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RESUMO

Diversos genes ja foram associados ao desenvolvimento do cancer de mama e cerca
de 60% dos casos nao podem ser explicados por mutagcbes em BRCAL1 e BRCA2. Por
este motivo, mais estudos foram desenvolvidos, indicando que alteragdes polimorficas
em genes do mecanismo de reparo por mal pareamento, em especial nos genes MLH1
e MSH2, constituem um fator de risco para o desenvolvimento de tumores
esporadicos. Partindo dessas informagfes, o estudo objetivou genotipar os SNPs
rs560246973 (T>C), rs2303425 (-118 T>C) do gene MSH2 e rs565410865 (G>T) do
gene MLH1 em amostras de tecido parafinado de pacientes diagnosticadas com
cancer de mama. Foram analisadas 100 amostras de tecido em parafina de pacientes
do Estado da Paraiba com diagndstico histopatolégico de cancer de mama. Apés
extracdo do DNA conforme proposto por Shang Rong-Shi e colaboradores, e desenho
dos iniciadores por validacéo in silico, os resultados foram obtidos a partir da aplicagao
do método Dideoxy Single Allele-Specific PCR e analisados por meio dos testes Qui-
quadrado e exato de Fisher, com nivel de significAncia em 5%. As andlises sugerem
gue os SNPs rs565410865 e rs560246973, localizados em regido intrébnica dos genes
MLH1 e MSH2, respectivamente, foram estatisticamente associados ao cancer de
mama nas amostras analisadas (X2 100/ 100 e P-valor 0,0001). Em contraposi¢ao, ao
genotipar o SNP rs2303425, localizado na regido promotora do gene MSH2 observou-
se que nao obteve significancia estatistica, indicando sua ndo associacao ao cancer
de mama (X? 0,7561 e P-valor 0,3845). Nesse sentido, os SNPs rs565410865 e
rs560246973 sdo potenciais marcadores moleculares para 0 aumento da
susceptibilidade ao desenvolvimento do cancer de mama.

PALAVRAS-CHAVE: Polimorfismos de Nucleotideo Unico. Cancer de Mama. Reparo
do DNA.



SANTOS, Anderson Felix. SINGLE NUCLEOTYDE POLYMORPHOSMS OF MLH1
AND MSH2 GENES: BREAST CANCER SUCEPTIBILITY. 2019. 57s. Dissertation
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ABSTRACT

Several genes have already been associated with breast cancer development and
about 60% of cases cannot be explained by mutations in BRCA1 and BRCAZ2. For this
reason, further studies have been developed indicating that polymorphic changes in
mismatch repair mechanism genes, especially in MLH1 and MSH2 genes, constitute
a risk factor for the development of sporadic tumors. Based on this information, the
study aimed to genotype the SNH rs560246973 (T> C), rs2303425 (-118 T> C) SNH
gene rs565410865 (G> T) in paraffin tissue samples from patients diagnosed with
breast cancer. . One hundred paraffin tissue samples from patients from Paraiba State
with histopathological diagnosis of breast cancer were analyzed. After DNA extraction
as proposed by Shang Rong-Shi et al., And primer design by in silico validation, the
results were obtained by applying the Dideoxy Single Allele-Specific PCR method and
analyzed using Chi-square and exact tests. Fisher's, with a significance level of 5%.
The analyzes suggest that the rs565410865 and rs560246973 SNPs, located in the
intronic region of the MLH1 and MSH2 genes, respectively, were statistically
associated with breast cancer in the analyzed samples (X2 100/100 and P-value
0.0001). In contrast, genotyping the SNP rs2303425, located in the promoter region of
the MSH2 gene, showed no statistical significance, indicating its non-association with
breast cancer (X2 0.7561 and P-value 0.3845). In this sense, rs565410865 and
rs560246973 SNPs are potential molecular markers for increased susceptibility to
breast cancer development.

KEYWORDS: Singles Nucleotide Polimorfism. Breast Neoplasms. DNA Repair.
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1 INTRODUCAO

Em organismos multicelulares, a diviséo e proliferacéo celular é controlada por
um sistema integrado que permite replicagdo continua para restaurar as perdas
naturais e manter de forma controlada a populacdo em niveis homeostaticos
(BRASILEIRO FILHO, 2019).

A regulacédo desordenada desse processo pode resultar em perda progressiva
de controle sobre o crescimento, diferenciacdo e confinamento espacial das células.
Essas alteracdes fenotipicas conferem as caracteristicas fundamentais a expressao
do condicdo neoplasica, tais como: evasdo da destruicdo pelo sistema imune,
sinalizagdo proliferativa sustentada, ndo responsividade a sinais supressores de
crescimento, ativacdo de invasdo e metastase, resisténcia a morte celular
programada, imortalidade replicativa, reprogramacdo do metabolismo energético,
indug&o de angiogénese e instabilidade do genoma e inflamacao crénica (Figura 1)
(HANARAN, 2014; HAMMER; McPHEE, 2016).

Figura 01 — Alteracdes fundamentais para manifestacdo do fenétipo neoplasico.

Manutengdo das vias de
sinalizagdo proliferativas

Alteragdo do
metabolismo
celular

Evasdoa
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Capacidade de
imortalidade
replicativa

k Inflamagéo
promovida pelo
tumor {

Activagdo da invasdo e
metastizagdo

Resisténcia a
morte celular

Instabilidade
gendmica e
mutagio

angiogénese
Fonte: HANARAN, 2014.

Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), os tipos de cancer mais
frequentes no mundo foram: pulméao (1,8 milhdo), mama (1,7 milh&o), intestino (1,4

milh&o) e préstata (1,1 milhdo). O nimero de novos casos de cancer entre os anos de
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2018 e 2019 no Brasil devem ultrapassar os 600 mil, dos quais, aproximadamente 119
mil tratam-se do cancer de mama, com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100
mil mulheres (BRASIL, 2018).

Os diferentes tipos de cancer séao classificados, principalmente, pelos 6rgéos a
partir dos quais séo originados. Os sarcomas, tem origem a partir de tecidos moles
(cartilagem, tecido adiposo, vasos sanguineos, tecido muscular liso e estriado) ou
mesmo tecido 0sseo e compreendem aproximadamente 1% de todas as neoplasias
malignas em adultos (FRICKE et al., 2017). Ja os carcinomas, considerados o tipo
mais comum de cancer em humanos, sdo originados dos epitélios de revestimento
externo e interno e quando de origem glandular, s&o denominados adenocarcinomas
(MANGUEIRA, 2019).

Os gliomas, por sua vez, originados da neuroglia, sdo caracterizados por
infiltrac@o difusa no cérebro e alta taxa de recorréncia (SAMPETREAN; SAYA, 2017).

As leucemias, originam-se a partir de formacdes neoplasicas nos 0Orgaos
hematopoiéticos, e podem ser classificadas em agudas e crénicas e ainda, de acordo
com a linhagem de células que as originam, seja mieloide e/ou linfoide (CLEVEN;
HOGENDOORN, 2017). Por fim, os linfomas, originarios do tecido linfatico
(linfonodos), classificados em linfomas de Hodgkin e os linfomas ndo-Hodgkin (DI
FONZO et al., 2017).

O desenvolvimento de muitos dos diferentes tipos de neoplasias ainda nao é
totalmente compreendido, no entanto, a maioria dos canceres é esporadica (em torno
de 90%). Acredita-se ser o resultado de uma combinacéo entre o acumulo de danos
causados por fatores externos (fatores modificaveis) e internos (fatores nao
modificaveis) (HAHN, 2017).

Os fatores de riscos modificaveis se referem, principalmente, ao estilo de vida,
incluindo o uso de tabaco, consumo de alcool, dieta com alta ingesta de carboidratos
refinados, gorduras saturadas e baixo consumo de &cidos graxos poliinsaturados,
fibras e vitaminas (principalmente folato, vitamina D e carotenoides), associados ao
sedentarismo (baixa ou nenhuma atividade fisica), resultando no aumento da gordura
corporal (ROMIEU; AMADOU; CHAJES, 2017).

Entre os fatores de riscos ndo modificaveis, incluem-se: horménios, condicdes
imunoldgicas, idade, mutacdes genéticas e alteracbes epigenéticas. Esses fatores
podem atuar simultaneamente ou em sequéncia para iniciar e/ou promover a
formacéo dos tumores (MANGUEIRA, 2019).
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1.1 MORFOFISIOLOGIA DA MAMA

As mamas sao as estruturas superficiais mais proeminentes na parede anterior
do térax, sobretudo nas mulheres. Séo constituidas por tecido glandular e tecido
fibroso de sustentacéo integrados a uma matriz adiposa, junto a vasos sanguineos,
vasos linfaticos e nervos (Figura 2) (MOORE; DALLEY; AGUR, 2019).

No género feminino, ocorre extenso desenvolvimento das mamas apés o
nascimento. Mudancas que possuem relacdo direta com a idade e hormdénios que
influenciam na funcdo reprodutiva. Embora homens e mulheres tenham mamas,

normalmente, elas s6 sdo bem desenvolvidas em mulheres (BRAGA, 2015).

Figura 02 — Morfologia macroscopica da mama feminina.
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Fonte: TORTORA; DERRICKSON, 2019.

Plano sagital

Externamente, cada mama tem uma projecdo pigmentada, a papila mamaria,
essa possui uma série de aberturas pouco espacadas de ductos (ductos lactiferos)
dos quais emergem leite. A area circular de pele pigmentada ao redor do mamilo,
a aréola da mama, tem aspecto aspero, em virtude da quantidade de glandulas
sebaceas modificadas (glandulas areolares). Faixas de tecido conjuntivo
chamadas ligamentos suspensores da mama correm entre a pele e a fascia e apoiam
a mama (Figura 3). Essas condensacdes de tecido conjuntivo fibroso, mais
desenvolvidas na parte superior da glandula, contribuem para sustentar
os lobos e I6bulos da glandula maméaria (TORTORA; DERRICKSON, 2019;
VANPUTTE; REGANM; RUSSO, 2016).
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Figura 03 — Aspectos morfoldgicos internos e microscopicos da mama feminina.
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Fonte: VANPUTTE; REGANM; RUSSO, 2016.

Lactante

No interior de cada mama esta uma glandula mamaria (Figura 3), uma glandula
sudorifera modificada que produz leite. Consiste em 15 a 20Ilobos, ou
compartimentos, separados por uma quantidade variavel de tecido adiposo, que
determina maior parte do volume das mamas, exceto na gravidez. Em cada lobo
existem varios compartimentos menores chamados l6bulos, constituidos por
agrupamentos de glandulas secretoras de leite em forma de uva chamados
de alvéolos, embutidos no tecido conjuntivo (TORTORA; DERRICKSON, 2019).

Na gravidez, o estrégeno e a progesterona aumentam o tamanho das mamas
e inibem a producéo da prolactina pela adeno-hipéfise. Apds o parto, a prolactina leva
2 a 3 dias para estimular a producao do leite (KAWAMOTO, 2018).

A contracdo das células mioepiteliais em torno dos alvéolos contribui para
impulsionar o leite em direcdo as papilas mamarias. Quando esta sendo produzido,
passa dos alvéolos por varios tubulos secundarios e, em seguida, para os ductos
mamarios. Proximo do mamilo, os ductos mamarios se ampliam discretamente para
formar seios chamados seios lactiferos, onde uma pequena quantidade de leite pode
ser armazenada antes de ser drenado para um ducto lactifero. Cada ducto lactifero
normalmente transporta leite de um dos lobos para o exterior (TORTORA;
DERRICKSON, 2019; VANPUTTE; REGANM; RUSSO, 2016).

Quando o bebé mama, a compresséao da aréola (e do seio lactifero abaixo dela)

expele as goticulas acumuladas e estimula 0 neonato a continuar mamando enquanto
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ocorre o reflexo de ejecéo do leite, mediado por hormdnios. Ao sugar o mamilo, séo
ativadas as terminagfes nervosas da aréola que estimulam o hipotalamo e este, a
neuro-hipofise para liberar ocitocina. A ocitocina chega até as mamas pela via
sanguinea, que estimula os lobos se contrairem e pressionarem a saida do leite
contido nos ductos para o mamilo (MOORE; DALLEY; AGUR, 2019; KAWAMOTO,
2018).

1.2 CANCER DE MAMA

O cancer de mama é considerado um problema de saude publica mundial por
constituir uma das doencas que possui alta taxa de incidéncia em varios paises
(WEISS, 2016). Apesar das estatisticas contabilizarem-no como uma enfermidade
Unica, sabe-se que possui diversas classificacfes anatomopatolégicas e modelos de
carcinogénese distintos, além de tendéncias epidemioldgicas especificas (ROCHA,
2019).

Os tumores malignos de mama sao chamados: de carcinoma, quando iniciam
em tecidos epiteliais; adenocarcinoma, quando iniciam em tecidos glandulares; e
sarcoma, quando iniciam em tecido conectivo (WEISS, 2016).

A grande maioria dos tumores mamarios surgem no epitélio do parénquima
mamario (95% dos casos), especialmente nas células da unidade ductolobular
terminal, exibindo uma grande gama de fenétipos morfolégicos e alguns tipos
histopatoldgicos especificos que tém caracteristicas clinicas e prognoéticas diferentes
(RABINOVICH, 2016).

Eles formam lesdes in situ ou invasivas, que podem ser ductais ou lobulares.
Os carcinomas mamarios invasivos sdo os mais frequentes, com 75% deles
subclassificados em carcinoma ductal invasivo/ sem outras especificacdes (CDI/SOE),
15% como lobular e 10% denominados subtipos especiais (ROCHA, 2019).

Além destes subtipos, outros menos comuns podem ocorrer (carcinoma
tubular, carcinoma medular, carcinoma papilar, cancer de mama inflamatério e
Doenca de Paget) (WEIS, 2016).

Essa ampla variancia histopatolédgica interfere sobre os fatores de prognaéstico,
que permeiam um amplo universo de condicdo de risco, incluindo desde variaveis
como idade do paciente no momento do diagnostico até um complexo de alteracbes
genéticas identificadas (FERREIRA FILHO, 2016). Além do grau histoldgico,

expressdo dos receptores hormonais (estrogénio e progesterona), bem como a
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superexpressao de HER-2, (human epidermal growth factor receptor 2), que é um
marcador molecular do cancer de mama (COSTA, 2014).

Varios estudos mostram que os tumores diagnosticados em jovens tendem a
ser de tamanho maior, maior grau histolégico, maior comprometimento de linfonodos
e maior incidéncia de receptores hormonais negativos (pior prognostico) quando
comparados a outras faixas etarias (RABINOVICH, 2016).

1.2.1 Epidemiologia

O céancer de mama € uma doenca heterogénea, com apresentacao e
acompanhamento clinico bastante complexo. Corresponde a 29% de todos 0s tipos
de tumores e € o segundo maior responsavel pelas taxas de mortalidade globais
(DELMONICO; ALVES; AMARAL, 2015), devendo ultrapassar até o ano de 2025, o
namero de 20 milhdes de casos (BRASIL, 2018).

Dados apresentados pelo GLOBOCAN para estimativas de cancer de mama
por regido em 2018, com taxas padronizadas por idade, apresentam um nuamero
expressivo nos indices de incidéncia e mortalidade da neoplasia, especialmente em
regibes menos desenvolvidas, que estdo passando pelo aumento da expectativa de
vida e de adocdo de estilo de vida insalubres ja vivenciados por regibes mais
desenvolvidas (WHO, 2018).

Isso se da por meio de uma combinacao de fatores demograficos aliados ao
aumento da expectativa de vida, desenvolvimento social e econdmico, além de fatores
de risco associados a mudancgas culturais nos papéis da populacdo feminina
(OLIVEIRA, 2019).

A incidéncia cumulativa de cancer de mama em mulheres na Europa e América
do Norte é em torno de 2,7% aos 55 anos, 5% aos 65 anos, e 7,7% em torno dos 75
anos. Segundo Rabinovich (2016) a incidéncia de tumores abaixo dos 40 anos é
relativamente baixa (5% a 7%), no entanto, entre alguns paises da Africa e do Oriente
Médio podem chegar aos 20%.

No Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, esse tipo de
cancer também é o mais frequente (Figura 4) nas mulheres das Regides Sul
(73,07/100 mil), Sudeste (69,50/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) e Nordeste
(40,36/100 mil). Na Regido Norte, é o segundo mais incidente (19,21/100 mil), sendo
ultrapassado pelo cancer de colo do Utero (BRASIL, 2018).
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Figura 04 — Estimativa de novos casos de Cancer para o Biénio 2018-2019.

Prostata 68.220 31.,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%
Tragueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 94%
Colon e Refo 17.380 81% Colo do Utero 16.370 81%
Estdmago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmao  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4.0%
Esdfago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3.8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% QOvdrio 6.150 3.0%
Leucemias 5.940 2.8% Sistema Nervoso Geniral 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 24%

Fonte: BRASIL, 2018.

O risco de ter cancer de mama ao longo da vida é da ordem de 8%, ou seja,
uma em cada doze mulheres desenvolvera cancer de mama ao longo da vida e este

risco é tido como o risco basal da populacdo do sexo feminino (VIEIRA, 2017).
1.2.2 Classificagdo Molecular

Embora os conhecimentos acerca da biologia tumoral do século XX tenham
uma relevancia consideravel (aplicacdo de exames imuno-histoquimicos e
morfolégicos que indiquem o ritmo da divisdo e agressividade tumoral), somente na
virada para o século XXI é que nasceu uma classificagdo tumoral de maior preciséo,
baseada em perfis de expressado génica. Pode-se especular que cada tumor seja
anico e que seus conteudos de DNA sejam particularmente distintos, mas métodos
moleculares permitem agrupa-los em funcdo de suas semelhancas genéticas, de
modo a se estabelecer acurados parametros prognosticos e de orientacéo terapéutica
(BARROS; LEITE, 2015).

Apo6s o estudo de diversos painéis de expressdo génica foram identificados
cinco subtipos intrinsecos de carcinoma de mama que se correlacionam com o
prognadstico: luminal A, luminal B, luminal HER-2 positivo, triplo negativo (basal-like),
e Luminal Hibrido (SERRA et al., 2014).

Os luminais A representam 30 a 40% doa casos e sao aqueles que, aléem da
expressdo do Receptor de Estrogeno (RE), podem ou ndo apresentar positivo o
Receptor de Progesterona (RP) (as classificacdes mais atualizadas consideram RE+
e ou RP+), KI-67 baixo (< 14%) e HER-2 negativo. S80 pouco responsivos a
guimioterapia e, portanto, a hormonioterapia prevalece nesta classificacdo, com boa

resposta. Utiliza-se também neste grupo os antiestrogénicos, tamoxifeno e inibidores
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de aromatase, terapéuticas especificas para seu tratamento sistémico (CARMO,
2015).

Os Luminais B também tem origem em células epiteliais luminais ricas em RE.
Os RP, por seu lado, podem estar presentes tanto em altas como baixas proporcoes
de células. A proteina HER-2 pode ser detectada e o ritmo de proliferacdo avaliado
pelo Ki 67 é mais elevado (>14%). Este tipo de tumor também é sensivel a
hormonioterapia e o trastuzumab pode ser empregado com sucesso se for HER-2
positivo. O subtipo luminal B corresponde a cerca de 20 a 30% dos carcinomas de
mama (BARROS; LEITE, 2015).

O HER-2 é o carcinoma mamario que se caracteriza por apresentar
amplificacdo do gene ERBB2. Estas lesdes sdo negativas para receptores hormonais.
Ocorrem em 10% dos tumores de mama e apresentam grande potencial de
agressividade, todavia, tém resposta clinica quando tratados com anticorpo anti-Her-
2. Supostamente, a origem também é nas células luminais dos ductos mamarios
(FERREIRA FILHO, 2016; CARMO, 2015).

O triplo negativo (basal-like), supostamente tem origem a partir das células
basais dos ductos mamarios em virtude da expressao das citoqueratinas 5 e 6, esta
associado a um mau prognéstico. Correspondem de 15 a 20% dos carcinomas de
mama e nao respondem a tratamento de terapia enddcrina ou transtuzumab
(FERREIRA FILHO, 2016; BARROS; LEITE, 2015).

Os tumores basal-like ndo se iniciam em células mioepiteliais, mas, com base
no modelo hierarquico de carcinogénese, em células tipo tronco ou progenitoras
luminais muito indiferenciadas (BARROS; LEITE, 2015).

O subtipo luminal hibrido, caracterizado por baixa ou moderada expressao de
genes das células epiteliais luminais, esta associado a um progndstico intermediario,
visto que, apesar de ter alguma resposta a terapia hormonal, esta particularmente
relacionado a recidiva tumoral por apresentar possiveis similaridades com os tumores
RE negativos (subtipos HER2 positivo e basal) (HENRIQUES, 2016).

1.2.3 Cancer de Mama Hereditéario

O Cancer de mama é uma doenca multifatorial. Dentre os fatores de risco
associados encontram-se densidade da mama aumentada, histéria de menarca
precoce (idade da primeira menstruacao) ou menopausa tardia (ap6s os 50 anos de

idade), obesidade apdés a menopausa, uso de contraceptivos orais ou reposicao de
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horménios orais (estrogénio e progesterona) no periodo pos-menopausa, nuliparidade
e primeira gravidez apés os 30 anos de idade, além de fatores genéticos, que também
estdo associados ao maior risco de desenvolvimento de céncer de mama
(FERNANDES, 2014).

Alteracdes genéticas hereditarias decorrentes de mutagdes na linhagem
germinativa sao responsaveis por cerca de 5-10% dos casos, definindo-se estas
situagdes como “cancer de mama hereditario”. Em contrapartida, por volta de 70% dos
tumores da mama decorrem de alteracdes genéticas somaticas que surgem de
maneira esporadica e aleatéria como consequéncia da interagcdo do genoma com 0
meio, sendo estes tumores designados como “esporadicos”. Ja os outros 20-25% dos
casos sao classificados como “familiares”, pois se identifica um padréo de distribuicao
fenotipica com caracteristicas de tumor hereditario mas ndo se consegue determinar
uma mutacao deletéria especifica como agente causal na familia (DEBIASE, 2016).

No caso dos canceres hereditarios, apesar de serem responsaveis por uma
pequena parcela dentre todos os casos de cancer de mama, os individuos afetados
podem ter um risco de 40% a 68% maior de desenvolverem a referida neoplasia (alta
penetrancia) (SOUZA, 2017).

Diversos genes ja foram associados a um aumento no risco de
desenvolvimento de cancer de mama, como por exemplo os genes BRCAL1 e BRCA2
(FERNANDES, 2014). Todavia, até 60% dos casos de cancer de mama familiar
feminino, ndo podem ser explicados por mutacdes em BRCAL1 e BRCA2, haja vista
gue mutacbes nesses genes sao relativamente raras na populacdo geral,
representando menos de 10% de todos os casos de cancer de mama. Por este motivo,
além do BRCA1 e BRCAZ2, varios outros genes cuja inativagado predispde a cancer de
mama tem sido estudados como ATM, TP53, CHEK2 e PTEN, além de genes em vias
de reparo do DNA (DAPIC; CARVALHO; MONTEIRO, 2005).

1.3 MECANISMOS DE REPARO DO DNA

A molécula de DNA esté sujeita ao ataque de varios agentes externos, fisicos
e quimicos, assim como produtos enddégenos do proprio metabolismo celular, que
podem provocar lesdes na dupla-hélice. Por sua vez, essas lesdes podem causar a
morte celular ou aumentar a instabilidade genética na célula, dando origem a

mutagfes. As células, no entanto, desenvolveram, durante o processo evolutivo,
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sofisticados mecanismos de reparo de DNA que operam na protecao do genoma, para
garantir sua sobrevivéncia e estabilidade (MENK; SLUYS, 2017).

As células eucaridticas contam com cinco principais vias de reparo do DNA,
cada uma delas contendo multiplas proteinas, por vezes compartilhadas; em geral,
essas proteinas de reparo do DNA contém ort6logos nos procariotos. Os mecanismos
de reparo do DNA incluem o reparo por excisdo de nucleotideo (NER); o reparo por
mal pareamento (MMR); o reparo por excisdo de base (BER); a recombinacao
homologa (HR); e as vias de reparo de unido de extremidades ndo homoélogas (NHEJ)
(RODWELL et al., 2017).

No ser humano, por exemplo, sabe-se que a deficiéncia de alguns desses
mecanismos esta diretamente associado ao aparecimento de tumores. Curiosamente,
células tumorais utilizam os mecanismos de reparo de DNA para defenderem-se de
algumas drogas antitumorais e, por este motivo, o conhecimento destes pode auxiliar
a desenvolver terapias mais eficientes que ajudem a combater os tumores (MENK;
MENEGHINI, 2015).

1.3.1 Reparo por mal pareamento

O sistema MMR (mismatch repair), reparo de malpareamento ou reparo de
emparelhamento errbneo, possui um papel essencial no reparo pos-replicativo de
insercdes e delecbes ou, ainda, durante as incorporacdes errbneas de nucleotideos
que escaparam da atividade de proofreading das polimerases replicativas. E uma via
altamente conservada ao longo da evolucao de seres unicelulares a humanos e sua
significancia é corroborada pelo fato de que células deficientes em MMR apresentam
fenétipos com elevado grau mutagénico, que é caracterizado invariavelmente pela
presenca de instabilidade de microssatélites. O papel principal desta via, portanto, é
a retificacdo dos erros de inser¢ao e delecao durante a replicacao do DNA e a garantia
da fidelidade da informacgéo genética durante a recombinac¢do ou, ainda, participando
do mecanismo que desencadeia a apoptose em células cujo DNA esteja danificado
(LAPORTE, 2019).

O sistema em eucariotos utiliza dois grupos de proteinas homélogos a
procariotos, as MSH que funcionam como heterodimeros de duas subunidades
distintas Mutsa (MSH2-MSHG6) que reconhece nucleotideos Unicos desemparelhados
e MutsB (MSH2-MSH3), este reconhece loops de insercéo/delecéo, fazem parte o

complexo MSH e (MSH4-MSH5) que nao apresentam funcdo no sistema MMR,
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porém, sao importantes durante a recombinagc&do mitotica, pois reconhecem juncdes
Holliday. As MLH, por sua vez, funcionam também como heterodimeros (MutLa; MLH1
e PMS2; MutLb: MLH1 e PMS1; MutLy; MLH1 e MLH3), assim, todas as proteinas
citadas sdo de extrema importancia para a atuacao na via MMR em humanos (REYS
et al., 2015).

Figura 05 — Modelo do Mecanismo de reparo por mal pareamento.
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Fonte: MENK; SLUYS, 2017.

O MMR pode ser dividido em trés etapas principais (Figura 5): (1)
reconhecimento da base malpareada, feito pelos heterodimeros de Muts, Mutsa
(MSH2-MSH6) ou Mutsp (MSH2-MSH3); Mutsa geralmente reconhece
emparelhamentos errbneos e delecdes/insercdes pequenas (até 2 nucleotideos),
enquanto Mutsp reconhece principalmente defeitos formados por delecdes/insercées
maiores; (2) excisao da porg¢éao da fita contendo o erro (0 que gera uma lacuna), a qual
é feita pelo heterodimero MutLa (principalmente MLH1-PMS2), com a participacao das
proteinas PCNA (Profilerating Cell Nuclear Antigen) e RFC (Replication Factor C). O
flap resultante da incisdo € removido pela agdo das enzimas Rpa (Factor A) e Exol
(exonuclease 1); a DNA polimerase é responsavel pela ressintese do DNA com base
na fita molde; (3) e juncdo da extremidade recém-sintetizada e da fita original, feita
por uma DNA ligase (LAPORTE, 2019).

Alteracdes polimorficas nos genes do mecanismo de reparo MMR, em especial
nos genes hMLH1 e hMSH2 constituem um fator ao risco para o individuo desenvolver
tumores hereditarios e esporadicos (XIAO et al., 2012).



24

Figura 06 — Representacdo de um Polimorfismo de Nucleotideo unico.

Fonte: http://twixar.me/q6Z1.

Os SNPs (Figura 6) compreendem um dos tipos de alteracées no genoma mais
frequentes, definido como variagbes de uma base na sequéncia nucleotidica que

persiste com um percentual maior ou igual a 1% na populagéo (CALIXTO, 2017).
a) Gene MLH1

O gene MLH1, homdlogo de multL de E. coli, est4 localizado na regido do
cromossomo 3p21. Consiste em 19 éxons e apresenta aproximadamente 58 kilobases
(Kb) de comprimento (FUKUHARA et al., 2014).

O gene MLH1 é um importante integrante da familia de genes de reparo de
incompatibilidade humana (hMMR), haja vista que desempenha um papel crucial na
manutencdo da integridade e estabilidade da informacdo genética e evitando a

geracdo de mutacdes (CHEN et al., 2019).

Figura 07 — Localizagéo do gene MLH1 no genoma humano.
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Fonte: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MLH1#location.

A proteina MLH1, codificada pelo respectivo gene é uma proteina nuclear que
consiste em 756 aminoacidos com um tamanho de 80 kilodaltons (kDa) (FUKUHARA



25

et al., 2014). E constituida por um dominio N-terminal, essencial para atividade da
ATPase e um dominio C-terminal, local de dimerizagdo com paralogos MLH1 (WU et
al., 2015).

A funcionalidade da proteina MLH1 € aparentemente de grande
diversidade. N&o foi descrita apenas como envolvida na MMR, mas também em
muitos outros processos celulares essenciais, desde a regulacdo dos pontos de
checagem do ciclo celular, apoptose, recombinacdo reciproca meioética, reparo de
incompatibilidade meidtica a organizacdo do citoesqueleto (HINRICHSEN et al.,
2014).

b) Gene MSH2

O MSH2 é um gene homologo MutS de E. coli envolvido com o MMR. Localiza-
se em humanos na regido cromossomica 2g21. Abrange um segmento de 73kb com
16 éxons, e codifica uma proteina de localizacao nuclear contendo 934 aminoéacidos
e peso molecular correspondente a 104,7 KDa (RUEDA, 2013; KOLODNER et al.,
1994).

Figura 08 — Localizagéo do gene MSH2 no genoma humano.
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Fonte: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MSH2#location.

Estudos de cristalografia foram realizados na tentativa de compreender a
estrutura proteica da proteina MSH2. Foram observados 5 dominios conservados
similares aos de E. coli. O Dominio 1 de ligacdo de incompatibilidade de DNA. O
Dominio 2 representa o conector entre a ligacdo incompativel e as alavancas que
compdem o Dominio 3. O Dominio 3 se dobra em duas areas distintas que, juntas,
formam uma alavanca para o Dominio 5. O Dominio 4, a regido de clampeamento,
permite contato de DNA nédo especifico, enquanto Dominio 5 confere ligacdo a
adenosina e hidrdlise (ATPase) (EDELBROCK, M. A.; KALIYAPERUMAL, S,
WILLIAMS , K. J., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaliyaperumal%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23391514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23391514
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2 OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

e Genotipar os SNPs rs560246973 (T>C), rs2303425 (-118 T>C) do gene MSH2
e rs565410865 (G>T) do gene MLH1 em amostras de tecido parafinado

provenientes de pacientes diagnosticadas com cancer de mama.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar a associacdo dos SNPs selecionados a susceptibilidade ao
desenvolvimento do cancer de mama,

e Avaliar estatisticamente a relacdo entre os gendtipos encontrados e a
classificagdo molecular das amostras estudadas;

e Analisar a relacdo entre o perfil clinico das amostras e 0s genotipos

encontrados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 TIPO DE PESQUISA

A presente pesquisa trata-se de um estudo retrospectivo experimental.

3.2 CENARIO DA PESQUISA

Todas as etapas inerentes a pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de
Biologia Molecular Estrutural e Oncogenética (LBMEO), situado no Departamento de

Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraiba — campus Jodo Pessoa.

3.3 AMOSTRAS DE TECIDO PARAFINADO

Foram analisadas 100 amostras de tecido parafinado com diagndstico
histopatolégico de cancer de mama, cedidas pelo banco de laudos do UNILAB/

Patologia lvan Rodrigues/ Jodo Pessoa — PB.
3.4 PROCEDIMENTOS PARA COLETA DE DADOS
3.4.1 Extracdo do DNA

Figura 09 — Esquematizacéo da extracdo do DNA.
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Ressuspensao
Quantificacao

Validagdo in silico

Dideoxy Single Allele-Specific PCR

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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As amostras de tecido em parafina foram submetidas a extragdo do DNA

(Figura 12) segundo o método proposto por Shi et al (2002) com modificacdes:

100mg ou 10 cortes histolégicos com cerca de 10um de espessura foram
submetidos a aquecimento para retirada da parafina;

Os cortes foram adicionados a um microtubo de 2mL junto a 1 mL do Tampao
de Extracéo (Tris/HCL 0,1M; Sacarose 0,32M; MgCl,; Triton X-100 1%; KCI
50mM; NP-40 0,45%; Tween 20 0,45%); 20uL de proteinase K (10mg/Ml) e
100uL de SDS a 30%;

Os tubos com conteudo acima descrito foram entdo incubados a 57°C por 48
horas em banho maria;

Decorrido este tempo, 1mL do conteudo foi transferido a outro microtubo onde
fora adicionado 1mL de uma mistura de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1). Neste passo, a mistura sofreu inversbes suaves por
aproximadamente 2 minutos para a completa homogeneizacéao;

A solucdo homogeneizada foi centrifugada a 4000rpm por 5 minutos e o
sobrenadante transferido a outro microtubo de centrifuga;

A este tubo adicionou-se 1mL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e
a mistura sofreu suaves inversdes por aproximadamente 2 minutos;

A solucdo homogeneizada fora centrifugada a 4000rpm por 5 minutos e o
sobrenadante transferido a outro microtubo de centrifuga;

Ao microtubo contendo o sobrenadante acima mencionado adicionou-se 1mL
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Este microtubo sofreu inversées suaves
até sua homogeneizacao.

Centrifugou-se entdo a solugcdo homogeneizada a 4000rpm por 5 minutos e
transferiu-se o sobrenadante transferido a outro microtubo;

Para precipitacdo do DNA fora adicionado a este microtubo 1mL de &lcool
absoluto a 0°C e a solucéo deixada no freezer overnight;

Findado este tempo, o microtubo fora centrifugado a 14.000 rpm por 30min a
4°C;

Desprezou-se o sobrenadante e o DNA desidratado em estufa a 60°C.

Apoés secagem, adicinou-se ao DNA desidratado 200uL de agua Ultrapura;
Passadas 24 horas do procedimento anterior, o preparado foi submetido a

quantificacdo em NanoDrop (comprimento de onda 260nm).
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3.4.2 Validacéo in silico

Figura 10 — Esquematizacao da Validacao In Silico.

Extracdo do DNA

Validagdo in silico

Dideoxy Single Allele-Specific PCR

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

A figura 13 ilustra a técnica de desenho dos iniciadores e sequéncias
complementares por validacéo in silico, com auxilio de bancos de dados e software

para alinhamento de sequéncia:

e National Center for Biotechnology Information
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/) — Identificagdo dos SNPs de interesse;

e SNP rs565410865 (G>T)

O SNP rs565410865 (G>T) tem localizac¢éo no limite intron/éxon, préximo a um
sitio de processamento 3’, 76 pares de bases a montante do éxon 14 no gene MLH1
(CALIXTO, 2017).

Figura 11 — Localizacdo do SNP rs565410865 no gene MLH1.
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Fonte: Adaptado de Calixto (2017). rs56541086

e SNP rs560246973 (T>C)

O SNP rs560246973 localiza-se no limite intron/éxon, proximo de um sitio de
processamento 3’ com 72 pares de base a montante do éxon 14 no gene MSH2
(CALIXTO, 2017).
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Figura 12 - Localizacdo do SNP rs560246973 no gene MSH2.
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Fonte: Adaptado de Calixto (2017). rs560246973

e SNPrs2303425 (-118 T>C)

O SNP rs2303425 esta localizado na regido promotora do gene MSH2, 118
nucleotideos a montante do sitio de inicio da transcricdo, mais especificamente em

uma regido relevante para a ligagcao de fatores de transcricdo (CALIXTO, 2017).

Figura 13 — Localizacdo do SNP rs2303425 no gene MSH2.
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Fonte: Adaptado de Calixto (2017).
e Ensembl (http://www.ensembl.org) — Selecédo da sequéncia contendo os SNPs
de interesse;
e GeneRunner (http://www.generunner.net/) — Desenho do primer propriamente
dito (Tabela 1);

e Blast: Localizacdo de regides de similaridade local entre sequéncias.

Tabela 1 — Gene, polimorfismos e sequéncias de iniciadores e complementares

especificos a cada polimorfismo.

Gene SNP Iniciador/ Sequéncia Complementar

MSH2 rs560246973 5 AATCCATTATGTTTGTGGCRTATCCTTCCCZ
5 GACRATACATTGGGAAGGATAYGCCACAAACATAATGGT
T3

MLH1 rs565410865 S5 CTTTGCTTACTTGGTGTCTCTAGTTCTGG3’
5CAGGMACCAGAACTAGAGACACCAAGTAAGCAAAGY

MSH?2 rs2303425 5’ACCCWCSKAAACSCAGCCCTGGAAGCZ
5’KACCAYAYCMARTCAGCTTCCAGGGCTGSGTTTNSGWG
GGTd

Fonte: Adaptado de Calixto (2017).
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3.4.3 Genotipagem

Figura 14 — Esquematizacao do Dideoxy Single Allele Specific PCR.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

O método DSASP constitui um procedimento de genotipagem que apresenta
alta sensibilidade e pode ser utilizado para qualquer polimorfismo de base Unica (LIMA
et al., 2015).

O método DSASP (Figura 14) considera as seguintes recomendacdes:
e Aincorporacdo do ddNTP especifico ndo deve ocorrer entre o SNP de interesse

e o primer;

e O ddNTP especifico deve ser incorporado na posicéo do alelo de interesse;
e O produto de amplificacdo por PCR assimétrica deve ser hibridizado com sua

sequéncia complementar e gerar fragmentos de cadeia dupla com tamanhos e

Temperatura de Melting (Tm) diferentes (cada fragmento ou Tm corresponde

ao seu alelo especifico, o que permite a discriminacéo do alelo).
a) As Condicdes da PCR Assimétrica

Para deteccdo dos SNPs do gene MLH1 (rs565410865) e do gene MSH2
(rs560246973 e rs2303425) foram utilizados protocolos de PCR assimétrica em que

se obteve melhores resultados para analise (Tabelas 2 e 3).



Tabela 2 — Protocolos para preparo da PCR assimétrica.
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MSH2 MLH1 MSH2
rs560246973  rs565410865 rs2303425
H.0 11,5pL 11,5pL 11,5pL
Tampéo 3uL 3uL 3uL
MgCl> 2uL 2uL 3uL
Preparo da dNTP+ddNTP 4uL 4uL 3uL
Reacao Primer 1,5uL 1,5uL 1,5uL
Taq DNA 1U 1U 1U
Polimerase
DNA 3uL 3uL 3uL
Volume Final 25uL 25uL 25uL

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

As amostras utilizadas tinham concentracdo de 100ng/ pL;0 MgCl;fora utilizado

com concentracao de 25Mm; E o Tampao com concentracao de 10X.

Tabela 3 - Protocolo para amplificacao dos fragmentos nos genes MLH1 e MSH2 com

SNPs por PCR assimétrica.

Fase Temperatura Tempo
Pré-desnaturacao 95°C 5min

Desnaturacao 95°C 20s

Anelamento 57°C 1min 60 Ciclos
Extensao 72°C 40s

Extenséo Final 72°C 2min

Conservacao 4°C 00

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

b) As Condic¢des de Hibridizagéo

O produto da amplificacédo por PCR assimétrica de cada amostra foi submetido

ao protocolo de hibridizagdo sob as seguintes condi¢cdes: 200pM da sequéncia

complementar (Tabela 1), a 4°C durante 10 minutos.
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c) Andlise da Melting Curve

A andlise da curva de melting para determinacdo da Tm foi realizada no
equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA),
seguindo as condicfes: Pré-aquecimento a partir de 25°C a 95°c durante 1 minuto,
dobrando até 45°C para 5 minutos, e um aquecimento gradual (1°C por minuto) até a
temperatura de 95°C durante 5 minutos. Para analise da curva de melting foi utilizada

mistura de Sybr Green 2X e Rox 1X.

3.5 ANALISE DOS DADOS

Os resultados obtidos a partir da analise em Real Time foram agrupados
conforme frequéncia alélica das amostras testadas e aplicados entao ao equilibrio de
Hardy-Weinberg, o qual forneceu as frequéncias alélicas esperadas como controle.

Para verificar a distribuicdo dos genoétipos dos polimorfismos nas amostras
estudadas, foi aplicado o teste Qui-quadrado, com nivel de significancia em 5%, por
meio do software Bioestat versdo 5.3. Ja a relacdo entre os alelos e os dados inerentes
ao laudo histopatologico foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Foram

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

3.6 ASPECTOS ETICOS

Foram respeitados os aspectos éticos preconizados pela Resolucdo CNS
466/12, tendo obtido parecer favoravel apds apreciacdo do projeto pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias Médicas da UFPB, sob CAAE
08697219.7.0000.8069.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO AMOSTRAL

A seguir, estdo representados os dados percentuais das variaveis analisadas,

disponiveis no laudo histopatolégico de cada amostra.

Tabela 04 — Caracterizacdo da amostra estudada.

Variaveis n % | Variaveis n %
Idade Imunofendtipo
27 — 35 anos 8 8 Luminal A 37 37
36 - 49 anos 26 26 | Luminal B 25 25
50 anos ou mais 66 66 | HER -2+ 9 9
Basal Like 14 14
Luminal Hibrido 14 14
Localizagdo Perfil Patologico
Mama Direita 53 53 | Invaséo Vascular 27 27
Mama Esquerda 47 47 | Infiltrado Inflamatorio 66 66
Grau Histologico Formacé&o Tubular
Escore | 13 13 | Escore | 6 6
Escore I 56 56 | Escore ll 24 24
Escore Il 31 31 | Escore lll 70 70
Grau Nuclear indice Mitético
Escore | 1 1 Escore | 55 55
Escore |l 33 33 | Escorell 28 28
Escore Il 66 66 | Escorelll 17 17
Total 100 100 | Total 100 100

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Com relacao a idade, maior parte das amostram sao provenientes de individuos
com idade igual ou superior a 50 anos (66%), com idade média de 55,85 anos.

Quanto a localizagcéo, os dados apontam que embora os tumores de mama
direita tenham predominado (53%), as diferencas percentuais ndo sao acentuadas.

As variaveis Formacao Tubular e Grau Nuclear com predominancia em Escore

11 (70 e 66%), indicam uma possivel predominancia de amostras com pior prognostico.
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4.2 SNPs NOS GENES MLH1 E MSH2 E SUSCEPTIBILIDADE AO CM

A partir da genotipagem do SNP rs2303425 (-118T>C) - gene MSH2, foram
obtidas temperaturas de Melting de 73,76°C para o alelo C e 80,07°C parao alelo T.

Figura 15 — Curva de Melting representando o geno6tipo C/C do SNP rs2303425/ gene
MSH2.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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Figura 16 — Curva de Melting representando o gendtipo C/T do SNP rs2303425/ gene
MSH2.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Com base nessas temperaturas, obteve-se a seguinte distribuicdo genotipica:
84% (n=84) C/C, 16% (n=16) C/T e 0,0% (T/T); e frequéncia alélica de 0,94 para o
alelo C e 0,08 para o alelo T.

Pode-se entdo afirmar que os alelos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg:
X2=0,7561 e p-valor 0,3845 (Tabela 05). Portanto, essa variante alélica no gene MSH2
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nao esta associada com o aumento do risco para o desenvolvimento do CM nas
amostras analisadas.

Ao genotipar o SNP rs565410865 - gene MLH1, obteve-se temperaturas de
Melting, de 69,94°C para o alelo G/G (Figura 17) e 72,84°C (Figura 18) para o alelo
T/T, com distribuicdo genotipica de 75% (n=74) G/G, 25% (n=25) T/T e 0% (n=0) G/T.

Figura 17 — Curva de Melting representando o genétipo G/G, SNP rs565410865/ gene
MLH1.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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Figura 18 - Curva de Melting representando o gendtipo T/T do SNP rs565410865/
gene MLH1.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

A frequéncia alélica estabelecida fora de 0,75 para o alelo G e 0,25 para T.

Ao analisar as frequéncias genotipicas observadas e esperadas para o SNP,
fica evidenciado que as amostras estudadas ndo estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg: X2= 100; p<0,05 (Tabela 05), indicando que a variante alélica no gene

MLH1 pode estar associada com o aumento do risco de desenvolvimento do CM.
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Quanto a analise da curva de Melting obtida a partir da genotipagem do SNP
rs560546973 - gene MSH2, observou-se temperaturas de 69,64°C (Figura 19) para o
alelo C/C e 71,12°C (Figura 20) para o alelo T/T.

Tais temperaturas construiram a seguinte distribuicdo genotipica: 74% (n=74)
T/T, 26% (n=26) C/C e 0% (n=0) T/C); e frequéncia alélica: 0,74 para T e 0,26 para C.

Figura 19 - Curva de Melting representando o genoétipo C/C do SNP rs560246973/
gene MSH2.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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Figura 20 - Curva de Melting representando o genotipo T/T do SNP rs560246973/
gene MSH2.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Estabelecendo um comparativo entre as frequéncias genotipicas observadas e
esperadas, fica constatado que os alelos em estudo ndo estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg: X2=100 e p<0,0001 (Tabela 05). Assim, o resultado sugere que o referido

SNP esta associado ao aumento da susceptibilidade ao CM nas amostras estudadas.
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Para melhor ilustrar os resultados anteriormente expostos, a tabela 5 elenca

detalhadamente as informacdes obtidas pelas andlises.

Tabela 5 — Distribuicdo alélica e genotipica de SNPs dos genes MHL1 e MSH2 em
individuos com CM.

Gene/SNP Genotipos Frequéncia Alélica X2 Valor p*
MSH2 TT TC CcC T C

100 0,0001
rs560246973 74 0 26 0,74 0,26
MLH1 GG GT TT G T

100 0,0001
rs565410865 75 0 25 0,75 0,25
MSH2 CcC CT TT C T

0,7561 0,3845
rs2303425 84 16 0 0,92 0,08

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Enquanto os SNPs rs565410865/MLH1 e rs560246973/MSH2 se mostram
associados ao aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento do cancer de mama,
0 SNP rs2303425/MSH2 estd em equilibrio de Hardy-Weinberg nas amostras

estudadas, o que indica a sua ndo associagao ao risco de desenvolver CM.

4.3PERFIL IMUNOFENOTIPICO E HISTOPATOLOGICO

Tomando por base os resultados até entdo obtidos, buscou-se relacionar o
perfil imunofenotipico (classificagcdo molecular) e histopatoldégico aos respectivos
alelos identificados pelo DSASP.

As variantes género e classificacdo histolégica ndo foram consideradas, tendo
em vista que todas as amostras analisadas pertencem a individuos do género feminino

com diagndéstico histopatoldgico de carcinoma ductal infiltrante.

Tabela 06 — Correlagdo entre perfil imunofenotipico, histopatologico e SNP
rs565410865/ gene MLHL1.

MLH1 rs565410865 (G>T)

Gendtipo TT  Genbtipo TG Gendtipo GG Total
Variavel % (n) % (n) % (n) % (n) Valor p*
Idade
27-35 0(0) 0 (0) 8(8) 8 (8)
36-49 8 (8) 0 (0) 18 (18) 26 (26) 0,2289
50> 17 (17) 0 (0) 49 (49) 66 (66)
Localizacédo

Mama Direita 13 (13) 0 (0) 40 (39) 53 (53) 1
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12 (13)

19 (19)
19 (19)

2 (2)
11 (11)
10 (10)

0 (0)
8(8)
17 (17)

0 (0)
9(9)
16 (16)

10 (10)
10 (10)
5 (5)

7(7)
9(9)
2(2)
33
5()

0(0)

0 (0)
0 (0)

0 (0)
0(0)
0 (0)

0(0)
0(0)
0(0)

0 (0)
0 (0)
0 (0)

0 (0)
0 (0)
0 (0)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

35 (35)

8 (8)
47 (47)

11 (11)
45 (45)
21 (21)

6 (6)
16 (16)
53 (33)

1(1)
24 (24)
50 (50)

45 (45)
18 (18)
12 (12)

30 (30)
17 (17)
7(7)
11 (11)
9(9)

47 (47)

27 (27)
66 (66)

13 (13)
56 (56)
31 (31)

6 (6)
24 (24)
70 (70)

1(1)
33 (33)
66 (66)

55 (55)
28 (28)
17 (17)

37 (37)
26 (26)
9(9)
14 (14)
14 (14)
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0,0003

0,3751

0,2948

0,856

0,1782

0,5792

Ao relacionar os alelos obtidos para genotipagem do SNP rs565410865/ gene

MLH1, os resultados apontam nao haver significancia estatistica para relacdo entre

as variantes (Idade, localizacdo, grau histologico, formacéo tubular, grau nuclear,

indice mitdtico, imunofendétipo) e os alelos obtidos pelo DSASP. Exceto, a variante

“perfil patolégico”, com p-valor de 0,0003, que mostrou consideravel relagdo com os

alelos obtidos a partir da genotipagem do SNP rs565410865/ gene MLHL1.

Tabela 07 - Correlacdo entre perfil imunofenotipico, histopatologico e SNP
rs560246973/ gene MSH2.

MSH2 rs560246973 (T>C)

Variavel

Idade

27-35

36-49

50>
Localizacédo
Mama Direita

Genotipo TT

% (n)

6 (6)
20 (20)
48 (48)

42 (42)

Genétipo TC

% (n)

0 (0)
0 (0)
0 (0)

0 (0)

Genotipo CC

% (n)

2(2)
6 (6)
18 (18)

11 (11)

Total
% (n)

8 (8)
26 (26)
66 (66)

53 (53)

Valor p*

0,9338

0,3579
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33 (33)

18 (18)
48 (48)

10 (1)
43 (43)
21 (21)

6 (6)
17 (17)
53 (53)

1(1)
27 (27)
47 (47)

45 (45)
18 (18)
11 (11)

27 (27)
18 (18)
5 (5)
11 (11)
13 (13)

0(0)

0 (0)
0 (0)

0 (0)
0 (0)
0 (0)

0 (0)
0(0)
0(0)

0(0)
0 (0)
0 (0)

0 (0)
0 (0)
0 (0)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

14 (14)

8 (8)
18 (18)

3(3)
13 (13)
10 (10)

0(0)
7(7)
17 (17)

0(0)
6 (6)
19 (19)

10 (10)
10 (10)
6 (6)

10 (10)
8 (10)
4.(4)
3(3)
1(1)

47 (47)

27 (27)
66 (66)

13 (13)
56 (56)
31 (31)

6 (6)
24 (24)
70 (70)

1(1)
33 (33)
66 (66)

55 (55)
28 (28)
17 (17)

37 (37)
26 (26)
9(9)
14 (14)
14 (14)
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0,7991

0,6524

0,4327

0,8755

0,1499

0,3265

Observando a relacdo entre as variantes e os alelos obtidos pela genotipagem

do SNP rs560246973/ gene MSH2, percebeu-se ndo haver significancia estatistica.
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5 DISCUSSAO

O reparo e a manutencdo do DNA s&o essenciais para proteger o genoma da
célula. Caso haja variacdes genéticas em vias de reparo, genes podem ser inativados
(HSIEH et al, 2017).

A mais comum variacdo genética sdo 0os SNPs, com prevaléncia de
aproximadamente 4,5 milhdes, distribuidos por todo genoma, tanto em regides
codificantes quanto ndo codificantes (MAHDI; NASSIRI; NASIRI, 2013).

Estas alteracbes genéticas em genes que participam da via da MMR, mesmo
em regides de intron, podem estar associadas ao fendétipo neoplasico, haja vista que
podem afetar a funcdo da proteina, como mostra o estudo desenvolvido por Calixto e
colaboradores (2017), que avaliou a associagdo de SNPs nos genes MLH1 e MSH2
ao carcinoma basocelular.

Por este motivo, diversos estudos tém avaliado a relacéo entre os polimorfimos
nesses genes e o aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento de varios tipos de
cancer, sugerindo que essas alteracbes podem ser consideradas em programas de
rastreamento de neoplasias.

Um deles é o gene que codifica a proteina MSH2, uma proteina de reparo por
mal pareamento altamente conservada, principal responsavel pela correcdo defeitos
da replicacdo causados por erros da DNA-polimerase (SRIVASTAVA; SRIVASTAVA;
MITTAL, 2010).

Ao genotipar o rs2303425/MSH2, os resultados (p-valor 0,3845) indicam uma
nao associacdo do respectivo polimorfismo ao aumento da susceptibilidade ao
desenvolvimento do CM. O que se contrapde a literatura e ao estudo desenvolvido
por Hsieh e colaboradores (2017) cujo qual aponta que a presenca do alelo polimorfico
no rs2303425/MSH2 resultou menor atividade promotora, o que diminuiu a
capacidade de reparacdo do DNA e aumentou a susceptibilidade ao cancer de mama.

Uma explicacdo provavel para a associacao do rs2303425 com o cancer de
mama é a mudanca no local de ligacdo do fator de transcricdo NF-Y, um potente
elemento regulador do estrogénio. O alelo C cria um sitio de ligacdo AP1 que é ativado
por antiestrogénios, por isso pode alterar a capacidade de resposta do MSH2 ao
estrogénio e diminuir a atividade da MMR, desempenhando um papel critico na

regulacéo da proliferacéo de células de cancer de mama (CALIXTO et al, 2017).
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Este mesmo polimorfismo teve sua associacdo ao cancer de pulmao testada
por Slovakova e colaboradores (2015) e o resultando apontou que a presenca do
genadtipo CC potencializar o risco para o desenvolvimento deste tipo de neoplasia na
populacao eslovaca.

Diante desse quadro, ainda que estudos tenham demonstrado uma nao
associacdao do referido SNP ao carcinoma basocelular, gastrico, de vesicula, colorretal
ou de pulméo, indo de acordo com os resultados apontados pela tabela 05, que
indicam a ndo associacao do polimorfismo ao CM, outros estudos se contrap0e a essa
informacgéao, associando a variante a diferentes tipos de neoplasia (Calixto et al.,2017;
Xiao et al., 2012; Sirivastava; Mitta, 2010; Mrkonjic et al., 2007; Jung et al., 2006).

Essas discrepancias podem ser explicadas pela variacdo genética nos
diferentes grupos étnicos das varias populacdes dos estudos, ou mesmo em
decorréncia dos diferentes mecanismos envolvidos na génese de cada neoplasia
(ZHANG et al., 2016).

Outro componente da via MMR, o homélogo mutl 1 (MLH1), localizado no
cromossomo 3p21, esta envolvido na excisdo de fitas mal emparelhadas e reparo
subsequente, enquanto recruta outras proteinas de reparo para os locais de
incompatibilidade, objetivando corrigir os erros durante a replicacdo do DNA (ZANG
et al., 2016; SLOVAKOVA et al, 2015). A perda de proteinas deste gene fora
associada a susceptibilidade de varios tipos de cancer.

Com base nessas observacoes, e em estudos que sugerem que SNPs em uma
regido intrénica pode afetar a regulacdo génica no nivel pds-transcricional, criando
novos locais de processamento, bem como alterar o splicing regulatorio, testou-se a
associacao do rs565410865/MLH1 ao cancer de mama (CALIXTO et al, 2017; ZANG
et al., 2016).

Corroborando com os resultados de Calixto et al (2017), que averiguou a
associacdo do mesmo SNP ao carcinoma basocelular, os dados da tabela 05 apontam
que a variante do gene MSH1 também esta associada ao aumento do risco de
desenvolvimento do cancer de mama (p-valor 0,0001). Assim como O estudo
populacional realizado por Langerberg et al. (2010) que estabeleceu uma associacao
do SNP rs9852810 (G> A), localizado em uma regido intrébnica do gene MLH1, com
risco moderado no desenvolvimento de cancer de prostata.

Pardini et al (2019) e Liu et al (2019) também indicam associacdo de SNPs no

gene MLH1 ao risco de desenvolvimento de cancer, inclusive, o efeito da juncéo
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destes SNPs, como demonstra o estudo de Sapkogta et al (2013), onde 0s rs1799977-
rs769412/ MLH1 mostraram uma associacdo estatistica mais forte com cancer de
mama, além de efeito Unico fraco (ambos alélicos e genadtipos).

A pesquisa de Sapkogta et al (2013) revelou ainda que as intera¢des nao foram
estatisticamente significantes quando restringiram-se a relagdo entre 0os genotipos e
0s casos luminal B, HER2 + e triplo negativo, indo de acordo com os dados expostos
na tabela 06.

Em contraposicdo, houve associacao estatisticamente significante entre os
alelos encontrados e a variavel “Perfil Patologico” (invasdo vascular e infiltrado
inflamatério).

A invasdao linfovascular € um biomarcador para cancer de mama agressivo e €
considerado preditivo de metastases, assim como a ocorréncia de infiltrado
inflamatorio, que pode relacionar-se positivamente a diversos fatores progndsticos,
como alto grau histolégico, negatividade para RE e RP, sendo considerada portanto,
uma caracteristica do cancer e pode desempenhar papel em praticamente todos os
aspectos da biologia do tumor, incluindo iniciagdo, promoc¢do, angiogénese e
metdstase. Pode-se entdo afirmar a sobrevivéncia de pacientes com invasao
linfovascular € significativamente menor (KUROZUMI et al., 2019; BRADY;
CHUNTOVA; SCHWERTFEGER, 2016; LABRE, 2018).

Quanto a genotipagem do rs560246973/MSH2, observou-se que a variante
alélica deste polimorfismo esta associada ao cancer de mama (Tabela 05).

Os resultados séo corroborados por Zahary et al. (2012), em que relataram uma
diminuicao significativa na expressao da proteina MSH2. Consequentemente, esta
diminuicdo se associa a uma mutacdo em um site de splicing, que poderia resultar no
comprometimento o éxon, regido mais conservada do gene MSH2. (ZANG et al.,
2016).

Também estdo de acordo com os resultados elencados por Calixto et al (2017)
gue associou a variante ao risco de desenvolver o carcinoma basocelular. O que pode
decorrer da grande miscigenacao brasileira entre amerindios, europeus e africanos,
gue possivelmente pode resultar em estratificacdo populacional, com possivel
deficiéncia de heterozigotos, como € observado no presente estudo.

Embora o respectivo SNP esteja associado a elevacdo da propensédo ao
desenvolvimento do CM, os dados representados na tabela 07 revelam que os alelos

encontrados na genotipagem ndo estdo estatisticamente associados as variantes
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elencadas (idade, localizacdo, perfil patologico, grau histologico, formacao tubular,

grau nuclear, indice mitético e imunofenétipo).
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6 CONCLUSAO

O SNP rs2303425 (-118T>C) localizado na regido promotora do gene MSH2
nao apresentou associacdo significativa ao aumento do risco para o
desenvolvimento do cancer de mama,;

O SNP rs560246973 (T>C) no gene MSH2, esta estatisticamente associado ao
aumento do risco para o desenvolvimento do cancer de mama nas amostras
testadas, nao se relacionando com nenhuma das variaveis disponiveis no laudo
histopatoldgico;

O SNP rs565410865 (G>T) no gene MLH1 est& estatisticamente associado ao
aumento do risco para o desenvolvimento do cancer de mama nas amostras
testadas;

As amostras positivas para invasdo vascular e infiltrado inflamatério estédo
estatisticamente associadas ao SNP rs565410865 (G>T) no gene MLH1.
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