumorais. Quando a expressdo desta proteina
estd aumentada ha uma correlacdo com mau prognoéstico (Abreu & Koifman,
2002; Tsuda, 2009). A superexpressdo de HER2 ocorre em aproximadamente
20% de todos os carcinomas de mama primarios (Abreu & Koifman, 2002; Weigel
& Dowsett, 2010) e seu status de amplificacdo tem sido considerado um
biomarcador de diagndstico da doenca. Além disso, os tumores HER2 positivos,
ou seja, 0s tumores que expressam esta proteina beneficiam-se
significativamente da terapia anti-HER2 (Goldman & O’Hair, 2009; Weigel &
Dowsett, 2010).

1.3.6 Classificacao Molecular

A partir da descoberta das fungbes dos receptores hormonais, RE e RP, e
do oncogene HER2, no desenvolvimento do carcinoma de mama, estudos de
perfis de expressbes génicas foram realizados para distinguir em nivel molecular
0S subtipos tumorais e, a partir de entdo, surgiu uma nova classificagao tumoral
de acordo com o perfil molecular dos tumores mamarios. Esta avaliagdo pelo
perfil molecular permitiu classificar os tumores em cinco tipos diferentes,
denominados: luminal A; luminal B; superexpressao de HERZ2; basal e; normal
breast-like (Vieira et al., 2008; Tsuda, 2009; Weigel & Dowsett, 2010).
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Os subtipos, luminal A e luminal B, apresentam as melhores taxas de
sobrevivéncia e menos metéstases a distancia. Ambos os subtipos expressam RE
e RP, porém a maioria dos tumores de subtipo luminal A séo histologicamente de
baixo grau, enquanto os tumores de subtipo luminal B tendem a ser
histologicamente de alto grau e, consequentemente, apresentam o0 pior
prognéstico (Vieira et al., 2008; Sanpaolo et al., 2011).

Tumores com superexpressdo de HER2 e tumores do subtipo basal, nédo
expressam os receptores hormonais, RE e RP e, portanto, sdo considerados os
de pior progndstico, com as piores taxas de sobrevivéncia e maior quantidade de
metéstases a distancia (Vieira et al., 2008; Weigel & Dowsett, 2010; Sanpaolo et
al., 2011).

Tumores de subtipo luminal A e luminal B respondem bem as terapias
adjuvantes, como a quimioterapia e a terapia hormonal, enquanto o subtipo basal
e 0 subtipo tumoral que superexpressa HER2 parecem ser resistentes as terapias

adjuvantes (Sanpaolo et al., 2011).

1.3.7 Novos Fatores: Catepsina D, Ciclina D1, Ciclina E e Proteina Ki67

Com o avanco na compreensdo dos mecanismos envolvidos no carcinoma
de mama, novos fatores de diagndstico e prognostico capazes de auxiliar a
avaliacdo da doenca foram identificados. Dentre estes, destacam-se a catepsina

D, a ciclina D1, a ciclina E e a proteina Ki67.

A catepsina D é uma protease lisossomal que promove a lise da membrana
basal. Ela é encontrada em diversos tecidos e tem sua expresséo regulada pelo
estrogénio. Devido as caracteristicas biolégicas da catepsina D, esta protease
parece ter uma importante funcéo no processo de proliferacdo e de invasao das
células tumorais e, portanto, pode ser utilizada como indicadora do progndéstico
(Abreu & Koifman, 2002).
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A ciclina D1 é superexpressa a nivel de &cido ribonucleico mensageiro
(mRNA) e a nivel de proteina em mais de 50% dos casos de cancer de mama. Os
mecanismos celulares através dos quais a ciclina D1 se expressa nas neoplasias
humanas ndo estdo bem estabelecidos. Ela ganhou evidéncia na avaliagdo dos
carcinomas por sua habilidade de regular a proliferacdo das células responsivas
ao estrogénio e, portanto, apresentar forte correlacdo com os receptores de
estrogénio e de progesterona (Buitrago et al., 2011). A amplificacdo da ciclina D1
parece estar associada com recorréncia precoce e mau prognéstico (Weigel &
Dowsett, 2010).

A ciclina E age de forma similar a ciclina D1, como um regulador do ciclo
celular. A amplificacdo da ciclina E é detectada em diversas linhagens do cancer
de mama, mas parece nao ter funcdo na tumorigénese (Buitrago et al., 2011). A
proteina alterada a nivel pos-traducional resulta em formas de baixo peso
molecular que sdo detectaveis somente em células tumorais e correlaciona-se
com estagios e graus mais avancados do cancer de mama (Weigel & Dowsett,
2010).

A Ki67 é uma proteina nuclear considerada um marcador de proliferacédo
celular (Weigel & Dowsett, 2010). Esta proteina € expressa em células em
proliferacédo e esta ausente em células em repouso (Buitrago et al., 2011). Porém,
pouco se sabe sobre suas fungbes na divisdo celular. Com relagdo aos outros
biomarcadores, a Ki67 parece ter boa correlacdo com o grau tumoral e correlacao
inversa com o RE. Em tumores positivos para o RE, esta proteina apresenta baixa
atividade proliferativa. Ha indicios que a expressado da proteina Ki67 apds a
quimioterapia seja um forte preditor de sobrevivéncia global e livre de recorréncia
e, portanto, sua aplicacdo nos tratamentos parece predizer uma boa resposta a

guimioterapia sistémica (Weigel & Dowsett, 2010).
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1.3.8 Histoéria Familiar

A histéria familiar € a mais importante ferramenta para diagnostico e
avaliacdo do risco para o desenvolvimento do cancer de mama (Rich et al., 2004,
Majdak-Paredes & Fatah, 2008; Palacios et al., 2008).

Geralmente as mulheres com maior risco de desenvolver o carcinoma sao
aquelas com historia familiar de pelo menos um parente de primeiro grau, mae,
irma& ou filha, com diagndstico de cancer de mama abaixo dos 50 anos de idade;
mulheres com histéria familiar de pelo menos um parente de primeiro grau, com
diagnoéstico de cancer de mama bilateral ou cancer de ovario em qualquer faixa
etaria; mulheres com histéria familiar de cancer de mama masculino (Ministério

Da Saude, 2004) e; suscetibilidade genética comprovada (Barros et al., 2001).

1.3.9 Idade

A influéncia da idade no momento do diagndstico e sua relacdo com o

prognostico do cancer de mama permanecem ainda controversas.

Aparentemente a incidéncia do carcinoma de mama é relativamente baixa
antes dos 35 anos. A partir desta idade, a taxa de incidéncia € progressiva.
Aproximadamente oito em cada dez casos sao diagnosticados em idade superior
a 50 anos (http://www.inca.gov.br), provavelmente, entre outros fatores, devido ao

acumulo de mutagdes ao longo da vida.

A idade da menarca, primeira gestacdo e menopausa também devem ser
consideradas como fatores diagnosticos. Geralmente, mulheres com menarca
precoce em idade igual ou menor a 12 anos; menopausa tardia em idade igual ou
superior a 55 anos e; primeira gestacao depois de 34 anos, possuem maior risco
de desenvolver o carcinoma, principalmente devido a maior exposi¢cdo hormonal,
como descrito anteriormente (Barros et al., 2001; Goldman & O’Hair, 2009;
Buitrago et al., 2011).

52


http://www.inca.gov.br/

Em relacdo ao prognéstico, as pessoas portadoras de cancer de mama
pertencentes a quarta e a quinta décadas de vida parecem apresentar o melhor
prognoéstico. Desta forma, o pior prognostico estaria reservado ao grupo das
pacientes jovens, com idade igual ou inferior a 35 anos e aquelas cujo diagndstico

venha a ser estabelecido a partir dos 75 anos de idade (Abreu & Koifman, 2002).

1.3.10 Fatores Ambientais

Fatores ambientais podem estar relacionados ao risco de desenvolvimento
do cancer de mama e, portanto, podem ser utilizados para auxiliar o diagnostico.
Estima-se que o desenvolvimento de aproximadamente 70% dos carcinomas
malignos possua alguma relacdo com os efeitos derivados do estilo de vida, como
uso de alcool, tabaco, sedentarismo, dieta e exposicdo a radiacdo ionizante
(Barros et al., 2001; Strumylaite et al., 2010).

Mulheres que fazem o uso de alcool, mesmo esporadicamente, possuem o
risco de desenvolver o carcinoma de mama quase duas vezes maior do que
aquelas mulheres que ndo o utilizam. Este aumento do risco parece ter relacéo
com os niveis de estrogénio que se encontram alterados em consumidoras de
alcool. Além disso, durante o processo de metabolizacdo do alcool carcindbgenos
sao liberados no organismo. Os carcinGgenos quimicos provocam mutacdes nas
células normais, convertendo-as em células pré-cancerigenas e, mais tarde, em
células cancerigenas. O tabaco, outro importante fator de risco, contém
aproximadamente 40 tipos de carcindgenos diferentes e tem suas propriedades

carcinogénicas potencializadas pelo consumo de alcool (Pieta et al., 2012).

Dentre os carcindégenos responsaveis pelo desenvolvimento do carcinoma
de mama, a radiacdo ionizante é considerada o mais bem estabelecido. Esta
constatacdo surgiu apos a observacdo do aumento da incidéncia de cancer de
mama em mulheres expostas de forma aguda a radiacdo da bomba atdmica no

Japao e da observacdo do aumento da incidéncia do carcinoma em pessoas que

53



estiveram expostas a doses cumulativas da radiacdo ionizante associadas com
alguns tratamentos, como a radioterapia. Além disso, a exposicdo a muitas
radiografias diagnosticas também pode favorecer o desenvolvimento do
carcinoma. A radioterapia aplicada no cancer de mama parece contribuir para o
desenvolvimento de carcinoma principalmente em mulheres expostas a radiacao
em idade jovem, com menos de 35 anos e especialmente entre aquelas com

histéria familiar de cancer de mama (Strumylaite et al., 2010).

Outro fator de risco que é sindbnimo de alerta para as mulheres é a
obesidade. Acredita-se que ela esteja relacionada com aproximadamente 20% de
todos os casos de carcinomas. Em mulheres na menopausa, a obesidade é
diretamente relacionada aos niveis de estrogénios circulantes, que por si SO,
estdo relacionados ao risco de desenvolvimento do cancer de mama (Pieta et al.,
2012). Para as mulheres obesas que tem o cancer de mama estabelecido, a
obesidade é relacionada com mau prognéstico. Os adipdcitos liberam marcadores
inflamatoérios que podem favorecer a progressao do carcinoma. Além disso,
nestas mulheres, ha uma preocupacdo em relagdo as modalidades terapéuticas,
principalmente com a administracdo das drogas quimioterapicas. O indice de
massa corporal (IMC) é utilizado para calcular a dose e, portanto, pacientes
obesas requerem altas doses, 0 que pode resultar em excesso de toxicidade.
Portanto, a perda de peso, particularmente nestas mulheres, reduz o risco da

progressao do carcinoma e melhora a qualidade de vida (Wolin et al., 2010).

Poucas sao as evidéncias sobre o efeito de fatores ambientais isolados e o
risco de desenvolvimento do cancer de mama, portanto, para avaliacao de risco e
diagnostico do carcinoma de mama, estes fatores sdo analisados em conjunto
com a historia familiar, analise da vida reprodutiva e outros fatores importantes

descritos anteriormente.
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1.4 Diagndstico do Cancer de Mama

O exame clinico da mama deve ser o0 primeiro exame a ser realizado para
a prevencao e verificacdo de um possivel tumor. Ele é que ira servir de base para
a solicitagdo de exames complementares e para a avaliacdo dos importantes
fatores de diagnostico e progndstico descritos anteriormente (Ministério Da
Saude, 2004).

Fisicamente, podem surgir alteracdes na pele que recobre a mama, como
abaulamentos ou retracdes, inclusive no mamilo, ou aspecto semelhante a casca
de laranja. Secrecdo no mamilo também é um sinal de alerta. O sintoma do
cancer de mama palpavel € o noédulo no seio, acompanhado ou ndo de dor
mamaria.  Nédulos  palpaveis também  podem  surgir na  axila

(http://www.inca.gov.br).

Para a mama com lesfes palpaveis, a ultrassonografia (USG) é o método
escolhido para o diagnostico em mulheres abaixo dos 35 anos. Em mulheres
acima desta idade, o método de escolha é a mamografia. Na suspeita da
presenca de lesdes o diagndstico deve ser confirmado citologicamente por meio
de puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF); histologicamente, quando for
utilizada a puncéo aspirativa por agulha grossa (PAG), ou ainda, por biopsia

cirtrgica convencional (Ministério Da Saude, 2004).

Na presenca de lesGes ndo palpaveis na mama, utiliza-se o sistema
denominado de Breast Imaging Reporting and Data System (BIRADS), método
utilizado para padronizar os laudos das mamografias e para estabelecer de que
forma serd realizado o diagndstico e o controle do tumor. Este método visa
orientar o0 médico sobre a conduta a ser tomada de acordo com os achados
mamograficos. Geralmente esses metodos informam se os tumores sao negativos
para malignidade; benignos; provavelmente benignos; suspeitos para a
malignidade; altamente suspeitos para malignidade e; com malignidade
comprovada. A classificacdo para essas caracteristicas segue uma graduacao de

1 a 6. As categorias BIRADS de 1 a 3 sdo consideradas negativas, porém, as
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lesbes da categoria 3 devem ser cuidadosamente monitoradas por representar
um pequeno risco de malignidade. As lesbes que se encaixam na categoria
BIRADS 3 sdo submetidas a exames radioldégicos com intervalo semestral,
seguidos de exames radiolégicos com intervalo anual. Para as lesdes que se
encaixam nas categorias BIRADS 4 e 5 indica-se estudo histopatolégico, que
pode ser realizado por meio de PAG, mamotomia ou biopsia cirurgica. Por se
tratar de uma lesdo nédo palpavel o procedimento escolhido deve ser precedido de

uma marcacao, que pode ser através de raios X (Ministério Da Saude, 2004).

15 Novos Genes Candidatos ao Diagnostico e Progndstico do

Cancer de Mama

Estudos recentes (Singer et al., 2003; Zafiropoulos et al. 2004; lorio et al.,
2008), tém sugerido quatro variantes com importantes funcdes na regulacéo da
resposta imunolégica, que estariam relacionadas a progressdo do cancer de
mama: a) duas variantes relacionadas aos genes que codificam o receptor 2 de
quimiocinas CC (CCR2), rs1799864, e o receptor 5 de quimiocinas CC (CCR5),
rs333 e; b) duas variantes do gene do antigeno leucocitario humano G (HLA-G),

rs1704 e rs1063320.

1.5.1 Receptores de Quimiocinas

As quimiocinas sdo pequenas proteinas soluveis formadas por
aproximadamente setenta residuos de aminoacidos com peso molecular de oito a
dez kilodaltons (kDa). Estas pequenas proteinas solUveis possuem quatro
residuos de cisteinas que formam uma estrutura tridimensional que é altamente
conservada e dividida em: uma regido flexivel aminoterminal (N-terminal); trés
fitas antiparalelas B-folha e; uma a-hélice na regido carboxiterminal (C-terminal).
Na estrutura tipica, os primeiros dois residuos de cisteinas estdo situados

proximos um do outro na regido N-terminal; o terceiro residuo de cisteina reside
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no centro da molécula e; o quarto residuo de cisteina € localizado proximo a
regido C-terminal. Com base nas posicbes dos dois primeiros residuos de
cisteinas, as quimiocinas podem ser subdivididas em quatro familias: CC; CXC,;
CX3C e C. Nestas nomenclaturas, a letra C refere-se a cisteina e a letra X refere-
se aos aminodcidos presentes entre o0s residuos de cisteinas. Destas quatro
familias, as mais estudadas sdo CXC e CC: as quimiocinas da familia CXC sé&o
principalmente envolvidas na ativacdo dos neutrdéfilos; enquanto as quimiocinas
da familia CC estimulam outros leucdcitos, como 0s mondcitos, os linfécitos e os
basofilos (Choi & An, 2011).

As quimiocinas podem ainda ser agrupadas em dois grupos funcionais: em
quimiocinas inflamatérias e em quimiocinas homeostaticas. As quimiocinas
inflamatodrias sdo aquelas que controlam o recrutamento de linfécitos para o local
de inflamagdo e para os tecidos lesionados; enquanto as quimiocinas
homeostéaticas sdo aquelas que possuem a funcdo housekeeping e de recrutar 0s
leucdcitos para dentro de oOrgaos linféides secundarios, como os linfonodos
(Deshmane et al., 2009; Choi & An, 2011).

Devido a habilidade das quimiocinas de regular a migracdo de algumas
células do sistema imunoldgico, levantou-se a possibilidade de que essas
moléculas possam também controlar a migracdo de células tumorais no
organismo, o que facilitaria a metastase (Mafies et al., 2003; Degerli et al., 2005;
Zlotnik, 2006). Além disso, a infiltracdo de linfocitos e macrofagos no tecido
tumoral, mediada pelas quimiocinas, parece ter uma importante fungdo na
angiogénese e consequentemente no desenvolvimento do tumor (Salsedo et al.,
2000; Zafiropoulos et al., 2004; Deshmane et al.,, 2009). Isto parece ser
corroborado por um estudo realizado por Oldham et al. (2012), que detectaram
um aumento da expressao de certos receptores de quimiocinas nos linfocitos T
infiltrantes (TILs) do carcinoma de células renais, comparadas as ceélulas
saudaveis. Ao analisarem a distribuicdo dessas células que expressavam os

receptores de quimiocinas, verificaram que a maioria estava localizada ao redor
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dos vasos presentes no tumor. Além disso, detectaram que nestes locais, as

quimiocinas com afinidade para esses receptores também eram expressas.

Especificamente no carcinoma de mama, ja foi demonstrado que as células
epiteliais tumorais produzem a quimiocina “regulada por ativacdo, expressa e
secretada por células T’ (RANTES), também conhecida como ligante 5 de
quimiocina CC (CCL5) e esta expressdo pode estar relacionada com a
progressdo da doenca por ser considerada a maior determinante da infiltracao de
macrofagos e linfécitos nestes carcinomas (Mafies et al., 2003; Robinson et al.,
2003; Nath et al., 2006; Karnoub et al., 2007;). Além disso, a infiltracdo das
células imunolégicas e a angiogénese mediada por elas aumenta a expressao de
outra quimiocina nas células tumorais, a proteina 1 quimiotatica de mondcitos
(MCP1), também conhecida como ligante 2 de quimiocina CC (CCL2), portanto,
esta molécula parece da mesma forma que RANTES/CCL5 estar
significativamente associada ha extensao do tumor e a sobrevida do cancer de

mama (Salcedo et al.,2000; Deshmane et al., 2009).

O recrutamento e ativacao das células reguladas por quimiocinas, como a
MCP1/CCL2 e RANTES/CCL5, que sdao membros da familia de quimiocinas CC e
codificadas por genes localizados no cromossomo 17 (Zafiropoulos et al., 2004),

s6 ocorrem pela interacdo das quimiocinas com os receptores.

Os receptores de quimiocinas sdo um grupo de proteinas com sete hélices
transmembrana (TM) que pertencem a superfamilia de receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) (Chies & Hutz, 2003; Choi & An, 2011). Através da proteina
G heterodimérica € que o0s receptores transmitem o0s sinais dos ligantes
extracelulares para as vias biolégicas intracelulares (Choi & An, 2011). O receptor
de quimiocinas para a quimiocina MCP1/CCL2 é o CCR2, enquanto o principal
receptor para a quimiocina RANTES/CCL5 é o CCR5 (Zafiropoulos et al., 2004;
Foresti et al., 2009).
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1511 CCR2

O receptor de quimiocinas CCR2 € geralmente expresso nos mondcitos,
linfécitos T e células de memdéria (Zafiropoulos et al.,, 2004). Ao ligar-se a
quimiocina MCP1/CCL2, este receptor pode regular a migracao e infiltragcdo de
outros mondcitos, linfécitos T e de células NK para as regifes de inflamagéo.
Também ja foi demonstrado que quando o receptor CCR2 é ativado através da
quimiocina MCP1/CCL2, ele é capaz de direcionar o movimento das células da

neuroglia, denominadas de astrécitos (Foresti et al., 2009).

Além de ligar-se na quimiocina MCP1/CCL2, o CCR2 pode ligar-se a outras
proteinas quimiotaticas de mondcitos, como na proteina 2 quimiotatica de
mondcitos (MCP2), também denominada ligante 8 de quimiocina CC (CCL8); na
proteina 3 quimiotatica de mondcitos (MCP3), também denominada ligante 7 de
quimiocina CC (CCL7) e; na proteina 4 quimiotatica de monécitos (MCP4),
também denominada ligante 13 de quimiocina CC (CCL13). Porém a quimiocina
MCP1/CCL2 é o ligante do CCR2 mais extensivamente estudado e o CCR2, por

sua vez, € considerado seu receptor exclusivo (Zhao, 2010).

O receptor de quimiocinas CCR2 é codificado pelo gene CCR2 localizado
no braco curto do cromossomo 3, na regiao 21 (3p21) (Navratilova, 2006), e
parece desencadear tanto efeitos pro-inflamatoérios, mediados pelas APCs e pelos
linfécitos T; quanto efeitos anti-inflamatdrios, mediados pelos linfocitos Tregs
(zhang et al., 2010).

Este receptor possui duas isoformas: CCR2A, composta de 360
aminoacidos e CCR2B, composta de 374 aminoacidos. Ambas isoformas diferem
somente em suas regides carboxiterminais, portanto, acredita-se que elas sejam
formadas por splicing alternativo. O CCR2B é geralmente encontrado na
superficie celular, enquanto a maior parte do CCR2A é localizada no citoplasma.
A sequéncia de aminoacidos localizada na cauda carboxiterminal é que ira

promover o transporte do CCR2B para a superficie celular (Navratilova, 2006).
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Diversos polimorfismos ja foram descritos para o gene CCR2, no entanto, a
mais conhecida alteracdo no gene que codifica o receptor CCR2 esta localizada
no éxon 1. Tal alteracéo leva a troca de uma base nitrogenada guanina por uma
base nitrogenada adenina (G—A) na posi¢ao 190, o que leva a uma mudanca de
aminoacidos no codon 64, do aminoacido valina para o aminoacido isoleucina. A
variante responsavel por essa situacdo denomina-se CCR264l (rs1799864)
(zafiropoulos et al., 2004).

A distribuicdo desta variante possui uma frequéncia que varia de 0,1 a 0,25
em varias populacdes (Mariani et al.,, 1999). Dados sobre a influéncia deste
polimorfismo de uUnico nucleotideo (SNP) na expressdo do CCR2 sdéo
controversos. Ha na literatura evidéncias para diferentes efeitos funcionais da
variante rs1799864, assim como para a auséncia de efeito na expressdo do
receptor (Navratilova, 2006). Em relacdo a populacéo brasileira ndo ha dados de

frequéncias desta variante.

15111 CCR2 e Doencas

Consistente com o importante papel do CCR2 no trdfego de células
imunoldgicas, este receptor parece direcionar a inflamacdo em varias doencas,
como na artrite reumatoide, na rejeicdo de transplantes, na aterosclerose (Zhao,

2010), na hipertensao pulmonar e na fibrose pulmonar (Zhang et al., 2010).

Células que expressam a quimiocina MCP1/CCL2 e o receptor CCR2,
também ja foram observadas em diversas regifes do cérebro, como o hipocampo,
no qual os padrdes de expressado do CCR2 s&o alterados em condi¢cdes humanas
neuropatolégicas e em condicbes de neuroinflamacdo. Como exemplo dessas
condicbes tem-se a esclerose multipla, doenca de Alzheimer, epilepsia e
encefalopatia associada ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Foresti et al.,
2009).



Em relacdo ao HIV, apesar da baixa eficiéncia da infeccéo via o receptor
CCR2, parece haver uma relacdo entre a variante rs1799864 com a progressao
mais lenta desta doenca em adultos. Além disso, em um estudo de transmissao
vertical do HIV tipo 1 (HIV-1), realizado por Mabuka et al. (2009), demonstrou-se
que maes que portavam ao menos um alelo mutante, tinham carga viral
significativamente menor em 32 semanas de gestacdo em relagdo a maes nao
portadoras do alelo. Isto sugere que o alelo mutante materno pode parcialmente

proteger contra a transmissdo materno-fetal do HIV-1 (Mabuka et al., 2009).

Nos carcinomas, especificamente no carcinoma de mama, pouco se sabe
sobre a regulacéo do CCR2 (Zhang et al., 2010).

1512 CCR5

O receptor de quimiocinas CCR5 é geralmente expresso nos linfécitos T,
tanto em linfécitos TCD4+, quanto em linfécitos TCD8+, nos monécitos e em DCs
(Chies & Hutz, 2003; Muntinghe et al., 2003). Este receptor é codificado pelo gene
CCR5 localizado no cromossomo 3 (Chies & Hutz, 2003). Estruturalmente o
CCR5 consiste de 352 residuos de aminoacidos que formam a regido N-terminal
e a regido do segundo dominio extracelular, denominada de ECL2. O ECL2 é
responsavel pela seletividade da ligacdo do receptor que irA determinar a
variedade de quimiocinas as quais ele respondera funcionalmente (Choi & An,
2011).

Para que ocorra a interacdo do receptor CCR5 com as quimiocinas,
primeiramente a porgao central das quimiocinas CC liga-se aos dominios
extracelulares do CCR5 através de atracdes eletrostaticas e, subsequentemente,
a regido N-terminal liga-se em um segundo sitio de ligacdo que abrange as
hélices TM para ativar o receptor. Esta transducéo de sinal entre a quimiocina e o
receptor € conhecida por ter um importante papel em processos fisiolégicos e

patolégicos, como a inflamacéo e a hematopoiese (Choi & An, 2011).
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O CCRS5 pode ligar-se a diversas quimiocinas, como a proteina 1 alfa
inflamatéria de macrofagos (MIPlalfa); a proteina 1 beta inflamatéria de
macrofagos (MIP1beta); a quimiocina RANTES/CCL5 e; a quimiocina MCP2. Em
relacdo a estes ligantes, a quimiocina RANTES/CCL5 e a quimiocina MIPlalfa
podem ligar-se em outros receptores de quimiocinas CC, enquanto a quimiocina
MIP1lbeta € conhecida por ser mais especifica para o receptor CCR5 (Choi & An,
2011).

Diversos polimorfismos ja foram descritos para o gene que codifica o
receptor CCR5, no entanto, o exemplo mais conhecido de variante genética
consiste de uma delecdo de 32 pares de bases (pb) que provoca a formacao de
um codon de terminacdo precoce que ira interferir na traducdo da proteina e
consequentemente gerard um receptor de membrana nao funcional. A variante
responsavel por esta situacdo recebe o nome de CCR5delta32 (rs333)
(zafiropoulos et al., 2004; Rinke et al., 2006). Esta variante genética é localizada
no cromossomo 3p21 e ha indicios que a presenca da delecdo em um Unico alelo
ja seja suficiente para comprometer a funcdo do receptor CCR5 (Muntinghe et al.,
2003).

O alelo mutante é frequente em caucaséides e raro ou ausente em outros
grupos étnicos, como 0s nativos africanos e amerindios. Especificamente na
populacao brasileira, demonstrou-se que a prevaléncia do alelo mutante é de
4,4% em descendentes de europeus e é de 1,3% na populacédo de descendentes
de africanos. A presenca do alelo variante entre os individuos brasileiros de
ascendéncia africana pode ser facilmente explicada pelo fluxo génico europeu

dentro da populacéo (Chies & Hutz, 2003).

O receptor CCR5 funcional, sem a delecdo dos 32pb, engatilha
preferencialmente uma resposta imunoldgica envolvendo um padréo de citocinas
Thl (Nath et al., 2006; Deshmane et al., 2009), que € associada a inflamacéo
(Chies & Hutz, 2003). Isto ja foi demonstrado no carcinoma de células renais, no
qual os TILs séo representados por células do tipo Thl, produzem IFN-gama e

expressam tanto o receptor 3 de quimiocina CXC (CXCR3), quanto o receptor
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CCR5 e além disso, as quimiocinas para esses receptores sao frequentemente

encontradas nos locais de inflamacéo tumoral (Oldham et al., 2012).

No entanto, em animais, ja foi demonstrado que a deficiéncia do CCR5, ou
seja, o0 receptor ndo funcional é associado a uma resposta imunolégica mais
pronunciada do tipo Th2. Um destes estudos, por exemplo, realizado com
camundongos ateroscleroticos deficientes para o CCR5, demostrou uma menor
producdo TNF-alfa e IFN-gama, que contraria a resposta imunologica do tipo Thl
(Muntinghe et al., 2003) e sugere que isto também possa ocorrer em humanos.
Muntinghe et al. (2003) resolveram testar esta hipotese, e concluiram em seu
estudo que a porcentagem de linfocitos TCD4+ e linfécitos TCD8+ que secretam
IL4 em individuos com o0 gendtipo mutante, ou seja, que possuiam o receptor
CCR5 néao funcional, foi significativamente maior (p=0,02) quando comparada
com os individuos ndo portadores deste gendtipo, ou seja, que possuiam o
receptor CCR5 funcional. Isto indica uma resposta mais direcionada para o tipo

Th2, o que confirma a hip6tese da alteracdo na resposta imunoldgica.

1.5.1.2.1  CCR5 e Doencas

O receptor de quimiocinas CCR5 ja foi associado a diversas doencas,
como o HIV-1 (Navratilova, 2006), a anemia falciforme (Chies & Hutz, 2003), a

aterosclerose (Zhao, 2010) e com alguns tipos de cancer (Navratilova, 2006).

Apesar do conhecimento ainda limitado sobre esses receptores, ha varios
indicios que quando eles ndo sdo funcionais parecem trazer mais beneficios para
os individuos do que quando completamente funcionais. Portadores do alelo
mutante em homozigose apresentam resisténcia a infeccdo pelo HIV-1 (Chies &
Hutz, 2003; Choi & An, 2011). Além disso, ha evidéncias que os individuos
heterozigotos para a variante rs333 apresentam uma reducdo do estado de
inflamacgéo crbnica, que pode levar a sobrevivéncia diferencial em certas

patologias, como a anemia falciforme (Chies & Hutz, 2003). A protecdo da
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mortalidade associada a inflamacao para os portadores do alelo mutante também
ja foi demonstrada na doencga renal de estagio final e; em popula¢cdes humanas
caracterizadas pelo alto risco cardiovascular, a presenca do alelo variante é

associada com melhor prognéstico (Muntinghe et al., 2012).

Nos carcinomas de células renais e hepatocelular, o receptor funcional
correlaciona-se com mau prognostico (Oldham et al., 2012; Tsai et al., 2012). O
receptor CCR5 parece aumentar o estimulo para as células sairem dos vasos
sanguineos e invadir os tecidos alvos (Liang et al., 2003). O recrutamento
excessivo dos linfcitos ativado pelos ligantes RANTES/CCL5S e por seu receptor,
CCR5, no figado, parece beneficiar o desenvolvimento e metastase do carcinoma
hepatocelular, além disso, promove a destruicdo tecidual durante a resposta
inflamatoria induzida pelas quimiocinas (Tsai et al., 2012). Por outro lado, no
carcinoma de células renais, o receptor 6 de quimiocina CXC (CXCR®6), o receptor
CXCRS3, o receptor 6 de quimiocina CC (CCR6), juntamente com o receptor
CCR5, estdo envolvidos no recrutamento dos linfocitos Tregs, responsaveis por
diminuir a resposta imunoldgica, que neste caso, contribui para evasdo das
células cancerigenas e, portanto, também se tornam preditores de mau

progndstico (Oldham et al., 2012).

1.5.2 HLA-G

O HLA-G é uma molécula tolerogénica e imunomodulatéria (Fabris et al.,
2010) capaz de interagir com diversos receptores presentes em varias células do
sistema imunolégico, como nas células NK, nos linfécitos T e B, e nas APCs
(Singer et al., 2003; Algarra et al., 2004; Davidson et al., 2005; Carosella et al.,
2008). Devido a fungdo imunomodulatoria atribuida as moléculas de HLA-G,
levantou-se a hipdtese que sua expressao possa estar relacionada ao processo

de escape das células tumorais da imunovigilancia.
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A lise das células alvo, mediada pelas células NK ou pelos linfocitos T, &
inibida pela presenca do HLA-G através da interacdo com os receptores humanos
inibitorios 2 e 4 (ILT2 e ILT4), e a expressao diferencial dos receptores de inibicdo
pode definir a eficacia da resposta imune no tumor (Palmisano et al., 2002;
Davidson et al., 2005; Kleinberg et al., 2006).

O papel do HLA-G no escape tumoral € corroborado pelo estudo realizado
por Ye et al. (2007), que encontraram uma correlagéao inversa significativa entre a
expressdo do HLA-G e a resposta imunolégica do hospedeiro. Além disso, ha a
hip6tese que a superexpressdo da molécula de HLA-G em lesGes malignas ocorra
devido a alteracdo no controle gendmico durante o processo de transformacao
das células tumorais. Desta forma, acredita-se que 0s carcinomas mais
agressivos, que tem menor organizacdo do controle genético, possam ter a

expressao de HLA-G mais pronunciada (Ye et al., 2007).

Controversamente, o estudo realizado por Fabris et al. (2010), mostrou que
0 HLA-G é induzido pelo IFN-gama nas células mononucleares, o que pode
constituir uma via para proteger os tecidos da infiltragdo excessiva de linfocitos T.

O HLA-G é uma molécula de HLA classe | ndo classica que compartilha
propriedades estruturais com as moléculas de antigeno leucocitario humano
(HLA) classicas, que sao: o antigeno leucocitario humano A (HLA-A); antigeno
leucocitario humano B (HLA-B) e; antigeno leucocitario humano C (HLA-C). No
entanto, possui distribuicdo tecidual limitada, e apresenta-se em sete diferentes
isoformas geradas por splicing alternativo, das quais, quatro isoformas ligam-se a
membrana celular (G1-G4) e trés apresentam-se sobre a forma solavel (G5-G7)
(Rousseau et al., 2003; Davidson et al., 2005; Lemaoult et al., 2005; Carossela et
al., 2008). Esta molécula é codificada pelo gene HLA-G, que esta situado no
braco curto do cromossomo 6, na regidao 21.3 (6p21.3), e é composto por oito
éexons, sete introns e uma regido 3’ transcrita e ndo traduzida (3’'UTR) que faz

parte do éxon 8 (Rousseau et al., 2003).
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As duas variantes polimorficas mais estudas do HLA-G consistem em uma
insercao de 14 pb (rs1704) e um SNP na posi¢ao +3142 (rs1063320) na regiao
3'UTR.

1521 HLA-G 14 pb

O polimorfismo rs1704 do HLA-G é conhecido por ter efeito na estabilidade
do mRNA (Fabris et al., 2010). A presenca da insercao dos 14 nucleotideos no
transcrito gerado pelos alelos do HLA-G, na regido 3'UTR, pode levar a remocéao
de 92 bases no inicio do éxon 8 através de um splicing alternativo. Esta remocao
influencia a estabilidade do mRNA conferindo-lhe melhor resisténcia (Rousseau et
al., 2003; Fabris et al., 2010). Isto sugere que esta regido 3’'UTR possa estar
envolvida na regulacdo da expressdo génica a nivel pds-transcricional da
molécula HLA-G. Quando h& auséncia da insercdo dos 14 nucleotideos, 0 mRNA
se torna mais instavel e consequentemente hd uma menor produgéo da molécula
de HLA-G (Rousseau et al., 2003; lorio et al., 2008).

1.5.2.2 HLA-G +3142

Também na regido 3’'UTR do HLA-G, ha um SNP C/G na posicdo +3142
que é conhecido por ser um sitio de ligagdo para microRNAs (miRNAs) (Consiglio
et al., 2011).

Os miRNAs sdo uma pequena classe de RNAs ndo codificantes capazes
de regular a expressdao do gene em nivel pés-transcricional (lorio et al., 2008).
Esses miRNAs sdo altamente especificos para cada tecido e em relacdo aos
estagios do desenvolvimento celular. Eles desempenham importantes fungdes em
processos celulares essenciais como a diferenciacdo, a proliferacdo, a resposta
ao estresse e a morte celular e, portanto, sdo estudados em diversas doengas

humanas, incluindo o cancer. Evidéncias mostram que os miRNAs sdo expressos
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em diferentes tipos tumorais e foi sugerido que possam apresentar funcao causal
na tumorigénese (lorio et al., 2008; Shi & Guo, 2009). Os primeiros miRNAs
especificos no cancer de mama foram descritos por lorio et al. (2005), através de
uma analise de escala gendmica da expressdo dos miRNAs sobre um grande
conjunto de tecidos de mamas normais e tumores mamarios, que resultou na
identificacdo de 29 miRNAs diferencialmente expressos e capazes de classificar
0s tumores e tecidos normais com uma acuracia de 100% (lorio et al., 2005; lorio
et al., 2008). Em outro estudo realizado por Valastyan et al. (2009), observou-se
que o miRNA denominado miR31, possui relacdo inversa com a metastase em
pacientes com cancer de mama, independente do grau e do subtipo tumoral. Sua
expressao parece suprimir diversos passos do desenvolvimento do carcinoma de
mama, incluindo a invaséo, extravasdo e a colonizacdo metastatica. Porém os
mecanismos pelos quais o miR31 suprime a colonizagdo metastatica

permanecem desconhecidos (Valastyan et al., 2009).

O alelo G, do SNP C/G, na posi¢cado +3142 do HLA-G parece favorecer a
ligagcdo de trés miRNAs: miR128a, miR148b e miR152. Esta ligagédo resulta na
repressdo da tradugcdo ou até mesmo na degradacdo do mMRNA e,
conseguentemente, gera menor expressdo da molécula de HLA-G. Enquanto o
alelo C parece ser um sitio de ligagdo com menor afinidade a estes miRNAs
(Consiglio et al., 2011).

1523 HLA-G e Doencas

A molécula de HLA-G é bastante estudada em diversas doengas humanas,
como na doenca celiaca (Fabris et al.,, 2010), no Idpus eritematoso sistémico
(Consiglio et al., 2011), no aborto espontaneo recorrente, na pré-eclampsia, em
doencas cutaneas e alérgicas (Ciprandi et al., 2009), na asma (Tan et al., 2007) e
principalmente nos carcinomas (Davidson et al., 2005; lorio et al., 2005; Ye et al.,
2007).



Recentemente, um estudo realizado por Davidson et al. (2005), mostrou
que o HLA-G é expresso em 61% dos carcinomas ovarianos e 25% dos
carcinomas de mama, mas esta ausente em tecidos normais e tumores benignos
originados desses 6rgdos. Em outro estudo realizado por YE et al. (2007), em
tecidos de cancer colorretal, encontrou-se a expressdo da molécula HLA-G em
65% das amostras. Este estudo também indicou que o HLA-G pode servir como
um marcador clinico para diagnoéstico ou até mesmo para predizer o prognéstico
neste carcinoma (Ye et al.,, 2007). Além disso, o HLA-G j& foi reportado em
correlacdo com alguns parametros clinico-patolégicos nos carcinomas gastricos,

de esb6fago e de pulméao (Cao et al., 2011).

1.6 Tratamento do Cancer e Medidas Profilaticas

As modalidades terapéuticas disponiveis para o cancer de mama sdo: para
tratamento localizado, cirurgia e radioterapia e; para tratamento sistémico, a
hormonioterapia, para mulheres que expressam 0s receptores hormonais RE e

RP, e a quimioterapia (Ministério Da Saude, 2004).

A cirurgia pode ser conservadora com ressec¢ao de apenas um segmento
da mama seguida da retirada dos ganglios linfaticos ou ndo conservadora, que se
refere a retirada completa da mama, conhecida como mastectomia (Barros et al.,
2001).

Nos carcinomas de mama ductais in situ (CDIS), a mastectomia cura 98%
dos casos. Nos carcinomas invasores que possuem diametro igual ou superior a
trés cm, a mastectomia também deve ser realizada. No entanto, nos carcinomas
invasores que possuem diametro inferior a trés cm, sem comprometimento
aparente dos linfonodos, pode-se utilizar a técnica dos linfonodos sentinelas (LS)
que visa identificar aqueles linfonodos que necessitam ser submetidos a
linfadenectomia. Nos casos em quem o tumor possuir diametro inferior a dois cm

e margens cirargicas livres de comprometimento, eles poderéo ser ressecados e
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tratados com radioterapia. Além disso, o uso de hormonioterapia adjuvante com
tamoxifeno, por um periodo de cinco anos, pode ser considerado (Ministério Da
Saude, 2004).

A radioterapia € utilizada com o objetivo de destruir as células
remanescentes apds a cirurgia ou para reduzir o tamanho do tumor antes da
cirurgia. Apés a mastectomia, ela € indicada para os casos em que 0s tumores
Sao iguais ou superiores a cinco cm de diametro, com comprometimento da pele,
margens comprometidas e com quatro ou mais linfonodos comprometidos (Barros
et al., 2001; Ohgaki & Kleihues, 2009).

A radiacdo provoca alguns efeitos adversos na pele que séo
consequéncias fisiolégicas da morte celular vascular e epitelial, com a
subsequente exposicdo da membrana basal que pode favorecer a infeccao por
bactérias oportunistas. A auséncia de células endoteliais e epiteliais apés a
radiacdo é em parte devido a ativacdo de células inflamatoérias, a producao de
quimiocinas e citocinas toxicas, e a apoptose celular. A supresséo da radiacao ou

da apoptose poderia reduzir o dano agudo no tecido (Liang et al., 2003).

Um estudo realizado por Liang et al. (2003), mostrou que a producdo de
quimiocinas e citocinas inflamatérias € mediada, ao menos em parte, pela
prostaglandina E2 (PGE2). Durante a radiacéo ha a inducdo da superproducao de
citocinas e quimiocinas, que consequentemente aumenta a producdo de PGE2
localmente e sistemicamente. As duas enzimas chaves na conversdo do acido
araquidonico para PGE2 sao a ciclooxigenase tipo 1 (COX1) e a enzima
ciclooxigenase tipo 2 (COX2). Portanto, inibidores dessas enzimas, como o
celecoxibe, que é um inibidor da enzima COX2, poderiam ser efetivos nestes
casos. Além disso, este inibidor também parece diminuir a infiltracdo de
mondacitos e neutrofilos no tumor irradiado localmente e ao redor do tecido normal
(Liang et al, 2003).

A quimioterapia envolve, atualmente, uma combinacdo de compostos como

0 agente alquilante ciclofosfamida que parece ter como efeito adverso o aumento
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da toxicidade ovariana e consequentemente provocar amenorréia. A incidéncia
global de amenorréia induzida por quimioterapia varia de 53% a 89%, e se esta
amenorréia sera temporaria ou permanente depende da idade da paciente, da
dose e do tipo de droga utilizada. Em geral, mulheres acima de 40 anos tém maior
probabilidade de ter menopausa permanente quando comparadas as mulheres
com menos de 40 anos. Porém, a quimioterapia provavelmente tem efeitos de
longo prazo sobre a funcdo ovariana, ou seja, mesmo nas mulheres que fazem o
retorno da menstruacdo apOs o tratamento, ainda ha o risco de menopausa
precoce. Além das irregularidades menstruais, ha relatos que o tratamento com
tamoxifeno pode provocar cistos ovarianos benignos, hiperplasia, endometriose e
adenocarcinoma, principalmente nas mulheres pds-menopausicas. Estes efeitos
colaterais adversos estao presentes em 60% destas mulheres (Goldman & O’Hair,
2009).

Nos ultimos anos, novas drogas surgiram e demonstraram menos efeitos
adversos e uma maior eficacia quando comparadas ao tamoxifeno. Estas drogas
séo os inibidores de aromatase: letrozol, anastrozol e exemestane. Porém, estes
farmacos provocam outros efeitos desagradaveis que sao relatados com grande
incidéncia, como dores Osseas e articulares, e efeitos negativos sobre a
densidade éssea que pode levar ao aumento do risco de osteoporose e fraturas
(Goldman & O’Hair, 2009).

Quando as mulheres sédo diagnosticadas com cancer de mama durante a
gravidez, a quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia devem ser reconsideradas. A
radioterapia, por exemplo, induz a morte celular por ionizacao direta através da
interacdo com radicais livres. Mesmo com os devidos cuidados ha a disperséo
interna para o feto, e a exposicdo a radiacdo pode levar a restricdo do
crescimento intrauterino, a malformagdes congénitas e, até mesmo, a morte fetal.
Ha também, teoricamente, riscos futuros de céncer na infancia (Goldman &

O’Hair, 2009).

Devido aos efeitos adversos e as diferentes respostas tumorais aos

tratamentos, tém-se investigado novas modalidades terapéuticas com menor

70



toxicidade e maior especificidade, conhecidas como terapias alvo. Dentre as
terapias alvo, a imunoterapia tem se destacado e estd em uso como tratamento
padrdo em varios tipos de carcinomas, através do uso de adjuvantes
imunologicos; anticorpos monoclonais; vacinas contra virus oncogénicos, como a
vacina contra o papilomavirus humano (HPV); além da ativagdo imunologica,
como ocorre no transplante de medula 6ssea para doencas hematolégicas. Estas
novas estratégias terapéuticas foram desenvolvidas baseadas nos avancos do
entendimento das interacfées entre os tumores e o sistema imunolégico, e visam
favorecer a imunidade e romper com o0s circuitos regulatorios imunoldgicos que
sdo importantes para a manutencao da tolerancia tumoral (Dougan & Dranoff,
2009).

Além disso, outras terapias alvo anticAncer, como substancias que
bloqueiam o crescimento e a metastase do cancer atraves da intervencdo com
moléculas especificas, como o0 uso dos inibidores de angiogénese e drogas
indutoras de apoptose, também foram recentemente descritas (Berz & Wanebo,
2011).

Ainda no espectro de novos agentes, encontra-se em uso contra 0
carcinoma de mama e com bons resultados, o anticorpo monoclonal
trastuzumabe, comercialmente conhecido como Herceptin®. Este anticorpo
monoclonal é utilizado em pacientes que expressam a proteina HER2, e seu
mecanismo de acdo parece envolver também a regulacdo negativa dos

receptores de quimiocinas (Choi & An, 2011).

A associacdo dos receptores de quimiocinas com o cancer de mama
aponta para um importante papel desses receptores na metastase e, portanto, se
extensivamente explorados poderdo também ser alvos de intervencéo
terapéutica. Além disso, devido as suas caracteristicas biologicas, a quantificacéo
da expressao dos receptores de quimiocinas em amostras tumorais, pode ser

utilizada como um potencial biomarcador da agressividade tumoral (Zlotnik, 2006).
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Outra molécula que, se mais extensivamente estudada pode vir a ser um
biomarcador e alvo de terapia € o HLA-G. Um estudo de andlise de expressédo do
HLA-G, realizado por Davidson et al. (2005), sugere que antes de iniciar o
tratamento, esta molécula pode predizer o prognostico e indicar a eficiéncia do
tratamento, ja que células com maior expressdo do HLA-G parecem ser mais
suscetiveis a quimioterapia. Se estes achados estdo diretamente relacionados a
resposta imunoldgica é incerto até o momento. Além disso, acredita-se que a
deteccdo da expressado do HLA-G possa ser benéfica no planejamento da terapia
adjuvante, especialmente quando a imunoterapia ja foi planejada. Ja foi
demonstrado que a expressdo desta molécula nas células tumorais é
significativamente menor em efusdes obtidas durante ou apds a quimioterapia.
Isto sugere que o status do HLA-G também pode ser um marcador para o

monitoramento da quimioterapia (Ye et al., 2007).

Além de todos esses possiveis alvos e terapias, novos agentes estdo em
fases de ensaio 1, utilizados como um agente Unico ou em combinacdo com uma
ampla variedade de agentes quimioterapicos, como o irinotecan, o topotecan, a
cisplatina, a carboplatina, o 5-fluorouracil ou a citarabina. Um desses promissores
agentes € o 7-hidréxi-estaurosporina (UCN-01), que € um inibidor ndo seletivo de
CHK1, uma proteina quinase, que participa dos mecanismos que garantem a
integridade gen6mica quando a célula estd em situagcbes de estresse. Embora
originalmente desenvolvidos para selecionar tumores deficientes de p53, o0s
inibidores de CHK1 podem ser igualmente efetivos na erradicacdo de tumores

com a via da p53 intacta (Ma et al., 2011).

Com o0 aumento da compreensdao dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento e progressdao do céancer serd possivel desenvolver novos
agentes antitumorais. Portanto, determinar o perfil molecular dos tumores e
realizar estudos de correlacdo para validar a especificidade do alvo, pode ser a
chave para o sucesso do desenvolvimento desses agentes (Ye et al., 2007).
Considerando-se a alta incidéncia e mortalidade do cancer de mama no Brasil,

particularmente no estado do Rio Grande do Sul, a caracteriza¢cdo imunogenética

72



dos individuos com cancer de mama que pertencem a este estado, através da
andlise de variantes polimorficas, torna-se especialmente interessante na busca
de novos biomarcadores que atuem através da regulacao ou inducao da resposta
imunitaria. Além disso, os diferentes perfis moleculares do cancer de mama,
baseado na andlise de suas variantes genéticas, podem ser utilizados como fator
progndéstico e como fator preditivo para dar suporte clinico no tratamento da

doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi analisar quatro variantes genéticas: duas
relacionadas aos genes que codificam os receptores de quimiocinas CCR2
(rs1799864) e CCR5 (rs333) e; duas variantes relacionadas ao gene HLA-G
(rs1704 e rs1063320), como potenciais novos biomarcadores moleculares
populacionais de diagndstico e progndstico em amostras de cancer de mama
esporadico e familial do sul do Brasil.

2.2  Objetivos Especificos

e Comparar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos
polimorfismos das referidas variantes génicas em trés grupos de pacientes: (1)
Mulheres diagnosticadas com cancer de mama esporadico; (2) Mulheres
diagnosticadas com céncer de mama familial, e; (3) Grupo de mulheres sem
cancer de mama e sem historico familiar de cancer.

e Relacionar as frequéncias analisadas das diferentes variantes com
as caracteristicas clinicas importantes para avaliacdo do potencial diagndstico e

prognadstico desses polimorfismos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do Estudo

O estudo foi delineado em: (1) Estudo do tipo caso-controle para atingir o
primeiro objetivo, e (2) Estudo de casos para o segundo objetivo.

3.2 Amostra

Como descrito no item 2.2, as amostras foram divididas em trés grupos: (1)
Grupo composto de mulheres com cancer de mama esporadico; (2) Grupo
composto de mulheres com cancer de mama familial e; (3) Grupo composto de

mulheres sem cancer de mama e histoérico familiar de cancer.

As amostras dos Grupos 1 e 2 estavam parcialmente disponiveis. Estas
pacientes foram recrutadas e caracterizadas em projetos de pesquisa
previamente aprovados pelos devidos comités de ética institucionais. As amostras
de casos do Grupo 1 foram provenientes do ambulatério de oncologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA); as amostras de casos do Grupo 2 foram
provenientes do ambulatério de oncogenética do HCPA e do Nucleo Mama Porto
Alegre; as amostras controles (Grupo 3) foram constituidas de mulheres
atendidas no Nucleo Mama Porto Alegre e no HCPA, tendo sido recrutadas e
caracterizadas previamente para outras variantes em projeto de pesquisa ja

aprovado pelo GPPG (vide Aspectos Eticos, item 3.4).

3.2.1. Critérios de Incluséao

e Grupo caso 1: 83 mulheres com cancer de mama esporadico. Neste

grupo foram incluidas mulheres diagnosticadas com cancer de mama com idade
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igual ou superior a 50 anos e que néo tinham, até 0 momento da coleta, historia
familiar de primeiro ou segundo grau de cancer de mama ou outro tumor que
sugerisse o diagnoéstico de sindrome de predisposicao hereditaria ao cancer;

e Grupo caso 2: 105 mulheres com cancer de mama familial. Neste

grupo foram incluidas mulheres diagnosticadas com cancer de mama, que tinham
historia familiar de cancer de mama e outros tumores, cujo heredograma possuia
0s critérios para as sindromes de carcinomas hereditarios mais comuns, como por
exemplo, a Sindrome de Li-Fraumeni, que € causada por mutacdes germinativas
no gene TP53 e predispde os afetados a diversos tumores em idade jovem;

e Grupo controle: 151 mulheres com idade semelhante ao grupo de

casos (Grupo 1 e Grupo 2) que realizaram mamografia nos Ultimos 12 meses
antes da coleta da amostra e que ndo tinham histéria familiar, evidéncia clinica

e/ou suspeita de cancer de mama.

3.2.2. Anélise dos Polimorfismos

O material analisado foi o DNA genbmico extraido a partir de sangue

periférico.

Tanto o DNA genbémico previamente disponivel, quanto o DNA genbmico
obtido prospectivamente, foi proveniente de amostras de sangue periférico
coletadas em dois tubos de 5 mililitros (mL) com EDTA e submetidas a extracao
de DNA com Kit de Extragdo GE (GE Healthcare Lifesciences BR) a partir da
fracdo leucocitaria do sangue. Posteriormente o DNA gendmico foi quantificado
em equipamento Nanodrop, disponivel na Unidade de Analise Molecular e de
Proteinas do Centro de Pesquisa Experimental (CPE) do HCPA e armazenado a
-20°C no Laboratorio de Medicina Genémica do HCPA.

As técnicas utilizadas para as genotipagens foram:
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1. Reacdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismo baseado no Tamanho

do Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP): para identificacdo da variante do gene
CCR2, rs1799864 e; para a identificacao da variante rs1063320 do HLA-G.

A genotipagem da variante rs1799864 (do gene CCR2) foi realizada
utilizando-se os seguintes primers: Direto: 5 TTGTGGGCAACATGATGG 3’ €;
Reverso: 5° GAGCCCACAATGGGAGAGTA 3 (Mwg Operon). Cada amostra
para a reacado da PCR foi preparada para um volume final de 25 microlitros (uL)
nas seguintes condi¢fes: 1 uL de DNA [50 nanogramas (ng)]; 2,5 pL de tampao
de PCR 10X [200 milimolar (mM) de hidroximetilaminometano com &acido
cloridrico (Tris-HCI) pH 8.4 e 500 mM de cloreto de potassio (KCI)] (Invitrogen); 1
puL de cloreto de magnésio (MgCly) (Invitrogen) a 50 mM; 1 pL de
desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTP) (Invitrogen) a 5 mM; 1 uL de cada primer
na concentracdo de 10 picomoles (pmol) e 0,2 uL de Tag DNA polimerase
(Invitrogen) a 5 unidades por microlitro (U/pL), completados com 18,3 uL de agua
(H20) para atingir o volume final. O programa de amplificacdo consistiu em 1 ciclo
para a desnaturacao inicial do DNA a 94 graus Celsius (C°) por 1 minuto (min);
seguido de 40 ciclos também para a desnaturacdo do DNA a 94 graus °C por 1
min; 40 ciclos a 55°C por 1 min para o anelamento dos primers; 40 ciclos de 72°C
por 1 min para a extensao dos novos fragmentos de DNA e; 1 ciclo para uma
extensdo final a 72 °C por 3 min. O produto da amplificacdo foi submetido a
clivagem pela enzima BsaBI overnight a 37°C e produziu fragmentos com 110 pb
e 18 pb para o alelo variante 641 ou um fragmento Unico de 128 pb, ndo digerido,
para o alelo selvagem que n&o possui a substituicdo da base nitrogenada guanina
pela base nitrogenada adenina, que levaria a consequente troca do aminoacido
valina pelo aminoacido isoleucina. Posteriormente os fragmentos de DNA foram
visualizados sob luz UV, em gel de poliacrilamida 6%, corado com brometo de

etideo.

A genotipagem da variante rs1063320 do HLA-G foi realizada utilizando-se
os seguintes primers: Direto: 5 TCATGCTGAACTGCATTCCTTCC 3’ e; Reverso:
5 CTGGTGGGACAAGGTTCTACTG 3 (Mwg Operon). Cada amostra para a
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reacdo da PCR foi preparada para um volume final de 25 pL nas seguintes
condic¢des: 1 pL de DNA [50 ng]; 2,5 pL de tampéo de PCR 10X [200 mM de Tris-
HCI pH 8.4 e 500 de mM KCI] (Invitrogen); 1 uL de MgCl; (Invitrogen) a 50 mM; 1
uL de dNTP (Invitrogen) a 5 mM; 1 uL de cada primer na concentracdo de 10
pmol e; 0,2 uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen) a 5 U/uL, completados com
17,3 pL de H,O para atingir o volume final. O programa de amplificagéo consistiu
em 1 ciclo para a desnaturacao inicial do DNA a 94 °C por 5 min; seguido de 32
ciclos também para a desnaturacdo do DNA a 94 °C por 30 segundos (s); 32
ciclos de 65,5 °C por 30 s para 0 anelamento dos primers; 32 ciclos de 72°C por 1
min para a extensédo dos novos fragmentos de DNA e 1 ciclo para uma extensao
final a 72 °C por 5 min. O produto de amplificacdo foi submetido a clivagem com
a enzima de restricado BaeGl por 3 horas (hrs) a 37 °C e, produziu fragmentos de
406 pb para o alelo selvagem C e fragmentos de 316 pb e 90 pb para o alelo
mutado G. Posteriormente os fragmentos de DNA foram visualizados sob luz UV,

em gel de agarose 3%, corado com brometo de etideo;

2. Reacdo em Cadeia da Polimerase baseada na Sequéncia de Primers

Especificos (PCR-SSP): para a identificacdo da variante do gene CCR5, rs333 e

para a identificacdo do polimorfismo rs1704, do HLA-G.

A genotipagem da variante rs333 (do gene CCR5) foi realizada utilizando-
se 0s seguintes primers especificos previamente descritos por CHIES & HUTZ
(2003): Direto: 5 GAAGTTCCTCATTACACCTGCAGCTCTC 3’ e; Reverso: 5
CTTCTTCTCATTTCGACACGAAGCAGAG 3’ (Mwg Operon). Cada amostra para
a reacdo da PCR foi preparada para um volume final de 25 pL nas seguintes
condicGes: 1 pL de DNA [50 ng]; 2,5uL de tampao de PCR 10X [200 mM de Tris-
HCI pH 8.4 e 500 mM de KCI] (Invitrogen); 1,5 uL de MgCl; (Invitrogen) a 50 mM,;
1 pL de ANTP (Invitrogen) a 5 mM; 1 yL de cada primer na concentragdo de 10
pmol e; 0,2 uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen) a 5 U/uL, completados com
16,8 pL de H,O para atingir o volume final. O programa de amplificacdo consistiu
em 1 ciclo para a desnaturacéo inicial do DNA a 94 °C por 4 min; seguido de 40

ciclos também para a desnaturacdo do DNA a 94 °C por 1 min; 40 ciclos a 55 °C
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por 1 min para o anelamento dos primers; 40 ciclos a 72 °C por 1 min para a
extensdo da novo fragmento de DNA e; 1 ciclo para uma extenséo final a 72 °C
por 7 min. O produto de amplificacdo produziu fragmentos de 137 pb para o alelo
selvagem sem a delecéo dos 32 pb ou fragmentos de 102 pb para o alelo mutante
delta32. Posteriormente os fragmentos de DNA foram visualizados sob luz UV,

em gel de agarose 3%, corado com brometo de etideo.

A genotipagem do polimorfismo rs1704 do HLA-G foi realizada utilizando-
se dos seguintes primers especificos: Direto: 5
GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC 3’ e; Reverso: 5
GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA 3 (Mwg Operon). Cada amostra para a
reacdo da PCR foi preparada para um volume final de 25 ul, nas seguintes
condic¢des: 1 pL de DNA [50 ng]; 2,5 pL de tampéo de PCR 10X [200 mM de Tris-
HCI pH 8.4 e 500 mM de KCI] (Invitrogen); 0,75 puL de MgCl, (Invitrogen) a 50
mM; 2 uL de dNTPs (Invitrogen) a 5 mM; 1 pL de cada primer e; 0,2 puL de Taq
DNA polimerase (Invitrogen) a 5 U/uL. O programa de amplificacédo consistiu em 1
ciclo para a desnaturacgdo inicial do DNA & 94 °C por 2 min; seguido de 35 ciclos
também para a desnaturacdo do DNA por 30 s; 35 ciclos a 64 °C por 1 min para o
anelamento dos primers; 35 ciclos a 72 °C por 2 min para a extensao da nova fita
de DNA e; 1 ciclo para uma extenséao final a 72 °C por 10 min. O produto de
amplificagéo produziu fragmentos de 224 pb para o alelo com a inser¢do dos 14
pb ou fragmentos de DNA de 210 pb para o alelo selvagem com a auséncia da
insercao. Posteriormente os fragmentos de DNA foram visualizados sob luz UV,

em gel de poliacrilamida 8%, corado com brometo de etideo.

A analise dos polimorfismos foi realizada no Laboratorio de Imunogenética
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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3.3 Andlise Estatistica dos Dados

As frequéncias alélicas e genotipicas dos diferentes grupos de mulheres
com cancer de mama, Grupo 1 (esporadico) e Grupo 2 (familial) e; do Grupo 3
(controle), foram estimadas por contagem direta e posteriormente as frequéncias
genotipicas foram comparadas de acordo com a expectativa de Hardy-Weinberg
utilizando-se o Teste Qui-quadrado (x?). Tanto as frequéncias alélicas, quanto as
frequéncias genotipicas das quatro variantes analisadas (rs1799864, rs333,
rs1063320 e rs1704), foram comparadas por X*> ou Teste Exato de Fisher. Os
ajustes residuais e a estimativa de razdo de chances [Odds Ratio (OD)] também
foram calculados. As correlacfes entre os parametros laboratoriais e clinicos das
mulheres das mulheres dos Grupos 1 e 2 (esporadico e familial) e as frequéncias
polimérficas, foram realizadas também por x? ou Teste de Exato de Fisher para as
variaveis qualitativas e para as varidveis quantitativas utilizou-se o Teste t. A
correcdo de Bonferroni foi utilizada para compara¢des multiplas quando houve um
valor de p significante. O nivel de significAncia considerado foi de 0,05 e, todas as
analises foram realizadas com o programa estatistico SPSS, versao 20.0 (SPSS
Inc., Estados Unidos) e com o programa estatistico winPEPI (ABRAMSOM, 2004).

3.4 Aspectos Eticos

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissédo Cientifica e
pelo Conselho de Etica em Pesquisa (CEP) do HCPA (Anexo 1) para sua
realizacdo (projeto de numero 110572). Todos os pesquisadores envolvidos
assinaram um termo de compromisso para a analise e uso de dados clinicos
registrados nos prontuarios (Anexo 2), comprometendo-se a preservar a
privacidade das pacientes e utilizar os dados clinicos obtidos exclusivamente para
este estudo. Parte da amostra referente ao Grupo 1 (mulheres com cancer de
mama esporadico) foi proveniente de estudo ja aprovado no GPPG, que previa
em seu consentimento original 0 armazenamento e uso posterior do material

biologico (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) de numero 08-
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070). As demais mulheres convidadas que aceitaram participar do estudo
posteriormente, assinaram o TCLE em anexo (Anexo 3). As amostras referentes
ao Grupo 2 (mulheres com céancer de mama familial) foram provenientes de
projetos do HCPA (projetos aprovados no GPPG sob numero 08-022 e 09-115) e
do “Projeto Genética Nucleo Mama Porto Alegre” que também foi aprovado pelos
comités de ética dos hospitais participantes e pelo CONEP. O “Projeto Genética
Nucleo Mama Porto Alegre” foi delineado em 2003 para determinar a prevaléncia
de individuos com maior risco para desenvolver cancer de mama hereditario e,
para determinar a prevaléncia de mutacfes germinativas em genes especificos de
predisposicao genética ao cancer de mama em uma amostra populacional do sul
do Brasil selecionada com base na historia familiar de cancer. Todas as pacientes
encaminhadas para a avaliacdo do risco genético assinaram o TCLE, e os
pesquisadores envolvidos também assinaram o termo de compromisso para
revisdo de prontuarios e para avaliar informacdes presentes nos registros
meédicos/hospitalares (projeto aprovado no GPPG sob o numero 08-070). As
amostras do Grupo 3 (controles) foram derivadas do projeto niumero 08-182,
vigente, também aprovado pelo CEP do HCPA e que previa o estudo de variantes
polimorficas  potencialmente relacionadas ao cancer de mama e o0

armazenamento de materiais bioldgicos para estudos futuros.
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4. RESULTADOS

Foi analisado um total de 188 mulheres com céancer de mama e 151 sem
cancer de mama e sem histérico familiar de cancer (grupo controle), para as
variantes polimorficas rs1799864 e rs333 dos genes que codificam os receptores
de quimiocinas, CCR2 e CCR5, respectivamente, e para a variante polimérfica do
HLA-G rs1063320. Dentre estas mulheres portadoras do carcinoma, 83 possuem
cancer de mama esporadico e 105 possuem cancer de mama familial. Além disso,
79 mulheres com cancer de mama esporadico e 78 mulheres com cancer de

mama familial foram também genotipadas para a variante rs1704 do HLA-G.

Para o melhor entendimento da relacdo das variantes deste estudo com o
carcinoma de mama, os grupos foram analisados da seguinte forma: grupo
controle versus mulheres com cancer de mama esporadico; grupo controle versus
mulheres com cancer de mama familial; grupo controle versus mulheres com
cancer de mama esporadico e mulheres com cancer de mama familial,
agrupados, e; mulheres com cancer de mama esporadico versus mulheres com

cancer de mama familial.

A média de idade do grupo controle foi 52,44+6,141 anos; do grupo de
mulheres com cancer de mama esporadico foi 57,29+8,457 anos e; do grupo de
mulheres com cancer de mama familial foi de 44,23+12,092 anos. Quando
comparadas as idades das mulheres entre os grupos portadores de cancer de
mama (esporadico e familial), observou-se que as mulheres pertencentes ao
grupo com cancer de mama familial sdo significativamente mais jovens,
p < 0,001.

Além disso, a idade da menopausa por ser considerada uma importante
variavel clinica do carcinoma de mama, também foi avaliada e, do mesmo modo,
qgquando comparadas as idades das mulheres entre os grupos portadores de

cancer de mama (esporadico e familial), observou-se que as mulheres
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pertencentes ao grupo com cancer de mama familial apresentaram a menopausa
em idade mais precoce, p = 0,001. A média da idade da menopausa do grupo
controle foi 47,59+5,045 anos; das mulheres com cancer de mama esporadico foi
47,87£3,859 anos e; das mulheres com cancer de mama familial foi de
44,58+6,153 anos.

Uma das limitagcbes deste trabalho foi ndo termos acesso aos dados
clinicos de todas as mulheres para poder avaliar outras variaveis consideradas
importantes para diagndstico e prognéstico do carcinoma de mama. Portanto,
apenas um pequeno numero de mulheres foi avaliado quanto as caracteristicas
clinicas, que foram: presenca de metastases a distancia (n=110); tipo histolégico
(n=83); grau histolégico (n=50); comprometimento linfonodal (n=61); nimero de
linfonodos comprometidos (n=55); expressao dos receptores de estrogénio (n=61)
e progesterona (n=60) e; expressdo das proteinas HER2 (n=49) e p53 (n=49)
(Tabela 5).
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Tabela 5. Variaveis clinicas analisadas e nUmero de casos para cada variavel

Metastase
Auséncia Presenca N Total
Cancer de Mama 26 19 45
Esporadico
Cancer de Mama 32 33 65
Familial
N Total 58 52 110
Tipo Histolégico
CDIS CDI cLl cm carcinoma o
Bilateral
Cancer de Mama 3 35 7 1 1 47
Esporéadico
Cancer de Mama 2 21 1 - 12 36
Familial
N Total 5 56 8 1 13 83
Grau Histologico
Grau Grau Grau N Total
Histologico 1 Histoldégico 2 Histoldgico 3
Cancer de Mama 5 22 10 37
Esporéadico
Cancer de Mama 4 3 6 13
Familial
N Total 9 25 16 50
Comprometimento Linfonodal
Nao Sim N Total
Cancer de Mama 24 18 42
Esporadico
Cancer de Mama 8 11 19
Familial
N Total 32 29 61
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Tabela 5. Variaveis clinicas analisadas e numero de casos para cada variavel

(Continuacgéo)
Quantidade de Linfonodos Comprometidos
0 1 2 3 4 6 7 8 13 N Total
Cancer de Mama 24 3 3 - 4 - 1 1 1 37
Esporadico
Cancer de Mama 8 2 3 1 2 2 - - - 18
Familial
N Total 32 5 6 1 6 2 1 1 1 55
Receptores de Estrogénio
Auséncia Presenca N Total
Cancer de Mama 10 32 42
Esporadico
Cancer de Mama 9 10 19
Familial
N Total 19 42 61
Receptores de Progesterona
Auséncia Presenca N Total
Cancer de Mama 12 30 42
Esporadico
Cancer de Mama 6 12 18
Familial
N Total 18 42 60
Expressao de HER2
Auséncia Presenca N Total
Cancer de Mama 28 13 41
Esporadico
Cancer de Mama 6 2 8
Familial
N Total 34 15 49
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Tabela 5. Variaveis clinicas analisadas e numero de casos para cada variavel
(Concluséao)

Expresséo da Proteina p53

Auséncia Presenca N Total
Cancer de Mama 32 9 41
Esporéadico
Cancer de Mama 4 4 8
Familial
N Total 36 13 49
Quimioterapia
Nao Sim N Total
Cancer de Mama 2 42 44
Esporéadico
Cancer de Mama 1 22 23
Familial
N Total 3 64 67
Radioterapia
Nao Sim N Total
Cancer de Mama 13 31 44
Esporadico
Cancer de Mama 1 18 19
Familial
N Total 14 49 63

Nota: Na variavel Tipo Histolégico, CDIS refere-se a carcinoma ductal in situ, CDI
refere-se a carcinoma ductal invasor, CLI refere-se a carcinoma lobular invasor e
CM refere-se a carcinoma medular.

Em relacdo as variantes polimérficas analisadas, todas as frequéncias
genotipicas estdo de acordo com o esperado pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg
(Tabela 6 e Tabela 7).
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Tabela 6. Equilibrio de Hardy-Weinberg para as variantes do CCR2 e CCR5

Mulheres com

Mulheres com

Variantes Grupo Controle Céancer de Mama Cancer de
Esporéadico Mama Familial
CCR2 (rs1799864)
Val/Val
Observado 111 56 64
Esperado 112,8 57,4 66,4
641/Val
Observado 39 26 39
Esperado 35,4 23,3 34,2
641/64I
Observado 1 1 2
Esperado 2,8 2,4 4.4
Total (n) 151 83 105
Qui-Quadrado (3°) p 0,216182 0,286553 0,149925
CCR5 (rs333)
Wit/Wt
Observado 137 72 86
Esperado 137,3 72,4 86
Delta32/Wt
Observado 14 11 18
Esperado 13,4 10,3 18,1
Delta32/Delta32
Observado 0 0 1
Esperado 0,3 0,4 1
Total (n) 151 83 105
Qui-Quadrado (%) p 0,550278 0,517925 0,956990

Nota: Se p > 0,05 é consistente com o Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 7. Equilibrio de Hardy-Weinberg para as variantes do HLA-G

Mulheres com

Mulheres com

Variantes Grupo Controle Cancer de Mama  Cancer de
Esporéadico Mama Familial
rs1704
-14pb/-14pb
Observado 35 30 23
Esperado 32,6 26,8 23,4
+14pb/-14pb
Observado 39 32 38
Esperado 43,7 38,4 39,2
+14pb/+14pb
Observado 17 17 17
Esperado 14,6 13,8 16,4
Total (n) 91 79 78
Qui-Quadrado (3°) p 0,303091 0,136956 0,860896
rs1063320
C/C
Observado 34 13 23
Esperado 30,6 13,5 23,6
C/IG
Observado 68 41 52
Esperado 74,8 40 52,8
G/IG
Observado 49 29 30
Esperado 45,6 29,5 29,6
Total (n) 151 83 105
Qui-Quadrado (%) p 0,266835 0,812179 0,958305

Nota: Se p > 0,05 é consistente com o Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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As frequéncias genotipicas, alélicas (Tabela 8 e Tabela 9) e haplotipicas
(Tabela 10 e Tabela 11) das variantes estudadas foram estimadas para o grupo
controle, grupo de mulheres com cancer de mama esporadico e grupo de

mulheres com cancer de mama familial.

Tabela 8. Frequéncias genotipicas e alélicas das variantes do CCR2 e CCR5

Mulheres com Mulheres com
Grupo Controle Cancer de Mama Cancer de

Esporadico Mama Familial
CCR2 (rs1799864)
Val/Val 111 [0,7351] 64 [0,6095] 56 [0,6747]
64l/Val 39 [0,2583] 39 [0,3714] 26 [0,3133]
641/641 1 [0,0066] 2 [0,0191] 1 [0,0120]
Alelos
val 261 [0,8642]* 138 [0,8313] 167 [0,7952]*
64l 41 [0,1358] 28 [0,1687] 43 [0,2048]

! Fisher p = 0,040; OR 0,61, IC 95% 0,38-0,98

CCR5 (rs333)

WH/Wit 137 [0,9073] 72 [0,8675] 86 [0,8191]
Delta32/Wt 14 [0,0927] 11 [0,1325] 18 [0,1714]
Delta32/Delta32 - - 1 [0,0095]
Alelos
Wt 288 [0,9536]* 155 [0,9337] 190 [0,9048]*
Delta32 14 [0,0464] 11 [0,0663] 20 [0,0952]

? Fisher p = 0,032; OR 0,46, IC 95% 0,23-0,94

Nota: Estdo descritas as frequéncias absolutas e [relativas] dos gendtipos e
alelos.
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Tabela 9. Frequéncias genotipicas e alélicas das variantes do HLA-G

Mulheres com  Mulheres com
Variantes do HLA-G  Grupo Controle Cancer de Mama Cancer de

Esporadico Mama Familial
rs1704
-14pb/-14pb 35 [0,3846] 30 [0,3797] 23 [0,2949]
+14pb/-14pb 39 [0,4286] 32[0,4051] 381[0,4872]
+14pb/+14pb 17 [0,1868] 17 [0,2152] 17 [0,2179]
Alelos
-14pb 109 [0,5989] 92 [0,5823] 84 [0,5385]
+14pb 73[0,4011] 66 [0,4177] 72 [0,4615]
rs1063320
C/C 34 [0,225] 13[0,1567] 231[0,2191]
C/IG 68 [0,450] 41 [0,4939] 52 [0,4952]
G/G 49 [0,325] 29 [0,3494] 30 [0,2857]
Alelos
C 136 [0,4503] 67 [0,4036] 98 [0,4667]
G 166 [0,5497] 99 [0,5964] 112 [0,5333]

Nota: Estdo descritas as frequéncias absolutas e [relativas] dos gendétipos e

alelos.

90



Tabela 10. Frequéncias haplotipicas das variantes do CCR2 e CCR5

Mulheres com  Mulheres com

Haplotipos Grupo Controle  Cancer de Mama  Cancer de
Esporéadico Mama Familial
Wt/64l 1 [0,0066] 1 [0,0120] 2 [0,0191]
L wi/val 99 [0,6556]* 49 [0,5904] 49 [0,4667]*
Wt/Htz 37 [0,2450] 22 [0,2650] 35 [0,3333]
Htz/Val 12 [0,0795] 7 [0,8434] 14 [0,1333]
Duplo Htz 2 [0,0133] 410,0482] 4 [0,0381]
Delta32/Val - - 1 [0,0095]
Delta32/64l - - -
Total (n) 151 [1] 83 [1] 105 [1]

! Pearson p = 0,030

Nota: Estdo descritas as frequéncias absolutas e [relativas] dos haplétipos. Wt
refere-se ao homozigoto selvagem e Delta32 ao homozigoto mutante da variante
rs333 do CCRS5; Val refere-se ao homozigoto selvagem e 64l ao homozigoto
mutante da variante rs1799864 do CCR2. Htz refere-se a heterozigoto.
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Tabela 11. Frequéncias haplotipicas das variantes do HLA-G

Mulheres com

Mulheres com

Haploétipos Grupo Controle  Céancer de Mama Cancer de
Esporadico Mama Familial
-14pb/C 17 [0,1868] 13 [0,1266] 151[0,1923]
-14pb/CG 151[0,1648] 16 [0,2025] 5[0,0641]
-14pb/G 3[0,0330] 1 [0,0126] 3 [0,0385]
+14pb/C 3[0,0330] - -
+14pb/CG - - 1[0,0128]
+14pb/G 14 10,1538] 17 [0,2152] 16 [0,2051]
Htz/C 2 [0,0220] - 1[0,0128]
Duplo Htz 25 [0,2747] 22 [0,2785] 30 [0,3846]
Htz/G 12 [0,1319] 10 [0,1266] 7 [0,0898]
Total (n) 91 [1] 79 [1] 78 [1]

Nota: Estao descritas as frequéncias absolutas e [relativas] dos haplétipos. -14pb
refere-se ao gendtipo homozigoto selvagem, sem a insercdo dos 14pb e +14pb
refere-se ao gendtipo homozigoto mutante com a insercdo dos 14pb, da variante
rs1704; C refere-se ao homozigoto selvagem e G ao homozigoto mutante da
variante rs1063320. Htz refere-se a heterozigoto.

Como pode ser observado na Tabela 8 e na Tabela 10, encontrou-se
diferenca estatistica significativa entre as frequéncias alélicas, das variantes do
CCR2 e CCR5, e dos haplotipos destas mesmas variantes quando comparados o
grupo controle com o grupo de mulheres com cancer de mama familial. Observou-
se maior frequéncia do alelo selvagem Val da variante rs1799864 (p=0,040, OR
0,61, IC 95% = 0,38 — 0,98); maior frequéncia da do alelo selvagem Wt da
variante rs333 (p=0,032, OR 0,46, IC 95% = 0,23 — 0,94) e; maior frequéncia do
haplétipo duplo selvagem Wt/Val (p=0,030) destas mesmas variantes, nas
mulheres do grupo controle. N&o foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entre as frequéncias alélicas e haplotipicas das variantes do HLA-G

para os grupos estudados.

Quando avaliados, individualmente, os fatores clinicos para os grupos com

cancer de mama (esporadico e familial), ndo se observou diferencas estatisticas
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em relacdo a presenca de metastases a distancia, ou seja, ambos 0s grupos
apresentaram frequéncia similar de metastases. O mesmo pode ser observado
em relacdo ao grau histologico; expressdo dos receptores RE e RP, e das
proteinas HER2 e p53; comprometimento linfonodal e nimero de linfonodos
comprometidos. No entanto, em relacdo ao tipo histolégico, observou-se maior
frequéncia (p = 0,001) (Tabela 12) do carcinoma ductal invasor (CDI) e do
carcinoma lobular invasor (CLI), em mulheres com cancer de mama esporadico e
maior frequéncia do carcinoma bilateral, em mulheres com céancer de mama
familial. Apesar de desconhecermos, neste estudo, o tipo histolégico dos
carcinomas bilaterais, eles foram incluidos nesta categoria porque independente
do tipo histolégico eles geralmente estdo associados as mutacbes nos genes
BRCA1 e BRCA2 que representam um grupo de maior risco para O
desenvolvimento de carcinomas. Infelizmente os dados referentes a estes genes

de predisposicédo nao puderam ser avaliados.

Tabela 12. Comparacao dos tipos histolégicos entre as mulheres com céancer de
mama esporadico e com cancer de mama familial

Tipo Histolégico
CDIS CDI CLI CM Carcinoma Pearson

Bilateral P

Cancer de Mama 1 35* 7* 1 1
Esporéadico (n)

Ajuste Residual 2,0 2,0 -3,7

0,001

Cancer de Mama 3 21 1 - 12*
Familial (n)

Ajuste Residual -2,0 -2,0 3,7

Nota: *Ajuste residual > 1,96 considera-se que h& associacédo significante.

Em relacdo as modalidades terapéuticas (quimioterapia e radioterapia),
observou-se que a radioterapia foi a modalidade mais utilizada para o tratamento

nas mulheres com cancer de mama familial, enquanto nas mulheres com cancer



de mama esporédico observou-se maior frequéncia do uso de quimioterapia para
o tratamento (p = 0,047; OD 1,345, IC 95% = 1,080 — 1,673).

Posteriormente as caracteristicas clinicas foram correlacionadas com os
genodtipos e com as combinacdes haplotipicas das variantes polimorficas
analisadas. Nenhuma das variantes teve relagdo com a presencga ou auséncia de
metastases a distancia, com comprometimento linfonodal e nimero de linfonodos

comprometidos, grau histologico, expressao de RE, HER2 e p53.

No entanto, em relacdo ao tipo histolégico, observou-se maior frequéncia
do gendtipo homozigoto selvagem, Val/Val, da variante rs1799864, nas mulheres
portadoras do cancer de mama esporadico do tipo CLI comparada as mulheres
com cancer de mama familial que apresentam o mesmo tipo histolégico (Tabela
13) (p = 0,005) e; observou-se maior frequéncia do haplétipo Wt/64l, dos genes
que codificam os receptores de quimiocinas, nas mulheres portadoras do
carcinoma de mama familial do tipo histolégico CLI em relacdo as mulheres com
carcinoma esporadico de mesmo tipo histoldégico (p = 0,018) (Tabela 14). Para as
demais variantes ndo foi encontrada qualquer relacdo estatistica significativa

entre 0s grupos estratificados pelo tipo histoldgico.
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Tabela 13. Relagdo do tipo histolégico e a variante rs1799864 do CCR2 entre as
mulheres com cancer de mama esporadico e cancer de mama familial

Genotipos
Tipo Histoldgico Val/Val 641/641  64l/Val
(n) (n) (n)
CDIS Esporadico 1 - -
Familial 2 - 1
CDI Esporéadico 24 - 11
Familial 16 - 5
CLI Esporéadico 7* - -
Ajuste Residual 2,8 2,8
Familial - 1* -
Ajuste Residual -2,8 2,8
CM Esporadico 1 - -
Familial - - -
Carcinoma Bilateral Esporadico 1 - -
Familial 8 - 4

Nota: *Ajuste residual > 1,96 considera-se que ha

Pearson p = 0,005.

associacao significante;
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Tabela 14. Relacdo entre os haplétipos das variantes do CCR2 (rs1799864) e
CCR5 (rs333) e tipo histolégico entre as mulheres com cancer de mama
esporadico e cancer de mama familial

Haplotipos
Tipo Histologico Wt/64l  Wt/Val Wt/Htz Htz/Val Htz/Htz
(n) (n) (n) (n) (n)
CDIS Esporédico - 2 1 - -
Familial - 1 - - -
CDI Esporadico - 21 8 3 3
Familial - 11 5 5 -
CLI Esporéadico - 5 - 2 -
Ajuste Residual -2,8
Familial 1* - - - -
Ajuste Residual 2,8
CM Esporadico - 1 - - -
Familial - - - - -
Carcinoma Bilateral Esporadico - 1 - - -
Familial - 6 4 2 -

Nota: *Ajuste residual > 1,96 considera-se que h& associacdo significante;
Pearson p = 0,018.

Encontrou-se também uma maior frequéncia de mulheres heterozigotas
(+14pb/-14pb) para a variante rs1704, do HLA-G, entre as mulheres que né&o
expressam o RP, pertencentes ao grupo com cancer de mama familial, enquanto
uma maior frequéncia de homozigotas selvagens (-14pb/-14pb) para a mesma
variante foi observada entre as mulheres que ndo expressam o RP pertencentes

ao grupo com cancer de mama esporadico (p = 0,039) (Tabela 15).
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Tabela 15. Relacdo entre a auséncia (negativo) ou presenca (positivo) da
expressao do receptor de progesterona e a variante rs1704 do HLA-G entre as
mulheres com cancer de mama esporadico e mulheres com cancer de mama
familial

Genaotipos

Receptor de Progesterona -14pb/ +14pb/ +14pb/
-14pb +14pb -14pb

Esporadico 6* 1 4

Negativo Ajuste.l'\’.esidual 2,2 -2,5

Familial - - 6*

Ajuste Residual -2,2 2,5

Esporéadico 9 7 12

Positivo
Familial 3 4 3

Nota: *Ajuste residual > 1,96 considera-se que h& associacdo significante;
Pearson p = 0,039.
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5. DISCUSSAO

O cancer de mama é uma doenca de etiologia complexa (lorio et al., 2008)
gue envolve tanto fatores ambientais (Strumylaite et al., 2010; Wolin et al., 2010;
Pieta et al., 2012); quanto fatores genéticos (Tsuda, 2009). Estima-se que 5 a
10% dos carcinomas de mama estejam relacionados com mutagdes na linhagem
germinativa, as quais predispdéem ao cancer de mama familial, e que 90 a 95%
estejam relacionados a mutacfes na linhagem somatica, as quais desencadeiam

o cancer de mama esporadico (Tsuda, 2009).

Na ultima década, com o avan¢o da compreensao do desenvolvimento do
carcinoma, tem-se dado bastante atencdo a relacdo do sistema imunoldgico e a
progressdo da doenca. Acredita-se que 0 sistema imunoldgico possa tanto
antagonizar quanto favorecer o desenvolvimento do carcinoma. As células
tumorais parecem utilizar diferentes mecanismos para escapar da vigilancia
imunologica ou para utilizar as células do sistema imunolégico a seu favor,
promovendo um microambiente inflamatério que pode auxiliar no desenvolvimento
da angiogénese e, posteriormente, permitir a metastase, que € a maior causa de

mortalidade da doenca.

O carcinoma de mama € um tipo tumoral que se desenvolve de forma
relativamente lenta, portanto a possibilidade de estabelecer o diagnostico ainda
em fase precoce é elevada (Abreu & Koifman, 2002). Geralmente o diagnéstico e
a avaliacdo do prognéstico sao realizados pela andlise dos fatores responsaveis
pelo desencadeamento e progressédo do carcinoma. Ainda pouco se sabe sobre a
relacdo do sistema imunolégico e o desenvolvimento do carcinoma de mama,
mas acredita-se que as moléculas envolvidas nos mecanismos imunoldgicos do
hospedeiro, poderiam, se mais extensivamente estudadas, ser utilizadas como
alvos para diagnodstico e prognostico e, até mesmo, na definicAo de novos

tratamentos e te rapias.
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A regido sul do Brasil tem uma das maiores incidéncias de carcinoma de
mama feminino do pais, portanto, nosso estudo foi composto de apenas mulheres
residentes nessa regido. Devido aos carcinomas de mama familial e esporadico
diferirem em origem e caracteristicas genéticas, n0s avaliamos o impacto de
importantes genes do sistema imunologico, HLA-G, CCR2 e CCR5, em ambos os
grupos de carcinoma de mama, familial e esporadico, separadamente e em
conjunto; comparando-os a um grupo de mulheres, também residentes no sul do

Brasil que ndo possuem o carcinoma, nem historia familiar de cancer.

O carcinoma de mama € geralmente raro em mulheres jovens, com idade
abaixo dos 35 anos. A partir desta idade, a taxa de incidéncia € progressiva
(http://www.inca.gov.br). Porém, se as mulheres sdo portadoras de mutacées nos
genes de predisposicdo da doenca, a chance dela ocorrer em idade jovem,
aumenta. Portanto, mulheres com céncer de mama familial geralmente
apresentam a doenca em idade mais jovem do que as mulheres com cancer de
mama esporadico. Nas mulheres com cancer de mama esporadico, 0 carcinoma
se apresenta, entre outros fatores, como reflexo do acumulo de mutacdes
adquiridas ao longo dos anos. Esta questdo da idade foi claramente observada
em nosso estudo, no qual o grupo de mulheres com cancer de mama familial
apresentou idade média inferior ao grupo de mulheres com carcinoma de mama

esporadico.

Ainda em relacdo a idade, observou-se que as mulheres com cancer de
mama familial entraram no periodo de menopausa mais precocemente. As idades
de menarca e menopausa sdo consideradas importantes fatores de avaliacao
clinica, pois refletem o periodo em que as mulheres estiveram expostas aos
horménios sexuais, estrogénio e progesterona. Estes horménios sdo fatores
conhecidos por atuar na proliferacao celular e participar do desenvolvimento do
carcinoma. Acredita-se que as mulheres que tiveram mais tempo de exposicéao a
estes hormonios tenham maior chance de desenvolver a doenca. Infelizmente, o
tempo de exposicédo total (periodo entre a menarca e a menopausa), ndo pode ser

avaliado em nosso estudo por ndo termos a idade da menarca. Portanto, a
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diferenca na idade da menopausa observada no nosso trabalho pode envolver
duas situagdes: a) revelar um tempo de exposicdo menor aos hormonios sexuais;
e b) a menopausa pode ter sido causada precocemente no grupo de mulheres
com cancer de mama familial, que sdo mais jovens que as portadoras de cancer
de mama esporadico, devido a exposi¢ao ao tratamento do carcinoma, que possui
como um dos efeitos adversos mais relatados, a amenorréia, muitas vezes

permanente.

Ao analisar os parametros clinicos, observamos em nosso estudo que
mulheres com cancer de mama familial apresentaram uma menor frequéncia dos
tipos de carcinoma de mama invasivos, comparadas as mulheres com cancer de
mama esporadico. Ou seja, as mulheres pertencentes ao grupo com carcinoma
de mama esporadico tiveram maior frequéncia do CDI e do CLI (p = 0,001).
Curiosamente, nenhuma das mulheres com carcinoma de mama familial do tipo
CLI era homozigota selvagem (Val/Val) para a variante do CCR2, diferente das
mulheres pertencentes ao grupo com carcinoma de mama esporadico de mesmo
tipo histoldgico. Apesar do niumero de mulheres com esse tipo histolégico ter sido
pequeno, estes dados ndo podem ser descartados, porque fortalecem a hipétese
de que nas mulheres com cancer de mama esporadico, com um receptor CCR2
completamente funcional, pode haver uma relacdo ha uma maior infiltracdo
celular imunolégica no microambiente tumoral, permitindo a angiogénese e o

desenvolvimento desse carcinoma invasivo especifico.

Consistente com essa hipotese, observamos nas mulheres com cancer de
mama familial que apresentaram menor frequéncia dos carcinomas invasivos,
uma frequéncia estatisticamente significativa do gendétipo variante 641/641 do
CCR2, que € responsavel por codificar um receptor de quimiocinas nao funcional
e, portanto, ndo atua de forma eficiente no recrutamento das células imunolégicas
que permitiriam maior invasdo. Além disso, observou-se nessas mulheres, maior
frequéncia do haplétipo Wt/64l, dos genes que codificam os receptores de
qguimiocinas, CCR5 e CCR2. Isto poderia estar relacionado a menor presenca de

carcinomas invasivos neste grupo de mulheres, e a presenca do gendtipo Wt/Wt,
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que codifica o receptor CCR5 completamente funcional, é que poderia estar
relacionado ao recrutamento de células imunoldgicas nos carcinomas invasivos
deste grupo. Por outro lado, acredita-se que o SNP rs1799864, do CCR2, possa
ter um efeito dominante que interfere na fungdo do CCR5. Sendo assim, a
combinacéo haplotipica encontrada, nos sugere que apenas a variante 64| tem
influéncia no carcinoma de mama familial. Porém, esta questdo haplotipica das
variantes dos receptores € ainda controversa. Em individuos com HIV, por
exemplo, ja se demonstrou que a variante rs1799864 ndo possui efeito na
expressdo do CCR5 (Mariani et al., 1999). De todo o modo, considerando nosso

tamanho amostral, devemos ter cautela na interpretagao.

Nossos dados, em relacdo as variantes e o carcinoma de mama, Sao
corroborados, em parte, por um estudo realizado em 2004, por Zafiropoulos et al.
(2004), que verificaram um efeito protetor da variante 641 em homozigose e
heterozigose para o carcinoma de mama esporadico, ou seja, 0 receptor ndo
funcional conferiu protecdo ao desenvolvimento da doenca. Em contrapartida,
outros estudos realizados com carcinoma cervical (Chatterjee et al., 2010) e
carcinoma de bexiga (Narter et al., 2010), com o mesmo polimorfismo de nosso
estudo, do CCR2, encontraram associacao positiva da variante rs1799864 com o

desenvolvimento dos carcinomas.

Sobre a variante polimérfica do CCR5, da mesma forma que em nosso
estudo, o estudo de Zafiropoulos et al. (2004) ndo encontrou associagao do alelo
mutante nos carcinomas de mama comparado as mulheres saudaveis. No
entanto, em um estudo realizado por Mafies et al. (2003), observou-se associagéo
da expressdo do CCR5 com o carcinoma de mama, porém esta associacao sO
ocorreu quando analisada de um modo dependente da proteina supressora
tumoral p53. Os dados obtidos pelos autores sugerem que o alelo mutante
apenas influenciou a progressdo do carcinoma nos pacientes cujos tumores
expressavam a proteina p53 selvagem (Mafes et al., 2003). Em nosso estudo, a
variante do CCR5 também foi analisada em relacdo a expressao da proteina p53,

porém nenhuma associacédo foi encontrada.
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Quando as mulheres de todos os grupos do estudo foram avaliadas para
0S genotipos e haplotipos, independente dos parametros clinicos, ndo se
observou diferenca estatisticamente significativa entre as mulheres saudaveis e
com cancer de mama esporadico ou entre as mulheres com os diferentes
carcinomas de mama. No entanto, quando as mulheres pertencentes ao grupo
com cancer de familial foram comparadas com as mulheres pertencentes ao
grupo controle, observou-se maior frequéncia dos alelos selvagens dos
polimorfismos rs1799864 e rs333, do CCR2 e CCRS5, respectivamente, e do
haplétipo destes alelos combinados (Wt, Val e Wt/Val, respectivamente) entre as
mulheres do grupo controle. Isto contradiz a hipdtese que o0s receptores
completamente funcionais poderiam favorecer o desenvolvimento da doenca,
porém alerta para a possibilidade que outros mecanismos possam estar atuando
na regulacdo dos genes que codificam os receptores, fazendo com que, na
presenca do tumor esporadico estes receptores sejam superexpressos agindo de
forma prejudicial. Uma forma de avaliar essa possibilidade seria a quantificacédo

da expresséo desses receptores nas células tumorais.

Ainda em relacao aos tipos dos carcinomas mamarios, observamos que
mulheres com cancer de mama familial apresentaram uma maior frequéncia de
carcinoma bilateral. Estes achados estdo de acordo com literatura, pois a
bilateralidade € mais frequente em mulheres com carcinoma familial. Quando h& a
presenca de bilateralidade, geralmente suspeita-se de mutacdes nos genes de
predisposicdio BRCA1 e BRCA2, por ser considerada uma caracteristica
fenotipica prevalente e consequente das mutacées nesses genes. O carcinoma
de mama bilateral €& relativamente raro em mulheres que ndo possuem as
mutacOes nos genes de predisposicdo. Em nosso estudo, observamos apenas
uma mulher com carcinoma de mama esporadico que apresentava bilateralidade,
em contrapartida, doze das mulheres com carcinoma de mama familial
apresentaram esta caracteristica. O carcinoma de mama bilateral pode ser
sincronico, detectado simultaneamente em ambas as mamas ou assincronico,
detectado apos o diagndéstico de cancer da primeira mama afetada que pode ser

de origem metastatica. Geralmente a bilateralidade sincrbnica é a mais frequente
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nas mulheres portadoras das mutacdes nos genes de predisposicdo (Borg et al.,
2010).

Consistente com os dados obtidos pela avaliacdo do tipo histologico,
verificamos que as mulheres com carcinoma de mama familial, que apresentaram
menor frequéncia de tumores invasivos, também apresentaram menor frequéncia
de negatividade para os RPs. Geralmente os carcinomas de mama que nao
expressam esses receptores nas células tumorais s&do considerados mais
invasivos e com pior prognastico, pois refletem uma maior perda de diferenciacao
em relacdo as células normais da mama. Consequentemente, por possuirem
carcinomas menos invasivos, as mulheres com cancer de mama familial
pertencentes ao nosso estudo utilizaram com maior frequéncia a radioterapia
como modalidade terapéutica. A radioterapia é geralmente utilizada para o
tratamento localizado da doenca. As mulheres com carcinoma esporadico,
pertencentes ao nosso estudo, utilizaram mais frequentemente como modalidade

terapéutica, a quimioterapia que € um tratamento sistémico.

Um dos achados mais interessantes de nosso estudo foi a relagdo da
variante do gene HLA-G, rs1704 com a auséncia dos RPs. Observamos que as
mulheres com céancer de mama familial que ndo expressam os RPs foram
exclusivamente heterozigotas (+14pb/-14pb) para esta variante do HLA-G,
enquanto as mulheres com carcinoma de mama esporadico, que ndo expressam
esses RPs foram, na maioria, homozigotas para a delecdo dos 14pb do gene
HLA-G (-14pb/-14pb). Cabe ressaltar que apenas uma mulher, do total de
mulheres com carcinoma de mama, apresentou homozigose para a insercao dos
14 pb (+14pb/+14pb) no gene HLA-G em conjunto com a caracteristica de nao

expressao do RP.

Acredita-se que a delecdo de 14 pb gera transcritos menos estaveis e,
consequentemente, menor producdo de moléculas de HLA-G. A molécula de
HLA-G é conhecida por conferir resisténcia a lise pelas células NK e por inibir a
atividade dos linfocitos T citotéxicos, além de modificar o balanco entre as
citocinas do tipo Thl e do tipo Th2, favorecendo o desenvolvimento de um
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ambiente anti-inflamatério. Quando as moléculas de HLA-G sdo menos
expressas, acredita-se que ha um favorecimento da formacdo do ambiente pro-
inflamatoério que, no carcinoma de mama, estd potencialmente associado a

promocao do desenvolvimento tumoral.

A relacdo que encontramos com a expressao do HLA-G e a progesterona
nos faz questionar se este hormoénio estaria atuando, de alguma forma, na
regulacdo do gene HLA-G nos carcinomas de mama, possibiltando a sua
progressdo. Ainda ndo se sabe ao certo, quais sdo 0s mecanismos que regulam a
expressdo do HLA-G. Em condicbes normais esta molécula é encontrada
predominantemente expressa no trofoblasto da placenta, que produz grandes
guantidades de progesterona. A progesterona também esta presente nas mamas,
sendo um dos responséaveis pelo desenvolvimento das células maméarias. Estas
informagdes, juntamente com os achados de nosso estudo, nos sugerem que 0
HLA-G possa efetivamente ser regulado pela progesterona em mulheres. Esta
hip6tese € corroborada por um estudo realizado por Ye et al. (2006). Neste
estudo, o objetivo foi verificar os efeitos da progesterona na expressédo do HLA-G
in vitro e, para isso, 0s autores utilizaram cultura de células de trofoblastos. A
partir da analise destas culturas, os autores concluiram que a progesterona teve
efeito na regulacdo do HLA-G e que este efeito foi dependente da quantidade do
horménio, o que sugere que este mecanismo possa também ocorrer in vivo, no

caso de nosso trabalho, em células do carcinoma de mama (Ye et al., 2006).

No entanto, 0s mecanismos pelos quais a progesterona regula o HLA-G e o
sistema imunologico, ainda ndo s&o completamente conhecidos. Evidéncias
sugerem que a progesterona, durante a gravidez, esteja envolvida em efeitos
semelhantes aqueles promovidos pelo HLA-G no sistema imunolégico, atuando
na supressao da producéo de linfécitos T, no bloqueio da atividade citotoxica dos
linfécitos T e na reducédo da atividade das células NK (Ye et al., 2005). Porém, se
estes mesmos efeitos ocorrem nas células do carcinoma de mama, permanece

por ser elucidado.
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De forma parecida com a encontrada em nosso trabalho, um estudo
realizado por Veit et al. (2008), com portadores de artrite juvenil idiopatica (AJl),
também verificou uma maior frequéncia do alelo -14pb da variante do HLA-G no
grupo de mulheres com esta doenga, quando comparadas com controles (Veit et
al.,, 2008). Com base nestes dados, os autores sugeriram um possivel
envolvimento da molécula HLA-G na doenca no sexo feminino, possivelmente

envolvendo regulacdo mediada por hormonios.

Cabe salientar que nossos achados nao foram relacionados diretamente ao
hormonio progesterona, e sim ao receptor deste hormoénio. No entanto, sabe-se
que para a progesterona atuar de forma eficiente € necessaria a interacdo e
ativacdo do seu receptor. Esta ativacdo ocorre através da ligacdo do receptor a
uma sequéncia especifica de DNA denominada elemento de resposta da
progesterona (PRE). Isto nos leva a supor que o HLA-G possa ter alguma
sequéncia que responda a progesterona e, da mesma forma, que permita a
interacdo com o receptor. Ou seja, a progesterona poderia regular o HLA-G via
receptor intracelular. Esta hip6tese ja foi testada pelo grupo de Ye et al. (2006),
gue encontraram uma sequéncia de 15 pb na regido promotora do HLA-G, que

contém um sitio de ligacéo especifico para o RP.

No entanto, mais estudos sdo necessarios para verificar os mecanismos
exatos pelos quais os RPs podem interferir na regidao 3’UTR do HLA-G, onde
encontra-se o polimorfismo rs1704. Aparentemente, a auséncia do RP esta
relacionada a uma menor producdo da molécula de HLA-G. Em conjunto, 0s
dados sugerem um papel fundamental do HLA-G na regulacdo da resposta

imunoldgica no carcinoma de mama.

Com relacdo a outra variante estudada do HLA-G, rs1063320, nenhuma
relacdo foi encontrada com os parametros clinicos, 0 que nos sugere que este
polimorfismo, ao menos nesta patologia, ndo possui relacdo com o
desenvolvimento da doenca. Do mesmo modo, os haplotipos do HLA-G, néo
mostraram nenhuma relagdo com o desenvolvimento do carcinoma de mama.

Porém, este € o primeiro estudo que relaciona as duas variantes do HLA-G
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(rs1063320 e rs1704) com o carcinoma de mama, portanto, estudos com maior

namero de amostras devem ser realizados para melhor investigagao.

De modo geral, concluimos com nosso estudo que mulheres com
carcinoma de mama esporadico apresentam o0s carcinomas em idade mais
elevada e, de forma mais agressiva, que as mulheres com carcinoma de mama
familial. As variantes estudadas, rs1704 do HLA-G e rs1799864 do CCR2,
mostraram relacdo positiva com a agressividade tumoral nessas mulheres.
Mulheres com carcinomas mais agressivos apresentam mais frequentemente as
variantes génicas associada com o receptor CCR2 mais eficiente e com uma
menor producdo de HLA-G dependente da auséncia dos RPs. Assim, € possivel
inferir que estes achados estejam associados a maior infiltracdo de células
imunolégicas no tumor, via CCR2, e da mesma forma, maior estimulo da criagédo
de um microambiente inflamatério, via HLA-G; que possivelmente auxiliam a
formacdo da neovascularizagdo, proporcionando ao tumor a capacidade de

tornar-se mais agressivo e consequentemente invasivo.
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Nacional de Saude.

- Os membros da Comissao Cientifica e do Comité de Etica em Pesquisa ndo participaram do processo
de avaliagdo dos projetos nos quais constam como pesquisadores.

- Toda e qualquer alteragdo do projeto, assim como os eventos adversos graves, deverao ser
comunicados imediatamente ao CEP/HCPA.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatorio final ao
CEP/HCPA.

- Somente podera ser utilizado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido no qual conste o carimbo
de aprovagao do CEP/HCPA. -

Porto Alegre, 29 de dezembro de 2011.

e

Lfr = Nadjffe Cldusell
Cookdén: PPG/e CEP/HCPA
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ANEXO 2. Termo de Compromisso

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacgao

Termo de Compromisso para a Utilizacdo de Dados

Titulo do Projeto:

“Caracterizagdo imunogenética de variantes dos genes CCR2, CCR5 e HLA-G como
potenciais alvos para terapia e controle da progressao do cancer de mama feminino.”

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a privacidade dos
pacientes cujos dados serdo coletados em prontuarios e bases de dados do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Concordam, igualmente, que estas informacgbes serdo utilizadas
Unica e exclusivamente para a execu¢do do presente projeto. As informagbes somente
poderdo ser divulgadas de forma anénima.

Porto Alegre, __ de de 20__.

Nome dos pesquisadores Assinatura
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ANEXO 3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Caracterizagado imunogenética de variantes dos genes CCR2, CCR5 e HLA-G como potenciais
alvos para diagndstico, prognoéstico e tratamento do cancer de mama esporadico e hereditario”

Justificativa e Objetivos da Pesquisa: O Cancer de Mama acomete, ao longo de toda a vida, cerca de uma
a cada dez mulheres em nosso meio, e sua deteccdo precoce é muito importante porque aumenta as
chances de cura da doenca. Atualmente, acredita-se que caracteristicas genéticas individuais (chamadas
polimorfismos em genes de suscetibilidade) podem aumentar ou diminuir as chances de uma pessoa ter
cancer de mama independente de outros fatores de risco, como por exemplo, a histéria de cancer na familia.
O conhecimento do perfil e da distribuicdo destes polimorfismos em nosso meio poderd auxiliar o
entendimento de fatores de risco, de causa da doenca e auxilio no prognoéstico de cada pessoa. Este é um
estudo que sera feito em mulheres que possuem o diagnéstico de cancer de mama esporadico e familial. Ele
tem como objetivo avaliar se ha variacdes genéticas nestas mulheres, e se estas variagdes podem interferir
na progressdo e progndstico de cancer de mama. Inicialmente sera estudada uma regido especifica do DNA
de cada paciente. Posteriormente poderdo ser estudadas outras regides que também contribuam para o
melhor entendimento de fatores de risco em cancer de mama.

Procedimentos e Riscos ou Desconfortos Potenciais: As informagfes sobre os fatores de risco para o
cancer de mama esporadico serdo obtidas através de um questiondrio de risco e do seu prontudrio, existente
no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e Nucleo Mama Porto Alegre (NMPOA). Para o estudo das
caracteristicas genéticas sera coletada uma pequena amostra de seu sangue (10 ml), em dois frascos. As
amostras serdo analisadas no centro de pesquisas do HCPA e no Laboratério de Imunogenética da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). No momento da coleta poderd haver alguma dor em
decorréncia da puncado da pele. Complicacdes de coleta de sangue sdo raras e normalmente de pequeno
porte. Se houver extravasamento de sangue no local da puncdo geralmente h4 uma mancha roxa
(hematoma) e um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias. As coletas de sangue serdo
realizadas por pessoas especialmente treinadas para este fim, o que diminui as chances de complicacdes.

Beneficios esperados: NoOs ainda ndo sabemos se estas variagdes genéticas realmente tem alguma
importancia sobre o risco de cancer de mama em mulheres do Rio Grande do Sul, e se tais variagdes podem
influenciar no prognédstico do mesmo. E justamente por isso que estamos desenvolvendo esta pesquisa. Este
trabalho podera ou ndo beneficiar sua familia futuramente. Este beneficio provavelmente ndo sera direto a
sua pessoa, pois € um estudo inicial cujos resultados deverdo ser confirmados posteriormente, em uma
andlise com muitas mulheres adicionais. Caso algum resultado deste estudo seja importante para vocé ou
sua familia, todo o esforgo sera feito no sentido de informa-los.

Vocé tem o direito de recusar-se a participar deste projeto e isto ndo afetara de nenhuma maneira o
seu cuidado ou de seus familiares, no HCPA ou NMPOA. Nao havera nenhum custo associado aos exames
laboratoriais realizados durante a pesquisa.

Eu li e recebi uma cépia deste formulario de consentimento. Eu concordo em realizar a andlise
genética e aceito os riscos. Eu entendo a informagédo fornecida por este documento e eu tive a oportunidade
de esclarecer dividas sobre o projeto de pesquisa.

Nome e Assinatura do Paciente Local e Data

Nome e Assinatura do Pesquisador Local e Data

Pesquisadores responsaveis: Dra. Patricia Ashton-Prolla, Dra. Ana Paula Carneiro Brandalize, Dr. José Artur
Bogo Chies, Mestranda Cintia de Oliveira Giongo.

Laboratério de Medicina Genémica — HCPA — (51) 3359-7661
Laborat6rio de Imunogenética da UFRGS — (51) 33086737
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