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RESUMO

GUIMARAES, B. D. Associacéo de Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) dos genes PSCA,
TP53 e NQOL1 e sua relagdo com o desenvolvimento de cancer de mama em mulheres no estado
da Paraiba. 2020. 54p. Dissertacdo. (Pés-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular) — UFPB/CCEN/
Joéo Pessoa —PB

O céancer de mama é um problema de saude publica mundial com elevada taxa de incidéncia e
mortalidade. Além da alta incidéncia, o cancer mamario é a quinta causa de mortalidade mais prevalente
dentre os canceres em geral entre as mulheres. No Brasil, prevé-se 59.700 novos casos de cancer de
mama em 2018-2019, sendo esse tipo de cancer mais recorrentes nas Regifes Sul, Sudeste, Centro-
Oeste e cerca de 26% dos casos vindos da regido Nordeste. O aumento de novos casos principalmente
devido aos novos habitos reprodutivos e estilos de vida atuais das mulheres contemporaneas, além do
alto risco de obito em diagndsticos tardios, embora mutacbes genéticas sejam o principal fator
responsavel pelo desenvolvimento do cancer. Polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNP — Single
Nucleotide Polymorphism) sdo variacdes genéticas em sequéncias de DNA, onde ocorrem substituicoes
em um Unico nucleotideo, que podem ser geradas devido a falhas na replicacdo do DNA ou por
modificacdes quimicas especificas. Alteracbes no genoma sdo uma das caracteristicas tipicas dos
canceres e estudos tém sido realizados para explorar variacdes génicas ocasionadas por SNPs e sua
associacao com o aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento de canceres. Deste modo, 0 presente
estudo teve como objetivo analisar polimorfismos (SNPs) nos genes NQO1, PSCA e TP53, de forma a
descobrir uma possivel relacdo destes no desenvolvimento do cdncer de mama. Foi realizada a
genotipagem dos SNPs rs2976392 no gene PSCA, rs368771578 no gene TP53 e rs1800566 no gene
NQOL em 100 amostras de tecido parafinado de pacientes diagnosticadas com cancer de mama. Os
resultados foram obtidos pelo método de genotipagem, Dideoxy Unique Allele Specific - PCR
(DSASP). Foram aplicados os testes Qui-quadrado e Teste Exato de Fisher com nivel de significancia
de 5% para as analises estatisticas. O SNPs rs2976392 ndo se mostrou estatisticamente significante. No
entanto, 0os SNP rs368771578 e rs1800566, dos genes TP53 e NQOL, respectivamente apresentaram
associacao estatistica significativa, sugerindo, dessa forma, que estdo possivelmente relacionados ao
aumento da susceptibilidade do desenvolvimento do cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama. SNP. PSCA. TP53. NQO1.



ABSTRACT

GUIMARAES, B. D. Association of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) between PSCA,
TP53 and NQOL1 genes and their connection with breast cancer development in women in Paraiba
state. 2020. 54p. Dissertation. (Post-Graduation in Cell and Molecular Biology) - UFPB / CCEN / Jodo
Pessoa —PB

Breast cancer is a worldwide public health problem with a high incidence and mortality rate. In addition
to the high incidence, breast cancer is the fifth most prevalent cause of mortality of cancers in general
among women. In Brazil, 59,700 new cases of breast cancer are expected in 2018-2019, with this type
of cancer being more recurrent in the South, Southeast, Midwest and about 26% of cases coming from
the Northeast region. The increase in new cases mainly due to the new reproductive habits and current
lifestyles of contemporary women, in addition to the high risk of death in late diagnoses, although
genetic mutations are the main factor responsible for the development of cancer. Single nucleotide
polymorphism (SNP) are genetic variations in DNA sequences, where single nucleotide substitutions
occurs, which can be produced due to DNA replication failures or specific chemical modifications.
Genome changes are a typical cancers feature and studies have been performed to explore gene
variations caused by SNPs and their association with increased susceptibility to cancer development.
Thus, the present study aimed to NQO1, PSCA and TP53 genes polymorphisms, in order to discover a
possible connection between them and breast cancer development. SNPs rs2976392 in PSCA gene,
rs368771578 in TP53 gene and rs1800566 in NQO1 gene were genotyped in 100 paraffin tissue samples
from patients diagnosed with breast cancer. The results were obtained by genotyping method, Dideoxy
Unique Allele Specific - PCR (DSASP). Chi-square and Fisher's Exact Test with significance level of
5% were applied for statistical analysis. SNPs rs2976392 were not statistically significant. However,
SNP rs368771578 and rs1800566, from TP53 and NQOL genes, respectively, showed a significant
statistical association, suggesting they are possibly related to the increased susceptibility of breast cancer
development.

Keywords: Breast cancer. SNP. PSCA. TP53. NQO1.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Céancer

MutagOes génicas sdo0 um mecanismo que ocasionam alteracdes no genoma, podendo
muitas vezes levar a alteragGes incompativeis com determinadas fungdes celulares normais. Se
essas alteragdes ocorrerem em mecanismos que controlam o crescimento e proliferagdo celular,
é possivel que ocorra o surgimento de grandes populacGes celulares que ndo funcionam de
acordo com a organizacao estrutural e fisiolégica normal do organismo (WEINBERG et al.,
2016). Alteracdes epigenéticas, por sua vez, embora nao alterem a sequéncia do DNA, podem
levar ao surgimento de células tumorais promovendo metilacdes anormais no DNA, mudancas
na organizacdo ou composicdo da cromatina e modificacdes de histonas (BAYLIN, JONES,
2016).

O cancer se origina a partir de falhas em mecanismos de controle da proliferacéo e
crescimento celular, sendo a maioria decorrentes em mutaces em 3 classes de genes: proto-
oncogenes (promovem crescimento celular resultando em desordens proliferativas), genes
supressores tumorais (regulam ciclo celular e apoptose) e genes de reparo que codificam
produtos que estabilizam o genoma (MORRIS, CHAN, 2015). Transloca¢cdes cromossdmicas,
mutac6es pontuais, delecdes, amplificacOes, insercdes e silenciamento génico ocasionado por
metilacGes contribuem para ativacao de oncogenes e alteragdes em genes supressores tumorais
(WEINGBERG et al., 2016).

1.1.1 Protooncogenes e oncogenes

Protooncogenes nada mais sdo do que genes funcionalmente normais que tem potencial
de transformarem-se em oncogenes. Em condicGes fisioldgicas normais, 0s protooncogenes
codificam proteinas que estimulam a divisao e crescimento celulares participando da transducgéo
de sinais em varias etapas do ciclo celular, e podem se transformar em oncogenes por
basicamente duas maneiras (LEVINE, PUZIO-KUTER, 2010):

a) Mudancas na regulacdo da expressdo génica dos protooncogenes, resultando em
superexpressdo ou producdo inadequada de proteinas promotoras de crescimento.

b) AlteracOes genéticas de carater dominante, resultando em oncoproteinas com

fungdes anormais (translocacdes cromossémicas, delecbes, insercdes ou mutacbes pontuais).
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O oncogene RAS é um exemplo de mutagdo pontual associado a um grande numero de
processos cancerigenos em humanos, além do fator de reconhecimento epidérmico humano
(HER) e fator de necrose tumoral (TNF-a) (LEE, MULLER, 2010; HASSANPOUR,
DEHGHANI, 2017).

Quatro categorias de oncogenes estdo associados a diviséo celular e desenvolvimento
de tumores, sendo eles: fatores de crescimento, receptores de fator de crescimento, proteinas
envolvidas na transducdo de sinais e proteinas reguladoras nucleares (CAPONERO, 2008).

1.1.2  Genes supressores tumorais

Os genes supressores tumorais codificam proteinas que causardo a inibi¢ao e regulacéo
do ciclo celular e apoptose. Alteracfes geneticas que venham gerar falta de acdo desses genes
ou modificar a funcdo fisiologica normal desses genes levardo desregulacao da diviséo celular
e aumento sobrevida celular (WARD et al., 2002). Os supressores tumorais previnem a
expressdo do fendtipo celular maligno, sendo sua atuacéo de carater recessivo, ou seja, ambos
os alelos cromossémicos devem ser alterados para que se tornem disfuncionais (WEINBERG,
1989). De acordo com VOGELSTEIN et al., 2013, mutaces, inclusdes delecoes, rearranjos e
silenciamentos génicos ocasionam a ma funcionalidade destes genes, resultando erros de leitura
do cddigo genético e producdo de proteinas defeituosas.

O gene p53 é um supressor tumoral comumente relacionado aos canceres, sendo
encontradas alteracGes neste gene em aproximadamente 50% dos canceres de mama, sendo um
marcador preditivo nessa neoplasia (KIM et al., 2016; WARD et al., 2002)

1.2 Cancer de mama

O cancer de mama é um problema de saude pablica mundial, principalmente para
mulheres, com elevada taxa de incidéncia e mortalidade (WHO, 2018; DE CARVALHO,
2019), embora o tratamento tenha melhorado substancialmente o prognéstico relacionados ao
cancer de mama (FURRUKH, QURESHI, 2018). O aumento da ocorréncia do cancer de mama
vem sendo associado principalmente devido ao envelhecimento da populacdo — a idade é um
dos principais fatores de risco, fatores genéticos e ao estilo de vida contemporaneo que favorece
0 surgimento de tumores, caracterizando esse tipo de cancer como multifatorial (ANDERS et
al., 2009; TORRE et al., 2015).
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O diagndstico do cancer de mama frequentemente se da nos anos climatéricos e pds-
menopausa, periodos em que sdo comuns as queixas de ondas de calor, alteracbes de humor,
insbnia, entre outros sintomas tipicos que afetam a qualidade de vida das mulheres, estejam elas
acometidas com a enfermidade ou néo (FU et al., 2003; CONDE, 2006).

1.2.1 Epidemiologia

No cenario mundial, especialmente em paises subdesenvolvidos como o Brasil, o cancer
de mama corresponde a principal causa de morte entre mulheres, devido a sua alta incidéncia e
alta taxa e mortalidade. No Brasil, prevé-se 59.700 novos casos de cancer de mama em 2018-
2019, como pode ser evidenciado na Figura 1, sendo esse tipo de cancer mais recorrentes nas
Regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e cerca de 26% dos casos vindos da regido Nordeste (INCA,
2019). Além da alta incidéncia, o cancer mamario é a quinta causa de mortalidade mais
prevalente dentre os canceres em geral entre as mulheres (TORRE et al., 2012).

Figura 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por
sexo, exceto pele ndo melanoma

Prostata 68.220 31,7%  Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%
Célon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Brénquio e Pulmdo 12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esé6fago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Oviério 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2.7% Leucemias 4.860 2.4%

Fonte: INCA, 2019.

O aumento de novos casos principalmente devido aos novos habitos reprodutivos e
estilos de vida atuais das mulheres contemporaneas, além do alto risco de 6bito em diagndsticos
tardios, embora mutacdes genéticas sejam o principal fator responsavel pelo desenvolvimento
do céncer (CINTRA, 2012; BARROS, 2001). A idade também se mostra um forte indutor,
sendo mulheres com idade entre 40 e 59 anos (periodo pré e pds-menopausa) as mais

susceptiveis para o desenvolvimento da patologia (BAN; GODELLAS, 2014).
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1.2.2 Classificagdo histopatologica

A classificacédo histopatoldgica do carcinoma mamario apresenta a diferenciacéo celular
e caracteristicas morfoldgicas dos tumores mamarios. A natureza histopatolégica dos tumores
ird auxiliar em procedimentos cirdrgicos e farmacoldgicos, fornecendo guias e recomendacdes
reprodutiveis quanto ao diagndstico e progndstico: com a realizagdo do exame histopatologico
é possivel determinar uma graduacdo histoldgica que ira colaborar na verificacdo da extensdo
da infiltracdo, determinagdo do progndstico e auxiliar na escolha terapéutica a ser adotada
(GOBBI, 2012).

A analise do grau de diferenciacdo tumoral diferencia o tumor em relacéo ao tecido de
origem. Neoplasias pouco diferenciadas de acordo com o tecido de origem costumam ser mais
agressivas e de rapido crescimento, tendo assim um pior prognostico, em relagdo a tumores
bem diferenciados que possuem melhor prognostico. Os graus histologicos sdo classificados
em grau | (bem diferenciado), grau Il (moderadamente diferenciado), grau Il (pouco
diferenciado) e grau 1V (indiferenciado) (TEIXEIRA, VASCONCELOS, 2019).

A classificacdo histologica do carcinoma mamario é mais comumente classificada
como:

—> Carcinoma in situ, ou seja, € uma proliferacdo celular que ndo invadiu a membrana
basal e sem capacidade de enviar émbolos para o sistema vascular, estando confinada aos ductos
e l6bulos mamarios com potencial de malignidade. Esse tipo tumoral costuma ser descoberto
na fase pré-clinica, por meio da mamografia. O carcinoma ductal in situ e o carcinoma lobular
in situ sdo os mais comuns deste tipo, sendo o primeiro mais recorrente (PEREIRA, 2018).

-> Carcinoma ductal invasivo € o maior grupo de carcinoma mamario (cerca de 70-80%
dos carcinomas invasivos) e corresponde a um grupo heterogéneo de tumores sem
caracteristicas histologicas especificas. As células neoplasicas deste tipo tém origem na
proliferacdo acelerada de células que cobrem o interior dos ductos responsaveis pelo transporte
do leite (MALHOTRA, 2010).

-> O carcinoma lobular invasivo ocorre em células localizadas no interior das glandulas
mamarias, subdivididas em lébulos. Este tipo de carcinoma compreende de 2-15% dos tipos
histolégicos, e pode formar uma massa mal definida, difusa ou uma lesdo nodular indistinguivel
do carcinoma ductal invasivo (EBLE, 2003; WASIF, 2010).
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1.2.3 Classificagdo molecular

A classificacdo molecular é baseada na expressdo de receptores de estrogénio (ER),
receptores de progesterona (PR) e do receptor do fator de crescimento epidérmico humano
(HER2+). O conhecimento desses subtipos moleculares fornece informagdes sobre as diferentes
caracteristicas clinico-patoldgicas das pacientes, melhorando a determinacdo do progndstico e
sendo fundamental para abordagem terapéutica (CIRQUERIA, 2011).

Os estrogénios (estradiol, estrona e estriol — sendo o estradiol o mais potente) séo
produzidos principalmente nos ovarios, e em menor quantidade no tecido adiposo, vasos
sanguineos, mama, entre outros. O receptor de estrogénio (RE) possui dois subtipos, RE-a e
RE-B, que possuem estruturas funcionais similares. Esses receptores, juntamente com os
estrogénios, atuam como agentes para o crescimento normal e desenvolvimento do tecido
mamario. Porém, altos niveis desses hormonios aumentam o risco de desenvolvimento de
cancer de mama: RE-a se transloca ao nlcleo e promove controle da expressdo génica; 0s
produtos oxidativos gerados pelo metabolismo do estrogénio promovem danos ao DNA,;
exposicdo em excesso ao estrogénio leva ao crescimento desregulado das células expostas a ele
(CZAJKA-ORANIEC, SIMPSON, 2010; CALDON, 2014). Receptores de estrogénio e
progesterona sdo, em sua maioria, fatores preditivos quanto a hormonioterapia. Estudos relatam
que pacientes RE+ possuem maior tempo de sobrevida do que pacientes RE-. A positividade
aos receptores depende principalmente da idade, se elevando em mulheres em periodo pds-
menopausa (DELMONICO, 2015; DIECI, 2014).

Os receptores de progesterona (RP) possuem também dois subtipos com estruturas
similares e com sitio de ligacdo ao DNA: RP-a. e RP-B. A ligacdo dos receptores a progesterona
promove a translocacdo ao nlcleo e a regulacdo da expressdo de genes especificos
(FOLGUEIRA, 2010).

O protooncogene HER-2 é o gene responsavel por codificar uma proteina receptora
transmembrana responsavel pela sinalizacdo de crescimento celular. Tumores mamarios que
expressam HER2 tém elevado potencial de agressividade bioldgica. Frequentemente, estas
lesbes sdo negativas para receptores hormonais e apresentam menor tempo de sobrevida
comparado a pacientes que ndo expressam (SLAMON et. al., 1987; FERREIRA FILHO, 2016;
CARMO, 2015).

Os canceres de mama sdo classificados em 5 subtipos moleculares, conforme seu padréo
de expressao génica. Esses subtipos possuem similaridades e diferengas quanto a expresséo de

genes, ritmo de crescimento, progndstico e terapéutica (DE BARRQOS, 2015). Séo eles: Luminal
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A, Luminal B, Superexpressdo de HER-2, Luminal Hibrido, e Basaloide. O ritmo de
proliferagdo é avaliado pelo Ki 67.

A) Luminal A - Corresponde a cerca de 30-40% dos casos. Tem origem em células
epiteliais diferenciadas dos limens ducto-lobulares. Comumente com presenga de
RE e RP em grande quantidade nas células, e auséncia de HER-2. A avaliacdo de Ki
67 mostra baixa taxa de proliferacdo (<14%). Sao tumores sensiveis a
hormonioterapia (PRAT, 2011; DE BARROS, 2015).

B) Luminal B - Corresponde a 20-30% dos casos. Se originam também de células
epiteliais com alta quantidade de RE. Porem, receptores RP podem estar presentes
em alta ou em baixa proporcao nessas células. HER-2 pode ser detectada e possui
Ki67 mais elevado (>14%). Também sdo sensiveis & hormonioterapia (PRAT, 2011;
DE BARROS, 2015).

C) Superexpressao de HER-2 - Corresponde a 15-20% dos carcinomas. Neste
subtipo, o oncogene HER-2 esta superexpresso por amplificacdo génica. Em sua
maioria, sdo RE negativos, usualmente estavam associados a progndstico ruim,
porém, estes tumores tém boas respostas a farmacos que bloqueiam a atividade de
HER2, como o anticorpo monoclonal  Trastuzumabe, melhorando

consideravelmente o valor prognostico desse subtipo (CAREY, 2010).

D) Basaloide - Estima-se que corresponde também a 15-20% dos casos. Séo lesdes
diferenciadas ou indiferenciadas (geralmente grau I11), comalta taxa de proliferacéo.
Em sua maior parte, 80% dos subtipos basaloides, sdo tumores triplo-negativos, com
negatividade para RE, RP e HER-2.

E) Luminal hibrido - Associado a prognostico intermediario e caractetizado por
baixa ou moderada expressao de genes das células epiteliais luminais. Apesar de ter
resposta a terapia hormonal parcialmente, apresenta possiveis tumores RE negativos
(HER-2 + e Basaloide), estando particularmente relacionados a reicidivas tumorais
(HENRIQUES, 2016).
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1.3 Polimorfismos de nucleotideo Gnico — SNPs

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP — Single Nucleotide Polymorphism) séo
variacBes genéticas em sequéncias de DNA, onde ocorrem substituicdes em um Unico
nucleotideo, que podem ser geradas devido a falhas na replicacdo do DNA ou por modificacdes
quimicas especificas (RODRIGUES, 2016).

Os SNPs podem ocorrer em regides codificantes ou ndo codificantes. Em regides
codificantes, um SNP pode resultar na troca do aminoacido codificado por aquela trinca ou
gerar um cédon de parada prematuro (SNP ndo sinbnimo), ou resultar em troca de bases que
ndo alterardo o aminoacido codificado (SNP sinbnimo ou silencioso). Esses polimorfismos sdo
abundantes e ocorrem 1 a cada 1000 bases no genoma, sendo normalmente encontrados em
areas criticas proximas de genes que codificam proteinas (KARKI et al., 2015).

SNPs ndo sinbnimos que modificam o aminodcido podem influenciar na forma de
dobramento da proteina e consequentemente alterar sua fungdo, modificando diretamente tragos
fenotipicos de um individuo; SNPs que geram codon de parada prematuro interrompem a
sintese proteica, gerando uma proteina incompleta ou truncada (PASTERNAK, 2005;
BOOPATHI, 2013; RODRIGUES, 2016).

Alteracdes no genoma sdo uma das caracteristicas tipicas dos canceres e estudos tém
sido feitos para explorar variacfes génicas ocasionadas por SNPs e sua associacdo com o
aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento de canceres, incluindo o cancer de mama.
Deste modo, o presente estudo analisou polimorfismos (SNPs) nos genes NQO1, PSCA e TP53,

de forma a descobrir uma possivel relacéo destes no desenvolvimento do cancer de mama.

1.4 Gene PSCA (Prostate stem cell antigen)

O gene PSCA (Prostate stem cell antigen) esta localizado no cromossomo 8g24.2,
possui 3 éxons e é responsavel por codificar uma glicoproteina de 123 aminoacidos que atua
como antigeno de superficie, estando fixada a superficie celular por meio de uma ancora GPI,
que pode ser clivada por acdo de fosfatases (ZHIGANG, 2004).

O PSCA tem diferentes papéis na célula, podendo se comportar como promotor e
supressor tumoral a depender do contexto celular. A funcdo fisiologica e mecanismo regulatério
da PSCA em células saudaveis ou células cancerigenas é pouco conhecida, embora estipula-se
que ela esta envolvida na sinalizacéo intracelular. Estudos revelaram que PSCA é up-regulated

nos canceres de prostata, cancer de bexiga, carcinoma de células renais, cancer pancreatico e
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tumor de ovario mucinoso. Em contraste, é down-regulated no cancer gastrico e de esdfago. Ja
foi sugerido que a PSCA tem envolvimento na inibicdo da proliferacdo celular em células
cancerosas de prostata, cancer gastrico e cancer pancreéatico, porém, pode também atuar como
promotor tumoral em células de cancer do epitélio gastrico. Suspeita-se que horménios
androgénicos tem papéis importantes na regulacdo desta glicoproteina (SAEKI et al., 2010;
SAKAMOTO et al., 2008).

A estrutura do PSCA sugere ao menos dois mecanismos distintos para sua fungao: (1)
PSCA forma um complexo com outra proteina contendo um dominio transmembrana e o
dominio intracelular ativa a via de regulacdo downstream; (2) Através da clivagem de sua
ancora GPI pela fosfolipase C, PSCA seria liberada da membrana e secretada, atuando na via
de sinalizacdo mediada por receptor celular (JOUNG et al., 2011; SAEKI et al., 2010). E
importante destacar que PSCA possui ativinas tipo I e Il no dominio extracelular, que se ligam
a0 TGF-B, desta forma, tendo papel em varias fungdes relacionadas ao crescimento e
proliferacdo celular.

A glicoproteina PSCA encontra-se superexpressa em canceres de prostata, e sua
superexpressdo neste tipo de cancer correlaciona-se com o estagio tumoral, metastases e
progressao maligna de lesbes pré-malignas de prostata. Estudos demonstraram a associacao de
variacdes genéticas de PSCA emcanceres de bexiga e de es6fago, além da ligacdo de SNPs no
gene PSCA com cancer gastrico, abrindo possibilidades para pesquisas sobre sua funcao
patologica (JOUNG et al., 2011; SAKAMOTO et al., 2008). Por fim, PSCA é proposto como
um biomarcador de diagnostico e prognostico, assim como um alvo terapéutico para o cancer

gastrico e cancer de bexiga.

1.5 Gene TP53

O gene supressor p53 (TP53) localizado na banda 13 do cromossomo 17, possui 11
éxons e 10 introns. O gene encontra-se alterado em metade dos canceres humanos e codifica a
proteina tumoral 53 (p53), composta por 323 aminoacidos, sendo responsavel por regular o
ciclo celular. A proteina p53 é um fator de transcricdo que regula a resposta a danos no DNA,
apoptose e senescéncia (KAMADA et al., 2016).

Em condicdes fisiologicas normais, age como regulador transcricional suprimindo a
oncogénese, desse modo, promovem a apoptose de células malignas, parada do ciclo celular,
interrompe a glicolise aerobica, condicdo que favorece o bloqueio de energia para células
tumorais, senescéncia celular, além de induzir reparo ao DNA (MARCEL, CATEZ, DIAZ,
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2015; JIANG et al., 2015; KORTLEVERM, HIGGINS, BERNARDS, 2006), como
representado na Figura 2.

O gene é ativado em resposta ao dano celular. A proteina p53 codificada por ele interage
com ao menos 6 genes, um deles sendo o promotor do gene p21. A proteina p21, por sua vez,
é um inibidor de quinase dependente de ciclina (CDKSs), que blogueia a fosforilacdo e
consequente inativacdo da proteina pRb por CDK4. Isso permite a parada celular na fase G1,
antes de ocorrer a duplicacdo do DNA na fase S, permitindo o reparo de DNA danificado
(LAMBRUS et al., 2016; FETT-CONTE, 2002). Ao encontrar danos nao reparados, a p53 pode
induzir a apoptose. Além destas fungdes, a proteina também promove check point da fase S
para G2. Portanto, quando ocorrem mutagdes no gene TP53, células com DNA danificado que
podem desencadear formacao de tumores escapam do reparo e da morte celular programada

(apoptose), podendo levar ao desenvolvimento de carcinomas (NAKAMURA, 2002).

Figura 2 — Vias de sinalizagdo utilizadas pela p53 e suas principais funcdes na célula
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Fonte: KLUMB, CAVALCANTI JUNIOR, 2002.

O gene TP53 é um dos genes mais relacionados ao desenvolvimento de canceres, por
ser o mais frequentemente mutavel. Em mais de 50% dos cénceres, mutacfes na proteina p53

codificada por esse gene reduzem ou eliminam sua fungéo de supressor tumoral, resultando em
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proliferacdo celular exacerbada e acimulo de mutacGes génicas que estimulam o crescimento
do tumor (VOUSDEN, RYAN, 2009; SOUSSI, WIMAN, 2015).

Polimorfismos génicos induzem a modificagdes funcionais na p53, condicdo que
restringem as funcdes basicas da mesma, promovendo uma diminui¢cdo do potencial apoptético,
e em segunda instancia desenvolvimento cancerigeno (BROWN et al., 2011; PARRALES;
IWAKUMA, 2015).

1.6 Gene NQO1

A enzima NAD(P)H quinona oxidoredutase 1 é uma flavoenzima citosolica
homodimérica com cada subunidade idéntica composta por 273 aminoacidos e uma molécula
de Dinucleotideos de Flavina e Adenina (FAD) nédo covalentemente ligada, sendo esta essencial
para a atividade catalitica (FAIG et al, 2000). E responsavel detoxificacdo de quinonas e seus
derivados, numa reacao de reducdo de elétrons de duas etapas, catalisando a transformacéo de
quinonas em hidroguinonas, como exposto na Figura 3; dessa forma, possui funcao de protecao
celular contra estresse oxidativo, ciclo redox — que resulta de geracdo de radicais livres - e
lesbes neoplasicas, sendo proposto como um mecanismo de desintoxicacdo (NEBERT et al.,
2000; SIEGEL et al., 2000).

O gene que codifica a NQO1 esta situado no cromossomo 16g22.1, possuindo 6 éxons
e 5 introns. Sua expressdo génica é regulada pelo elemento de reposta antioxidante (ARE) de
forma basal e durante o estresse oxidativo, sendo expressa em altos niveis em varios tecidos
como células epiteliais, endotélio vascular e adipocitos (SIEGEL et al., 2000; NIOI et al., 2004).

A NQO1 atua como oncogene, e € expressa excessivamente em diversos tumores
carcinogénicos, como tumores de célon, pancreas, pulméo e cancer de mama (SIEGEL et al.,
2000; STRASSBURG et al., 2002; SHEN et al., 2010). Polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) tém sido associados a existéncia de variantes da NQOL, que estdo associados ao
desenvolvimento de canceres de pulméo e de colon (ATIA et al., 2014). A superexpressdo da
NQO1 em tumores, juntamente com sua capacidade de reduzir a atividade muitos farmacos
antitumorais que contém quinonas, tornam a enzima um potencial alvo no tratamento do cancer
(SIEGEL et al., 2012).



Figura 3 — Atividade catalitica da enzima NQO1 contra o estresse oxidativo celular.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo dos SNPs dos genes PSCA (rs2976392), TP53 (rs368771578) e NQO1
(rs1800566) em amostras de tecido parafinado de pacientes com cancer de mama no estado da
Paraiba.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer a frequéncia alélica dos SNPs dos genes PSCA (rs2976392), TP53
(rs368771578) e NQOL1 (rs1800566)
- Estimar a associagdo dos SNPs dos genes PSCA, TP53 e NQOL1 quanto a

suscetibilidade ao desenvolvimento de Carcinoma Mamario.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo atende as resoluces n° 196/96 e 466/12 do Conselho Nacional
de Salde e suas complementares, que trata das normas para pesquisa envolvendo seres
humanos e armazenamento de material biolégico, o presente estudo faz parte do projeto
tematico aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias Médicas da Universidade
Federal da Paraiba CCM-UFPB, sob o cddigo CAAE: 08697219.7.0000.8069.

3.2 Amostras

Foram utilizadas 100 amostras de tecido parafinado com tempo superior a 5 anos,
expedidas pelo Laboratorio de Patologia Ivan Rodrigues, em Jodo Pessoa — PB, com

diagnostico histopatolégico de Carcinoma Mamario.

3.3 Biologia Molecular

3.3.1 Extracdo do DNA

As amostras foram submetidas a extracdo do DNA, no Laboratorio Biologia Molecular
Estrutural e Oncogenética (LBMEO) do Departamento de Biologia Molecular da Universidade
Federal da Paraiba — UFPB.

As amostras de tecido parafinado foram submetidas a extracdo do DNA segundo Shang-
Rong Shi et al (2002), para tanto foram utilizados de 5 a 8 cortes histologicos com 3um de
espessura cada. Os cortes histologicos foram adicionados em microtubos de 1,7mL e sofreram
aquecimento em Banho Maria para retirada da parafina do tecido como descrito por Shang-
Rong Shi et al (2002), apos isso, na amostra seca foram adicionados 1 mL de tampéo de
Extracdo (Tris/HCL 0,01M; Sacarose 0,32M; MgCI2 5mM; Triton X-100 1%, KCI50mM, NP-
40 0,45%; Tween 20 0,45%) e adicionados 5uL de proteinase K (10 mg/mL), aquecidas a 55°C
por 3 horas.

Decorrido este tempo, foram adicionados 1,5mL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico

(25:24:1). Neste novo passo, a mistura sofreu inversdes suaves por aproximadamente 5 minutos
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para a completa homogeneizacdo. A solugcdo homogeneizada foi centrifugada a 3000rpm por
10 minutos e o sobrenadante foi transferido para outro microtubo de centrifuga, onde foram
adicionados 1,5mL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Este microtubo também sofreu
inversbes suaves até sua homogeneizacdo. Neste ultimo procedimento (cloroférmio/alcool
isoamilico), o sobrenadante foi transferido para outro microtubo, onde foi adicionado um
volume de acetato de aménio 7.5M equivalente a um tergo do volume do sobrenadante.

Para precipitacdo do DNA adicionou-se 1mL de etanol absoluto gelado e foi realizada
a centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minutos. O DNA foi desidratado em estufa a 60°C. Apds a

secagem o0 DNA foi ressuspendido em 100ul de agua Milli-Q estéril.

3.3.2 Validacao in silico

3.3.2.1 Técnica e desenho dos iniciadores

A técnica utilizada no projeto serd o método de genotipagem Didesoxi Unico Alelo
Especifico PCR (Dideoxy single allele-specific PCR- DSASP) desenvolvida por Lima et al
(2015). Os iniciadores serdo desenhados por validacéo in silico com auxilio de bancos de dados
e software de andlise de alinhamento de sequéncia como: National Center for Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi),

Ensembl (http://www.ensembl.org) e Gene Runner (http://www.generunner.net/).

3.3.3 Meétodo Didesoxi Unico Alelo Especifico PCR (Dideoxy single allele-specific PCR-
DSASP)

O método DSASP se apresenta como método de genotipagem e consiste em desenhar o
iniciador e sequéncia complementares especificos, ele apresenta alta sensibilidade e pode ser
usada para qualquer polimorfismo de base Unica.

A genotipagem pelo método DSASP deve considerar as seguintes recomendacoes:

1. A incorporacdo do ddNTP especifico nunca deve ocorrer entre 0 SNP de interesse e 0
primer.

2. O ddNTP especifico deve ser incorporado na posicdo do SNP do alelo de interesse.

3. O produto de amplificacdo por PCR assimétrica serd hibridizado com a sua sequéncia
complementar e deve gerar fragmentos de cadeia dupla com tamanhos e Tm diferentes; cada

fragmento ou Tm corresponde ao seu alelo especifico, 0 que permite a discriminacao do alelo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ensembl.org/
http://www.generunner.net/
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O método DSASP foi padronizado para 0s SNPs dos genes PSCA (rs2976392), TP53
(rs368771578) e NQO1 (rs1800566).

Quadro 1 — Primer e sequéncia complementar dos SNPs PSCA (rs2976392), TP53 (rs368771578) e

Primer e sequéncia complementar

NQOL1 (rs1800566)

Gene e Alelo e

SNP DDNTP
PSCA A>G
rs2976392 ddA
TP53 A>G
rs368771578 ddA
NQO1 G>A
rs1800566 ddA

S’CTATTAATCTTTCTGGCCATCTGTCCGCA -3’
5’- TSGAAGGAMAACAGCACRYAGATGCGGACATGGCCAGAAAGATTAATAG -3
5’ - CCAGAATGCAAGAAGCCCAGANGGAAA-3’
5’- TACCAGGGCAGCYACGGTTTCCNTCTGGGCTTCTTGCATTCTGG - 3’
5’- GTRTGCCCARTGCTATATGTCAGTTGA -3’
5’- TAGAAYCTCAACTGACATATAGCAYTGGGCAYAC - 3°

Fonte: GUIMARAES, 2020

3.3.3.1 Condicgoes da PCR

A PCR foi realizada contendo 200uM de desoxinucleotideos (dCTP, dTTP e dGTP) eo
didesoxinucleotideos de interesse (ddATP), cloreto de magnésio 2,0 mM —-MgCl,, 20ng/mL de
DNA, 200 pM dos iniciadores e 0,5U AmpliTagGold (Life Technologies- Carlsbad, CA), com
volume final de 25uL (Quadro 2, Quadro 3 e Quadro 4).

Quadro 2 — Protocolos de preparo de reacdo da PCR assimétrica para amplificacdo dos SNPs

Reagentes PSCA (rs2976392) | TP53 (rs368771578) | NQO1 (rs1800566)
H.0 13,5ul 13,5 ul 13,5ul
Tampéo 2,5ul 2,5ul 2,5ul
MgCl, 2,0ul (25 Mm) 2,0ul (25 Mm) 2,0ul (25 Mm)
Primer 1,5ul 1,5ul 1,5ul
DNTP + dDNTP 3,0ul 3,0ul 3,0ul
Taq DNA pol U U U
DNA 3 ul (100ng/ul) 3 I (100ng/ul) 3 ul (100ng/ul)
Volume final 25yl 25ul 25ul

Fonte: GUIMARAES, 2020
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Quadro 3 — Protocolos de temperatura da PCR assimétrica para amplificagdo dos SNPs PSCA
(rs2976392), TP53 (rs368771578)

Fase da amplificacéo Temperatura Tempo Ciclos
Pré-desnaturagéo 95°C 5 minutos
Desnaturacéao 95°C 20 segundos
Anelamento do primer 55°C 30 segundos
Extensdo 72°C 20 segundos
Extenséo final 72°C 2 minutos
Conservacao 4°C 0 60 ciclos

Fonte: GUIMARAES, 2020

Quadro 4 — Protocolos de temperatura da PCR assimétrica para amplificagdo dos SNPs NQO1
(rs1800566)

Fase da amplificacéo Temperatura Tempo Ciclos
Pré-desnaturagéo 95°C 5 minutos
Desnaturacéo 95°C 20 segundos
Anelamento do primer 50°C 30 segundos
Extensdo 72°C 20 segundos
Extenséo final 72°C 2 minutos
Conservacao 4°C o 60 ciclos

Fonte;: GUIMARAES, 2020

3.3.3.2 Condic0es de hibridizacéo

O produto amplificado de cada amostra foi submetido ao protocolo de hibridizacdo sob

as seguintes condicdes: 200pM da sequéncia completar (Quadro 1) a 4°C durante 10 minutos.

3.3.3.3 Analise da curva de melting

A determinacdo e andlise da curva de melting (Tm) foi realizada com mistura de SYBR
Green 2x e Rox 1x (Life Technologies — Carlsbad, CA), no equipamento 7500 Fast Real-Time
PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA), seguindo, as condi¢cfes: Pré-aquecimento a
partir de 25°C a 95°C durante 1 minuto, dobrando até 45°C para 5 minutos, e um aguecimento

gradual (1°C por minuto) até a temperatura de 95°C durante 5 minutos.
3.4. Analise estatistica
Para a analise das amostras de cancer de mama foram calculadas as frequéncias alélicas

e testadas quanto ao seu equilibrio segundo a lei de Hardy-Weinberg. Dessa forma, a lei de

Hardy-Weinberg forneceu as frequéncias alélicas esperadas como controle.
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Para verificar a distribuicdo dos genotipos dos polimorfismos na populacéo estudada e
a relacdo entre os alelos e os dados inerentes ao laudo histopatoldgico foi aplicado o teste do
Qui-Quadrado por meio do software Bioestat versdo 5.3 e, quando necessario, foi realizado o
teste Exato de Fisher. Para todos os testes foi considerado um nivel de significAncia de 5%.

Foram considerados como resultados relevantes os que obtiveram p-valor <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Associacdo dos SNPs dos genes PSCA, TP53, NQOL e sua correlagdo com o

desenvolvimento do cancer de mama

Das 100 amostras estudadas, foram analisadas frequéncias genotipicas e alélicas dos
SNPs —totalizando 200 alelos para cada SNP - dos genes PSCA, TP53 e NQO1, buscando uma
possivel correlacdo com a susceptibilidade ao cancer de mama. As frequéncias genotipicas e

alélicas foram analisadas de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Quadro 5 — Distribuigdo genotipica e frequéncia alélica dos SNPs

Genotipos Genotipos Erequéncia
SNPs observados | esperados a(IqéIica X2 p-Valor
(%) (%0)
PSCA AA 82 AA 81 A -
rs2976392 GG 2 GG 1 1.2346 0,2665
A>G 0,9000 | 0,1000
AG 16 AG 18
AA 56 AA 47,61
1553 GG 26 GG 9,61 A ©
r536§77é578 ! 0,6900 | 0,3100 | 15.3852 | <0,0001
> AG 18 AG 42,78
GG 89 GG 86,49
NQO1 A G
rs1800566 AA 3 AA 0,49
.y 0.0700 | 0.9300 14.8657 0,0001
GA 8 GA 13,02

Fonte: GUIMARAES, 2020

A partir da utilizacdo do método DSASP, foram obtidas duas diferentes Temperaturas

de melting (Tm), de forma que cada temperatura representa um alelo especifico.

4.1.1 Gene PSCA - SNP rs2976392

Para o SNP rs2976392 (A>G) do gene PSCA, foram obtidas as temperaturas de melting
para o alelo ancestral A entre 68°C a 70°C que gerou o fragmento menor, e entre 73°C a 74°C

para o alelo polimorfico G, que gerou o fragmento maior (figuras 4 e 5, respectivamente).
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Baseando-se nessas temperaturas, a distribuicdo genotipica foi de 82% AA, 16% AG (figura 6)
e 2% GG, e frequéncia alélica de 0,90 para o alelo A e 0,1 para o alelo G.

Os alelos analisados estdo congruentes ao equilibrio de Hardy-Weinberg com X2 =
1.2346 e p = 0,2665, demonstrando que essa variante alélica provavelmente ndo esta associada

ao aumento do risco de desenvolvimento do cancer de mama nas amostras analisadas.
Figura 4 — Curva de Melting do gendtipo AA do SNP rs2976392 no gene PSCA

HOMOGIZOTO AA (NORMAL)

08

08
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0.4

050 700 %0 @0o 850 o 050

Temperature (°C)

Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA).



Figura 5 — Curva de Melting do gendtipo GG do SNP rs2976392 no gene PSCA
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Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA).
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Figura 6 — Curva de Melting do gendtipo AG do SNP rs2976392 no gene PSCA
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Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA).

4.1.2 Gene TP53 - rs368771578

Para 0 gene TP53 (rs368771578) a distribuicdo genotipica foi de 56% AA, 18% AG
(figura 9) e 26% GG, e frequéncia alélica de 0,69 para o alelo A e 031 para o alelo G. Foram
obtidas as temperaturas de melting para o alelo A entre 68°C a 70°C que gerou o fragmento
ancestral menor, e entre 77°C a 79°C para o alelo G, que gerou o fragmento polimorfico maior

(figuras 7 e 8, respectivamente).
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Os alelos analisados estdo congruentes ao equilibrio de Hardy-Weinberg com X2 =
15.3852 e p <0,0001, apontando para uma provavel associacdo do desenvolvimento do cancer

de mama nas amostras analisadas com essa variante alélica.

Figura 7 — Curva de Melting do genétipo AA do SNP rs368771578 no gene TP53

HOMOZIGOTO AA (NORMAL)
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Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA).
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Figura 8 — Curva de Melting do genétipo GG do SNP rs368771578 no gene TP53
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Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA).
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Figura 9 — Curva de Melting do genétipo AG do SNP rs368771578 no gene TP53

HETEROZIGOTO AG
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Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA).

4.1.3 Gene NQOL1 - rs1800566

Para 0 SNP rs1800566 (G>A) do gene NQO1 foram obtidas as temperaturas de melting
para o alelo ancestral G entre 70°C a 73°C que gerou o fragmento maior, e entre 63°C a 66°C
para o alelo polimorfico A, que gerou o fragmento menor (figuras 10 e 11, respectivamente).
Baseando-se nessas temperaturas, a distribuicdo genotipica foi de 89% GG, 8% AG (figura 12)

e 3% AA, e frequéncia alélica de 0,93 para o alelo G e 0,07 para o alelo A.
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Os alelos analisados estdo congruentes ao equilibrio de Hardy-Weinberg com X2 =
14.8657 e p = 0,0001, demonstrando que essa variante alélica provavelmente esté associada ao

aumento do risco de desenvolvimento do cancer de mama nas amostras analisadas.

Figura 10 — Curva de Melting do gend6tipo GG do SNP rs1800566 no gene NQO1
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Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA).



Figura 11 — Curva de Melting do gen6tipo AA do SNP rs1800566 no gene NQO1
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Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA).
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Figura 12 — Curva de Melting do gen6tipo GA do SNP rs1800566 no gene NQO1
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Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA).

Dentre os trés genes estudados, mostraram-se como potenciais polimorfismos
associados ao desenvolvimento do cancer mamario nas amostras analisadas 0s SNPs:
rs1800566 do gene NQOL1 e 0 rs368771578 do gene TP53. De modo contrario, o SNP rs2976392
do gene PSCA constatou estar dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg, demonstrando nao estar

associado a formacdo do cancer de mama.
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4.2 Associacao dos SNPs dos genes PSCA, TP53, NQOL1 e sua correlacdo com dados

histologicos e moleculares

A partir dos resultados obtidos, relacionou-se os dados histolégicos e moleculares com
cada gen6tipo descrito anteriormente, a fim de compreender as possiveis relacdes de cada SNP
com as caracteristicas histopatologicas das amostras avaliadas.

Foram analisadas as variaveis: ldade, Localizacdo tumoral, Grau histologico e
Classificacdo molecular. Como em todas as amostras o género foi feminino e a classificacao
histolégica foi carcinoma ductal infiltrante, essas variantes ndo foram incluidas na analise.

Para classificagdo molecular, foram considerados os seguintes parametros:

Luminal A = RE+ e/ou RP+ ; HER2 - e Ki-67 < 14%

Luminal B = RE+ e/ou RP+ ; HER2 - e Ki-67 >14%

Luminal Hibrido = RE+ e/ou RP+ ; HER2 + (LUMINAL B HER2 +)
Grupo HER2 = RE- e RP- ; HER2 + (HER2 superexpresso)

Basaloide = Triplo negativo (RE- RP- HER2 -) e CK 5/6 + e/ou EGFR +

Quadro 6 — Relacdo entre SNP rs2976392 do gene PSCA e dados histolégicos e moleculares das
pacientes

Idade Gendtipo AA | Genotipo GG | Genotipo AG | Total (%) | p-valor
% (n) % (n) % (n)
20-50 anos 36 0 7 43
51-70 anos 33 0 7 40 0.1553
> 70 anos 13 2 2 17
Localizacao
tumoral
Mama esquerda 35 2 10 47 007957
Mama direita 47 0 6 53
Grau
histolégico
tumoral
Grau 11 0 2 13
Grau Il 38 2 9 49 0.7576
Grau I 33 0 5 38
Classificagédo
molecular
Luminal A 30 1 6 37
Luminal B 21 1 3 25
Luminal Hibrido 11 0 3 14 0.979
Grupo HER-2 7 0 2 9
Basaloide 13 0 2 15
(triplo negativo)

Fonte: GUIMARAES, 2020



Quadro 7 — Relagdo entre SNP rs368771578 do gene TP53 e dados histolégicos e moleculares das

pacientes
Idade Genotipo AA Genotipo GG | Genotipo AG | Total (%) | p-valor
% (n) % (n) % (n)
20-50 anos 23 11 7 41
51-70 anos 23 12 7 42 0.9172
> 70 anos 10 3 4 17
Localizagao
tumoral
Mama esquerda 27 7 12 46 0.1656
Mama direita 29 19 6 54
Grau
histoldgico
tumoral
Grau | 7 3 3 13
Grau Il 27 13 10 50 0.9298
Grau Il 22 10 5 37
Classificagao
molecular
Luminal A 19 11 8 38
Luminal B 15 7 3 25
Luminal Hibrido 7 3 3 13 0.9425
HER-2 7 1 1 9
Basaloide 8 4 3 15
(triplo negativo)

Fonte:

GUIMARAES, 2020




Quadro 8 — Relacdo entre SNP rs1800566 do gene NQOL1 e dados histoldgicos e moleculares das

pacientes
Idade Genotipo GG Genotipo AA | Gendtipo GA | Total (%) | p-valor
% (n) % (n) % (n)
20-50 anos 38 0 3 41
51-70 anos 37 2 3 42 0.526
> 70 anos 14 1 2 17
Localizagao
tumoral
Mama esgugrda 44 0 3 47 03113
Mama direita 45 3 5 53
Grau
histoldgico
tumoral
Grau | 11 1 1 13
Grau Il 44 1 4 49 0.8014
Grau Il 34 1 3 38
Classificagao
molecular
Luminal A 33 1 2 36
Luminal B 24 0 2 26
Luminal Hibrido 13 0 1 14 0.3738
HER-2 8 1 0 9
Basaloide 11 1 3 15

(triplo negativo)

Fonte; GUIMARAES, 2020
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5. DISCUSSAO

O cancer de mama é a principal causa de mortes por cancer entre mulheres e a cada dia,
devido a idade, a genética e a novos habitos de vida contemporaneos, observa-se 0 aumento da
ocorréncia de casos desse tipo de cancer (DESANTIS, 2015). A idade é um forte indutor, tendo
em vista que mulheres com idade entre 40 e 59 anos (periodo pré e pds-menopausa) sdo as mais
propensas no desenvolvimento dessa neoplasia (BAN; GODELLAS, 2014). Estes dados
também podem ser notados no presente estudo, onde a maioria das pacientes das amostras
estudadas tiveram idades entre 20-70 anos, embora ndo tenham sido estatisticamente
significativos com relagéo aos polimorfismos estudados.

O carcinoma mamario se caracteriza por ser uma doenca heterogénea e de amplo
espectro de caracteristicas histopatologicas e moleculares. No presente trabalho, das 100
pacientes estudadas, 38% apresentaram grau histolégico 11 para o genotipo homozigoto A do
gene PSCA, 2% para 0 genotipo homozigoto G variante e 9% para 0 gendtipo heterozigoto.
Quanto ao gene TP53, 27% apresentaram grau histoldgico Il para o gendtipo homozigoto A,
13% para o0 gendtipo homozigoto G variante e 10% para o genotipo heterozigoto. Para o gene
NQO1, 44% apresentaram grau histologico Il parao genotipo homozigoto G ancestral, 1% para
0 genodtipo homozigoto A variante e 4% para 0 gendtipo heterozigoto. Estes resultados ndo
foram estatisticamente significativos, demonstrando que os polimorfismos estudados ndo estdo
relacionados a variavel Grau Histologico das pacientes.

Em relacdo a classificacdo molecular, observou-se que a maioria das pacientes (37%)
tiveram a classificacdo Luminal A para o gene PSCA, sendo 30% para 0 genotipo homozigoto
A ancestral, 1% para o genétipo homozigoto G variante e 6% para 0 genétipo heterozigoto.
Resultados semelhantes foram obtidos para o0 gene TP53, sendo 38% das pacientes Luminal A,
de forma que 19% representaram o gendtipo homozigoto A ancestral, 11% para o genotipo
homozigoto G variante e 8% para 0 gendtipo heterozigoto. No gene NQO1, 36% das amostram
também foram classificadas do subtipo Luminal A, com 33% sendo do gen6tipo homozigoto G
ancestral, 1% do genotipo homozigoto G variante e 2% do gendtipo heterozigoto. A
classificacdo molecular das pacientes em relacdo aos polimorfismos estudados também néo
demonstrou ser estatisticamente significativo.

Associando 0s gendtipos encontrados para 0s genes PSCA (rs2976392), TP53
(rs368771578) e NQO1 (rs1800566), observou-se que os dados histopatoldégicos como idade,

grau histologico tumoral e classificagdo molecular ndo teve significancia estatistica, tendo em
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vista que todos os resultados estatisticos para tais dados apresentaram p>0.05; isto pode ser
justificado porque o cancer de mama é uma neoplasia multifatorial, sendo seu desenvolvimento
relacionado a fatores genéticos e ambientais. De acordo com os resultados de Rojas et al. (2016)
e Tao et al. (2015), cada caracteristica histopatolégica pode apresentar valores estatisticos
significativos no desenvolvimento do cancer de mama, porém, de forma independente,
corroborando com os resultados estatisticos apresentados neste estudo. Entretanto, em relagédo
aos genotipos associados a variacdo alélica dos polimorfismos (SNPs), foi possivel apresentar
dados significativos estatisticamente no presente estudo.

Polimorfismos de nucleotideo Unico sdo o tipo de mutacdo genética amplamente
distribuidos pelo genoma (1 a cada 1000 bases nitrogenadas), ocorrendo tanto em regibes
codificantes quanto em regifes ndo codificantes. Ocorrendo em regides codificantes, os SNPs
podem acarretar em alteracdes no DNA em localizages criticas, que eventualmente levariam
a producdo de variantes proteicas. Por sua vez, estas variantes proteicas podem contribuir para
o0 desenvolvimento neoplasico, inclusive a neoplasia de mama. Diversos estudos tém sido feitos
para avaliar a associacdo entre SNPs e a susceptibilidade ao desenvolvimento de diversos tipos
de canceres, de forma que essas mutagdes pontuais tém potencial para serem utilizadas como
marcadores moleculares (KARKI et al., 2015; FORSTI, 2004).

No presente estudo, foram estudados trés polimorfismos para verificar sua associagéo
com o carcinoma mamario, sendo eles dos genes PSCA (rs2976392), TP53 (rs368771578) e
NQO1 (rs1800566).

O gene PSCA tem papel importante na adesdo celular, proliferacdo celular e
sobrevivéncia celular, sendo primeiramente identificado como antigeno prostatico especifico,
descoberto em superexpressdo em amostras de cancer gastrico (o gene PSCA é expresso no
epitélio estomacal). Além disso, costuma também ser expresso em amostras de tumores solidos
que incluem cancer de pancreas, cancer de ovario, carcinoma de células renais e cancer de
bexiga (ESHEL et al., 2002). O polimorfismo do gene PSCA (rs2976392) esta localizado em
regido intrénica do gene.

Diversas pesquisas ocorreram a fim de investigar a relacdo entre o SNP rs2976392 do
gene PSCA e a vulnerabilidade no desenvolvimento de carcinomas. Entretanto, os resultados
disponiveis permanecem inconsistentes e até controversos. Estudos foram realizados por Gu et
al. (2015) acerca da contribuicdo do SNP rs2976392 na susceptibilidade ao desenvolvimento
de varios tipos de canceres através de evidéncias bibliograficas de outros estudos anteriormente
publicados e seus dados concluiram que o polimorfismo esta fortemente associado ao cancer

gastrico e de bexiga, mas ndo ao cancer de mama, assim como a meta-andlise feita por Chandra
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et al. (2016), que encontrou indicios da relacdo entre este polimorfismo apenas com pacientes
acometidos com cancer gastrico e de bexiga, especialmente em pacientes asiaticos. Achados
semelhantes foram encontrados por Qin et al. (2017), que produziu um estudo semelhante sobre
a associacdo deste polimorfismo com diversos tipos de céanceres. Seus resultados mostraram
ligagdo do rs2976392 estatisticamente significativa apenas com o cancer gastrico. Os achados
de Kupcinskas et al. (2014) também corroboraram com esta associacao.

Os resultados da presente pesquisa ndo evidenciaram nenhum aumento significativo do
risco ao desenvolvimento do carcinoma mamario. O SNP mostrou estar em equilibrio de Hardy-
Weinberg, com X2 = 1.2346 e valor p = 0,2665, com frequéncia para o alelo polimérfico G no
valor de 0,1. Desta forma, fica evidenciado a necessidade de realizar pesquisas posteriores que
possam mostrar uma possivel associacdo ou ndo deste polimorfismo com o cancer de mama
especificamente, tendo em vista que a grande parte delas foram executadas com objetivo de
investigar a relagdo do SNP com o carcinoma géastrico e/ou o cancer de bexiga.

O gene TP53 é um supressor tumoral, sendo o mais frequentemente mutavel em varios
tipos de cénceres. Ele atua como mecanismo de defesa celular, contra o desenvolvimento
tumoral, sendo um fator de transcricdo que regula inimeras proteinas que reagem frente a danos
no DNA, apoptose e senescéncia. Mutacdes nessa proteina pode produzir a falta de controle no
ciclo celular, apoptose defeituosa ou inexistente e reparo de DNA ineficiente (VOUSDEN,
RYAN, 2009).

No presente estudo, foi demonstrado uma associacdo significativa entre o SNP
rs368771578 da proteina TP53 e o desenvolvimento do cancer de mama, indicando
desequilibrio de Hardy-Weinberg com X? = 15.3852 com valor p < 0,0001. A frequéncia alélica
para o alelo polimorfico G foi de 0,3100. Esse polimorfismo ndo foi descrito na literatura até o
presente momento. Ele possui uma mutacdo missence, com a troca de uma Tirosina (normal)
pela Histidina (variante). A Tirosina € um importante aminodcido que possui papel
principalmente em processo de transducdo de sinais. J& a Histidina tem papel na ligacdo do
centro ativo de proteinas com seus devidos substratos, e pode ser encontrada em inimeros sitios
ativos de enzimas. A mudanca entre esses aminoacidos pode resultar em alteracdo na
conformacéo da proteina, consequentemente afetando sua funcéo bioldgica.

Diversas pesquisas evidenciam diferencas significativas nas propriedades da proteina
TP53 em funcdo da presenca de alelos polimdrficos. A pesquisa de Hahn, (2017), avaliou a
mutacdo Arg337His (rs121912664) na proteina p53. Segundo a autora, a substituicdo de uma
Arginina por uma Histidina (variante do presente estudo) afetaria a dimerizacdo de monémeros

de p53, de maneira dependente de pH, alterando a fun¢do normal da proteina p53. O estudo de
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Arfaoui et al. (2015), analisou 175 pacientes acometidas com o cancer de mama e demonstrou
associacdo significante entre 0 SNP no codon 72 da proteina p53 (rs1042522) e o aumento do
risco ao desenvolvimento do cancer. Almeida et al. (2016), avaliou 393 mulheres com
carcinoma mamario quanto aos polimorfismos nos cédons 11, 72 e 248 do gene p53. Seus
resultados mostraram que apenas o polimorfismo no cédon 72 teve significancia associada ao
aumento do risco ao cancer de mama, assim como no estudo de Arfaoui et al. (2015).

Embora ndo haja estudos que evidenciem a associa¢do do SNP rs368771578 ao cancer
de mama avaliado no presente trabalho, é evidente que o funcionamento normal da proteina
p53 é uma prote¢do ao cancer. Polimorfismos de nucleotideo Unico na sequéncia de DNA que
codifica a proteina sdo caracteristicas da maioria dos canceres, ocasionando em defeitos criticos
em sua funcdo, o que pode levar a consequéncias bioldgicas como o aumento do risco a
formacdo de neoplasias, dentre elas o cancer de mama (WHIBLEY et al., 2009).

A NQO1 é uma enzima essencial para o sistema de defesa antioxidante, estabilidade de
supressores tumorais (ex. gene p53) e ativacdo de quimioterapicos baseados em quinonas
(LIENHART et al., 2014). O SNP rs1800566 do gene NQO1 ocasiona em uma troca de Prolina
por Serina na posicéo 187 (Pro187Ser), que, segundo Guha et al. (2008), esta associado a perda
da atividade enzimatica devido a instabilidade do produto proteico gerado. Lienhart et al. (2014)
demonstrou que a troca dos aminoacidos (Prol87Ser) resultante do SNP rs1800566
desestabiliza a interacdo entre 0 nlcleo da proteina e sua extremidade C-terminal, levando a sua
instabilidade estrutural em solucdo. Esta instabilidade em sua estrutura diminui a afinidade ao
seu cofator, de forma que o sitio de ligacdo a FAD perde sua forca de interacdo, comprometendo
severamente a capacidade catalitica da variante proteica. Ainda segundo Guha et al. (2008), a
atividade da enzima no gendtipo homozigoto (variante) é quase indetectavel, enquanto o
genotipo heterozigoto mostra atividade intermediaria entre o homozigoto normal e o
homozigoto variante.

Os resultados do presente estudo mostraram uma associacdo significativa
estatisticamente do rs1800566 com o desenvolvimento do cancer de mama, com frequéncia
alélica 0,07 para o alelo polimérfico A, indicando desequilibrio de Hardy-Weinberg com X2 =
14.8657 e valor de p = 0,0001. O mesmo foi encontrado no estudo de Yadav et al. (2016), em
que seus resultados demonstraram uma forte associa¢do entre o SNP rs1800566 e o risco de
desenvolvimento do cancer de mama em pacientes acometidas com a patologia no Norte da
India. Ainda neste estudo, ndo houve correlacio significativa entre o polimorfismo e idade, grau

tumoral e outros dados histopatolégicos, corroborando os dados anteriormente apresentados.
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Os resultados encontrados neste estudo também sdo ratificados com os achados de
Sarmanova et al. (2004), que analisou a possivel relacdo entre 0 aumento da susceptibilidade
ao cancer de mama e polimorfismos em diversas enzimas de biotransformacéo, incluindo o
polimorfismo rs1800566 da enzima NQO1, onde foram analisadas 238 pacientes acometidas
com o cancer de mama, e a distribuicdo genotipica do SNP rs1800566 mostrou ser
significativamente diferente entre o grupo controle e o grupo das pacientes.

Dados interessantes foram encontrados por Yuan et al. (2011) e Peng et al. (2014).
Nestes estudos, 0 SNP rs1800566 demonstrou ter contribuido para a susceptibilidade ao
desenvolvimento do cancer mamério em pacientes caucasianas, porém ndo em Asiaticas. A
pesquisa realizada por Menzel et al. (2004) teve como objetivo analisar a relagdo entre 0 SNP
rs1800566 do gene NQO1 em duas populacdes caucasianas independentes, de dois diferentes
paises: em ambas as populacgdes, o polimorfismo rs1800566 foi associado ao cancer de mama.
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6. CONCLUSAO

Os genodtipos apresentados pelos genes PSCA (rs2976392), TP53 (rs368771578) e
NQOL1 (rs1800566) ndo apresentaram significancia estatistica para as variaveis histopatologicas
(idade, localizacao tumoral, grau histoldgico e classificagdo molecular) das pacientes.

O SNP rs2976392 (regido intronica) do gene PSCA ndo demonstrou estar associado ao
surgimento da neoplasia de mama.

Em contraste, os resultados indicaram que o SNP rs368771578 do gene TP53 e 0 SNP
rs1800566 do gene NQO1 estdo possivelmente relacionados ao desenvolvimento de neoplasias
nas amostras examinadas. O polimorfismo rs2976392 do gene PSCA, por sua vez, ndo exerceu
papel significativo no surgimento dos carcinomas mamarios nas amostras. Entretanto, ha
necessidade de realizar pesquisas que possam ratificar os dados obtidos, acrescentando mais

conhecimentos a respeito destas variantes polimorficas.
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