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RESUMO

O cancer de mama (CM) é considerado uma neoplasia multifatorial relacionada com fatores
genéticos, epigenéticos e ambientais sendo a principal causa de cancer entre as mulheres. Um
dos principais fatores que contribuem para o risco desses tumores é a predisposicao genética.
Os alelos mutantes no BRCA1 ou BRCAZ2 sdo responsaveis pela maioria da suscetibilidade
hereditaria ao cancer de mama. Ainda assim, grande parte da contribuicdo genética para o
risco de CM permanece desconhecida. Os eventos moleculares envolvidos na carcinogénese
mamaria sdo ainda poucos conhecidos e tém revelado uma grande variedade de alteracdes
genéticas. Varios estudos estabelecem associagdo de determinados SNPs com diferentes
comportamentos das células cancerosas na tentativa de determinar marcadores moleculares
especificos que podem resultar em melhor rastreamento, prevencédo e estratégias terapéuticas
para as pacientes portadoras desse tipo de cancer. O objetivo deste estudo foi selecionar
variantes em genes envolvidos em vias de reparo do DNA e na via de sinalizacdo Hedgehog.
Foi realizada a genotipagem dos SNPs rs1136410 no gene PARP1, rs565460302 no gene
XPD e rs538312246 no gene SMO em 100 amostras de tecido parafinado de pacientes
diagnosticadas com cancer de mama. Os resultados foram obtidos pelo método Didesoxi
Unico Alelo Especifico — DSASP. O software Bioestart e R-studio foram utilizados para as
analises estatisticas e aplicacdo dos testes Qui-quadrado e Exato de Fisher com nivel de
significancia de 5%. Os SNPs rs565460302 e rs538312246 ndo apresentaram associacdo
estatisticamente significante. No entanto, o SNP rs1136410 apresentou associacdo
significativa (X?=100 e P<0,0001) sugerindo, dessa forma, um potencial marcador molecular.

Palavras-chave: Céancer de mama, SNPs, Genes de reparo, VariacGes genéticas, Via
hedgehog



ABSTRACT

Breast cancer (CM) is considered a multifactorial neoplasm related to genetic, epigenetic and
environmental factors being the main cause of cancer among women. One of the main factors
contributing to the risk of these tumors is genetic predisposition. Mutant alleles in BRCAL or
BRCAZ2 (BRCA) account for most of the hereditary susceptibility to breast cancer. Still, much
of the genetic contribution to CM risk remains unknown. The molecular events involved in
breast carcinogenesis are still poorly known and have revealed a wide variety of genetic
alterations. Several studies establish the association of certain SNPs with different cancer cell
behaviors in an attempt to determine specific molecular markers that may result in better
screening, prevention, and therapeutic strategies for cancer patients. The aim of this study was
to select variants in genes involved in DNA repair pathways and Hedgehog signaling
pathways. SNPs rs1136410 in the PARP1 gene, rs565460302 in the XPD gene and
rs538312246 in the SMO gene were genotyped in 100 paraffin tissue samples from patients
diagnosed with breast cancer.The results were obtained by the Dideoxy Single Allele Specific
method - DSASP. The Bioestart and R-studio software were used for the statistical analysis
and application of the chi-square and Fisher’s exact test with a significance level of 5%. SNPs
rs565460302 and rs538312246 showed no statistically significant association. However, the
rs1136410 SNP showed a significant association (X2 = 100 and P <0.0001), thus suggesting a
potential molecular marker.

Key words: Breast cancer, SNPs, Genes repair, Genetic variations, Via hedgehog
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER

O céncer é uma decorréncia de alteragbes nos mecanismos que normalmente
controlam o crescimento e a proliferacdo celular. As perdas da regulacéo celular que originam
a maioria dos canceres, ou todos, sdo decorrentes de dano genético frequentemente
acompanhado pela influéncia de moléculas promotoras de tumor, horménios e algumas vezes
virus (LODISH et al., 2014).

MutagOes em trés grandes classes de genes estdo envolvidas no estabelecimento do
cancer: 0s proto-oncogenes, que normalmente promove o crescimento celular, os genes
supressores tumorais, que regulam esse crescimento, e uma terceira classe mais especializada
de genes denominada genes caretaker, que protegem a integridade do genoma (MORRIS,
CHAN, 2015).

1.1.1 Cancer de mama

O céncer de mama (CM) é o cancer mais comum em mulheres de todo o mundo
(SIEGEL et al., 2016). O tratamento melhorou substancialmente, tanto nos estagios iniciais
como tardios (FURRUKH, QURESHI, 2018).

Progressos significativos em profilaxia, diagnostico e intervencao deste tipo de cancer
tem sido alcancado, especialmente na Gltima década (ZHANG et al., 2018). Apesar disso, a
mortalidade feminina por CM ndo diminuiu, uma vez que 0S avangos no tratamento apenas
compensaram a crescente incidéncia proveniente do desenvolvimento demografico e
mudancas no estilo de vida (HARRIS, BERGKVIST, WOLK, 2016).

1.1.1.1 Epidemiologia

O CM é o segundo tipo de cancer mais comum no mundo e o mais frequente entre as
mulheres, somente em 2018 foram cerca de 2,1 milhGes de casos diagnosticados, o0 que
representa um em cada quatro casos de cancer entre as mulheres (24,2%) (figura 1). O
carcinoma da mama € o cancer mais frequentemente diagnosticado na grande maioria dos
paises (154 de 185) e também € a principal causa de morte por cancer em mais de 100 paises
(BRAY et al., 2018).

Em homens o CM é raro. Geralmente seu mau progndstico estd diretamente
relacionado a deteccdo tardia dos tumores (DESANTIS, 2015).
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Figura 1 — NUmeros globais estimados de novos casos de cancer entre as mulheres. A area da
torta é proporcional ao nimero de novos casos.

Mama
242 %

Colorretal
9,5%

Pulmao
8,4%

Colo do dtero

I Tiredide S6%

2 5,1%
Uterino 4,4%

Estomago
4,1%

Fonte: GLOBOCAN, 2018.

As taxas de incidéncia variam consideravelmente em todas as regiées do mundo, com
taxas que variam de 27 por 100.000 na Africa Central e Asia Oriental a 92,6 na Europa
Ocidental. Os paises de alto ou altissimo indice de desenvolvimento humano (IDH)
representam mais da metade de todos os casos de cancer de mama e cerca de 11,6 mortes por
100.000 mulheres. Enquanto as regiGes de baixo ou baixissimo IDH, apesar de uma taxa
menor de incidéncia, reponde por 14,9 mortes por 100.000 mulheres (BRAY et al., 2018).

O carcinoma mamario é a quinta causa de morte por cancer em geral e, além de ser o
mais comumente diagnosticado, € a principal causa de morte por cancer nas mulheres,
seguido pelo céncer colorretal e de pulmdo. A variagdo nas taxas de mortalidade entre as
regides do mundo € menor do que para a incidéncia. Esta variacdo reflete diferencas na
disponibilidade de deteccdo precoce, bem como a sobrevivéncia mais favoravel em regides
desenvolvidas (TORRE et al., 2015; FERLAY et al., 2015).

No Brasil, assim como no mundo, o CM é o mais comum entre as mulheres,
respondendo por cerca de 29,5% dos novos casos a cada ano. Estima-se cerca de 59.700
novos casos da doenca para cada ano do biénio 2018-2019 (Tabela 1). A Paraiba tem uma
taxa estimada de 38,84 casos para cada 100 mil habitantes. E a segunda maior taxa de
incidéncia de cancer do estado e a maior taxa de incidéncia entre as mulheres (Tabela 2)
(INCA, 2018).
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Tabela 1 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma

Localizacéo Priméria ~ Casos % Localizacao Primaria ~ Casos %

Pristata 68220  317%  Homens Mulheres  Mama Feminina 58.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pumao 18.740 8,7% (dlon e Reto 18.980 04%

Gélon e Reto 17.380 8.1% Colo do Utero 16.370 81%

Estimago 13.540 6,3% Traqueia, Brénquio e Pulmio  12.530 6,2%

Gavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4.0%

Esdfago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3.8%

Bexiga 6.690 31% Corpo do Utero 6.600 3.5%

Laringe 6.390 3,0% Ovdrio 6.150 3.0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5010 2%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,1% Leucemias 4.860 2.4%

*Mameros arredondados para maltiplos de 10,

Fonte: INCA, 2018.

Segundo o INCA (2018), ndo considerando os tumores de pele ndo melanoma, esse
tipo de cancer também é o primeiro mais frequente 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, € 0 segundo tumor mais incidente (19,21/100 mil), perdendo apenas para o

cancer de colo do Utero.

Tabela 2 — Taxas de incidéncia por 100 mil habitantes e do nimero de casos novos de cancer
na Paraiba, segundo sexo e localizagdo priméria

Estimativa dos Casos Novos

Homens Mulheres

Localizagao Primaria
Neoplasia Maligna Estados Capitais Estados Capitais

Taxa Taxa Taxa Taxa Taxa Taxa Taxa Taxa
B Bruta | Ajusiada R Bruta | Ajustada HE Bruta | Ajustada L Bruta | Ajusiada

Prostata

Mama Feminina

Colo do Utero

Tragueia, Branguio e Pulmao

Cdlon e Reto

Estomago

Todas as Neoplasias 4.650 | 22243 1.040 | 250,70
* Populagio padrdo mundial (1960). / *Numeros arredondados para maltiples de 10,/ **Namero de casos menor que 20.

Fonte: INCA, 2018
1.1.1.2 Etiologia e Fatores de Risco

Fatores genéticos e de estilo de vida estdo implicados na etiologia do cancer de mama.
Mulheres com historico de cancer de mama em um parente de primeiro grau tém um risco

aproximadamente duas vezes maior do que mulheres sem histérico familiar
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(COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL FACTORS IN BREAST CANCER, 2001).
Além disso, outras condi¢cbes como a nuliparidade, um primeiro parto tardio, o consumo de
alcool, ou ainda, a reposicdo de hormonios sexuais ja foram descritos como possiveis fatores
de risco para o desenvolvimento do CM (MADIGAN et al., 1995; KWAN et al., 2010;
WANG et al., 2018).

Mulheres nascidas com mutagdes nos genes supressores de tumores BRCAL ou
BRCAZ2 apresentam risco significativamente maior de desenvolvimento da doenca do que
mulheres na populacéo geral, essas chances aumentam consideravelmente com o decorrer do
tempo (KING et al., 2003).

Portadores de mutacdes de perda de funcdo nos genes BRCA1 e BRCA2 conferem
altos riscos de malignidades na mama e ovario. Saber se um paciente com cancer de mama ou
de ovério tem uma mutacdo que predispde ao cancer é valioso para o paciente e sua familia. O
paciente pode ser atendido por um tratamento direcionado, e as irmas e filhas ainda néo
afetadas, mas que apresentam a mutacdo podem realizar estratégias preventivas de risco
(WALSH et al., 2017).

Mutacbes raras de alto risco, particularmente nos genes BRCA1l e BRCAZ2,
representam uma pequena propor¢do de casos de CM na populacdo geral (THOMPSON,
EASTON, 2004). Variantes de baixa frequéncia que conferem risco intermediario, tais como
aqueles em CHEK2, ATM e PALB2 também j& foram descritas. Estudos de associacdo
gendmica ampla (GWAS) descobriram multiplas variantes comuns de baixo risco
(polimorfismos de nucleotideo Gnico [SNPs]) que podem estar associadas ao risco de tumores
mamarios (EASTON et al., 2007; GARCIA-CLOSAS et al., 2013).

Esses SNPs exibem uma contribuigdo relativamente pequena, mas que podem explicar
variacdes substanciais de risco. A proporcdo de variacdo de risco pela variacdo genética
comum provavelmente aumentard no futuro proximo. Existem muitos estudos baseados na
deteccdo de variantes adicionais associadas ao risco e aos mecanismos da carcinogénese
mamaria (MAAS et al., 2016).

Os tumores mamarios sdo heterogéneos compostos por um numero crescente de
subtipos biolégicos conhecidos. Além disso, eles sdo multifatoriais, causados por fatores
hereditarios e ambientais complexos (CAREY et al., 2006; ZHANG et al., 2011).

Diferentes tipos desta neoplasia apresentam caracteristicas histopatoldgicas e
bioldgicas varidveis, resultados clinicos e respostas diferentes a intervencées sistémicas. Com

base em um grau tdo alto de heterogeneidade, o CM ndo pode ser visto como uma Unica
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entidade clinico-patologica, mas deve ser necessariamente dissecado em um numero de
entidades mais homogéneas (VIALE, 2012).

1.1.1.3 Classificacdo Histopatoldgica

A classificacdo histopatoldgica do carcinoma da mama é baseada na diversidade das
caracteristicas morfoldgicas dos tumores. O CM pode ser classificado em carcinoma in situ e
carcinoma invasivo (infiltrativo). O carcinoma da mama in situ, € uma proliferacdo néo
invasiva potencialmente maligna de células epiteliais que esta confinada aos ductos ou
I6bulos; padrdes de crescimento e caracteristicas citologicas formam a base para distinguir
entre os dois tipos. O carcinoma ductal in situ (CDIS) é consideravelmente mais comum que 0
carcinoma lobular in situ (LCIS) e engloba um grupo heterogéneo de tumores (MALHOTRA,
2010; HETEMAM, 2017).

Os carcinomas invasivos sao um grupo heterogéneo de tumores diferenciados em
subtipos histoldgicos. Destes, o carcinoma ductal infiltrante (IDC) é o subtipo mais comum,
responsavel por 70-80% de todas as lesdes invasivas. Neste caso, a neoplasia maligna tem sua
origem na proliferacdo acelerada e descontrolada das células que cobrem o interior dos ductos
responsaveis pelo transporte do leite materno (figura 2) (MALHOTRA, 2010).

Os IDCs sdo classificados de acordo com caracteristicas citoarquitetdnicas e possuem
amplo variagdo morfoldgica. Alguns deles tém caracteristicas distintivas e comportamentos
particulares suficientes para serem classificados como subtipos especiais, enquanto a maioria,
que constitui cerca de 75% do IDC, ndo apresentam caracteristicas morfoldgicas para serem
classificadas como tipos histologicos especificos e é geralmente designada como IDC néo
especificado (NOS) (MAKKI, 2015).

O carcinoma lobular invasivo (ILC), por sua vez, compreende cerca de 10% dos tipos
histoldgicos de cancer de mama. No ILC, as células alteradas estdo localizadas no interior das
proprias glandulas mamarias, subdivididas em I6bulos. A incidéncia deste tipo histoldgico de
cancer esta aumentada, especialmente em mulheres com mais de 50 anos. Embora a causa
para isso seja em grande parte desconhecida, existe indicios de que esse aumento pode estar

relacionado a terapia hormonal p6s-menopausa (WASIF, 2010).
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Figura 2 — Anatomia da mama feminina
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Fonte: Adaptado de Encyclopaedia Britannica, Inc.

Uma grande desvantagem desta classificacdo é que cerca de 70% -80% de todos os
canceres de mama eventualmente pertencerdo a qualquer uma das duas principais classes
histopatoldgicas, ou seja, carcinomas ductais invasivos ndo especificados (IDC-NOS) ou
carcinoma lobular invasivo (ILC). A classificacdo atual é incapaz de espelhar a
heterogeneidade muito mais ampla do cancer de mama, porque agrupa, dentro da mesma
classe, tumores que tém um perfil bioldgico e clinico muito diferente. Como resultado, a
classificacdo histopatologica tem implicacdes prognosticas e preditivas minimas, e sua
utilizacdo clinica € reduzida (VIALE, 2012).

1.1.1.4 Classificacdo Molecular

A classificacdo molecular baseada na expressdo de receptores de estrogénio (ER),
receptores de progesterona (PR) e na expressdo do fator de crescimento epidérmico humano
(HER2+) é simples. Esses trés biomarcadores sdo frequentemente relatados pelos
departamentos de patologia. Os protocolos de coloracdo e de notificagdo estdo bem
estabelecidos e os programas de controle de qualidade ja estdo disponiveis em muitos centros
(PARK et al., 2012).

A subtipagem molecular desses trés biomarcadores pode fornecer uma melhor
compreensdo da heterogeneidade molecular do CM mostrando diferentes caracteristicas

clinico-patologicas, padrdes distintos de sobrevida, e informagdes sobre a resposta terapéutica
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(HIRATA et al., 2014). Na classificacdo original de Perou et al (2000), subtipos distintos de
cancer de mama foram descritos: (1) Luminal, (2) Basal-like, (3) Normal breast-like (4)
HER2-positivo.

Ao longo da ultima década, a utilizagdo das novas tecnologias de expressao génica
vem esclarecendo a diversidade bioldgica do CM e levou a uma nova classificacdo através da
identificacdo de subtipos com discretos padrdes de expressao génica (JONES et al., 2012).
Cinco subtipos foram descritos (tabela 3). Sendo o subtipo luminal A associado ao melhor
prognastico, enquanto o subtipo basal cell-like como o mais agressivo (CAREY et al., 2006).

Tabela 3 — Perfil dos subtipos moleculares do cancer de mama

Subtipo Frequéncia Perfil IHC Genes de Prognostico
molecular proliferacéo
Luminal A 50-60% ER+ PR+ HER2- Baixo Bom
Luminal B 10-20% ER + PR+/- HER2- Alto Intermediario/ ruim
Normal 5-10% ER +/- HER2- Baixo Intermediario
breast like
Basal like 10-20% ER- PR- HER2- Alto Ruim
HER2 15-20% ER- PR- HER2+ Alto Ruim
positivo

*IHC- Imunohistoquimica. Fonte: Autor, 2018

Alguns autores consideram ainda um outro subtipo denominado luminal hibrido,
caracterizado por baixa ou moderada expressao de genes das células epiteliais luminais. Esta
associado a um prognostico intermediario e, apesar de ter alguma resposta a terapia hormonal,
esta relacionado a recidiva tumoral por apresentar semelhangas com os tumores ER negativos.
Também pode ter expressao PR negativa ou positiva, sendo esta Gltima com resposta melhor a
terapia hormonal (HENRIQUES, 2016).

1.1.1.4.1 Grupo receptor de estrogénio positivo (ER+)

Compreendem os subtipos luminais A e B. O subtipo luminal A é um grupo que
corresponde principalmente a tumores ER-positivos de baixo grau histoldgico. Ja o subtipo
luminal B, também consiste de tumores ER-positivos, (frequentemente expressa niveis mais
baixos de receptores hormonais), geralmente de alto grau histoldgico, e exibe altos niveis de

expressao de genes relacionados a proliferacdo (JONES et al., 2012).
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1.1.1.4.2 Grupo receptor de estrogénio negativo (ER-)

O grupo do tipo basal like apresenta a maior diversidade dos trés (ER-) quanto as
caracteristicas histopatoldgicas, perfis de mutagdo, resposta a quimioterapia, comportamento
metastatico e taxas de sobrevivéncia. Este subtipo é geralmente caracterizado pela expressdo
das citoqueratinas de alto peso molecular CK 5/6 e CK14 juntamente com EGFR, c-KIT,
FOXC1, mutacbes frequentes de TP53 e um alto indice de proliferacdo (VUONG et al.,
2014).

Este tipo de tumor tém um prognostico extremamente ruim. O imunofenétipo desses
tumores é interessante, pois séo frequente e ndo invariavelmente, triplos negativos (ER, PR e
HER-2 negativos). No geral, a morfologia e o imunofenotipo sdo suficientemente diferentes
para serem (teis na pratica diagnéstica ao alertar o patologista para a probabilidade de o
cancer ser de um subtipo "basal". Coloracdo adicional para citoqueratinas de alto peso
molecular pode ser realizada para confirmar a suspeita (SILVA; CLARKE; LAKHANI,
2007).

O subtipo normal like é caracterizado pela expressdo de genes associados ao tecido
adiposo e outros tipos de células estromais, apresentando um progndstico intermediario entre
o luminal e o basal e geralmente ndo respondem a quimioterapia neoadjuvante (SHE et al.,
2016).

Como ndo tém a expressdo de RE, HER-2 e RP, entdo esses tumores também podem
ser classificados como triplo negativo, sem serem considerados como basais, pois s@o
negativos para CK5 e EGFR. O significado clinico destes subtipos ainda estd por ser
determinado e devido a sua raridade, existem poucos estudos sobre eles. Este € um grupo
controverso e é considerado por alguns autores como uma contaminacdo celular normal das
amostras, em vez de um subtipo intrinseco real (WEIGELT et al., 2010; RAKHA et al.,
2017).

Por ultimo, o subtipo HER2-positivo. O receptor do fator de crescimento epidérmico
humano-2 (HER2) é um gene do receptor do fator de crescimento que é amplificado em
aproximadamente 20% dos canceres de mama (VERMA et al., 2012). Sua principal funcdo é
mediar o crescimento, a diferenciacdo e a sobrevivéncia das células, promovendo um
comportamento mais agressivo dos tumores. Estudos tém mostrado que mulheres cujos
tumores exibem, ou amplificacdo do gene HER?2 ou superexpressdo de sua proteina codificada
apresentam uma forma mais agressiva de CM em comparacdo com mulheres cujos tumores
nédo expressam HER2 (DAWOOD et al., 2010).
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Esses tumores sdo caracterizados pela alta expressdo do gene HER2 e outros genes
associados a via HER2. Morfologicamente, sdo altamente proliferativos, 75% tém alto grau
histologico e nuclear e mais de 40% tém mutacdes em p53. Alguns canceres do subtipo
HER2-positivo sdo positivos para ER, mas geralmente expressam baixos niveis desse receptor
(TSUTSUI et al., 2003; YERSAL; BARUTCA, 2014).

1.1.1.5 Marcadores Genéticos

Os genomas do CM demonstram notavel complexidade e variabilidade gendmica. Os
tumores individuais geralmente apresentam aberracdes que desregulam centenas ou mesmo
milhares de genes, que podem ocorrer nos cromossomos, na replicacdo génica, na transcricao
e epigenética (GODONE et al., 2018).

A heterogeneidade genética, epigenética e transcricional envolvendo um elevado
nimero de genes e proteinas sdo fatores relevantes para o prognostico clinico e tratamento
médico do carcinoma mamario. No entanto, é necessaria uma maior abordagem para
desvendar os mecanismos da carcinogénese (MORA et al., 2014).

Segundo Renfro et al. (2017), estamos na era da oncologia de precisdo, cujos pacientes
podem ser tratados de acordo com seu perfil genético. A oncologia tem se tornado cada vez
mais compreendida em nivel celular e molecular, com muitos subtipos de cancer sendo
descritos em funcéo de biomarcadores ou mutacdes genéticas tumorais.

Na pesquisa sobre céncer de mama, o0 objetivo no campo da oncogenbmica é
responder a questdes clinicas relacionadas a pacientes cujos tumores permanecerdo inativos
por um longo tempo. Direcionar uma terapia de acordo com o quadro atual e a abordagem
mais eficaz para melhorar a qualidade de vida desses pacientes. Apesar dos avangos em
estudos clinicos, a heterogeneidade intratumoral e intertumoral ainda é um desafio.
(GODONE et al., 2018).

Alguns marcadores sao historicamente utilizados como fatores de risco para o
desenvolvimento do CM. Mulheres portadoras de mutagcdes nos genes supressores de tumores
BRCA1 ou BRCAZ2 apresentam risco significativamente maior de desenvolvimento da doenca
do que mulheres na populagdo geral, essas chances aumentam consideravelmente com o
avanco da idade (KUCHENBAECKER et al., 2017).

Os genes BRCA1 e BRCA2 codificam proteinas que s&o cruciais para o reparo preciso
de quebras de fita dupla de DNA (DSBs) por recombina¢do homdloga (HR), um processo que
é mediado pela DNA recombinase RAD51. Células com BRCAL ou BRCA2 com defeito ndo

tém a capacidade de localizar RAD51 para reparar o DNA danificado e sdo incapazes de
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realizar HR (LORD, ASHWORTH, 2013). Se uma cdpia de qualquer um dos genes for
mutada na linhagem germinativa, o resultado é uma sindrome hereditaria de cancer de mama
e ovario (HBOC), herdada de maneira autossémica dominante (ROY et al., 2012).

Estes genes desempenham um papel importante na manutencdo da integridade do
genoma por estarem envolvidos diretamente em varias etapas durante o reparo de quebra de
fita dupla (DSBR), controlam as respostas do chekpoint do ciclo celular e estdo envolvidos na
segregacdo cromossdmica. A perda completa da funcdo de qualquer dessas proteinas leva a
um aumento da instabilidade gendmica (O'DONOVAN, LIVINGSTON, 2012).

1.1.2 Mecanismos de reparo do DNA

Os genomas de todos os organismos sdo constantemente modificados por moléculas
reativas que sdo produzidas endogenamente, principalmente via respiragdo mitocondrial, ou
por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos ambientais/exdgenos, que incluem luz ultravioleta
(UV), radiacdo ionizante (IR), metais pesados, poluentes atmosféricos, quimioterapicos e
respostas inflamatorias. Estima-se que ~10° lesdes de DNA sdo produzidas no genoma de
mamiferos a cada dia como resultado de decomposi¢do esponténea, erros de replicacdo e
metabolismo celular (LINDAHL, 1993; IYAMA, WILSON, 2013).

Segundo Friedberg et al. (2005), devido ao enorme espectro de alteracGes que o
genoma pode sofrer espontaneamente ou por exposi¢do a agentes ambientais genotoxicos, as
células desenvolveram uma infinidade de mecanismos, pelos quais ou 0 DNA danificado é
removido do genoma ou os efeitos potencialmente letais causados por interferéncia com o
metabolismo normal do DNA (em especial replicacdo e transcri¢do) sdo amenizados.

A variedade e frequéncia de lesdes no DNA sdo combinadas pela complexidade dos
mecanismos que neutralizam essas ameacas a integridade genémica. Coletivamente, esses
mecanismos sdo conhecidos como resposta a danos no DNA (DDR). A DDR pode ser
dividida em uma série de vias distintas, mas funcionalmente entrelacados, que sao definidos
em grande parte pelo tipo de lesdo do DNA (figura 3). A maioria das vias de DDR engloba
um conjunto similar de processos fortemente coordenados: a detec¢do de danos no DNA, o
acumulo de fatores de reparo de DNA no local do dano e o reparo fisico da lesdo (LORD,
ASHWORTH, 2012; GAPONOVA et al., 2017).

Para o reparo do dano ao DNA foram desenvolvidos mecanismos de reparo
especificos para muitos tipos de lesdo. Bases de DNA desemparelhadas sdo substituidas por
bases corretas por reparo de mau pareamento (mismatch repair) (MMR), mecanismo que
reconhece e repara pequenos loops dentro do DNA duplex que surgem através da ma
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incorporacdo de nucleotideos (SAMEER, NISSAR, FATIMA, 2014). Pequenas alteracdes
quimicas de bases de DNA sdo reparadas por reparo de excisdo de base (BER) através da
excisdo da base danificada, esta é a via primaria para modificacdes de base ndo volumosa
(BERQUIST, WILSON 11, 2012).

LesBes mais complexas, como dimeros de pirimidina, sdo corrigidas por reparo de
excisdo de nucleotideos (NER) através da remogdo de um oligonucleotideo de
aproximadamente 30 pb contendo as bases danificadas. As quebras de fita simples (SSBs) sdo
reparadas por reparo de quebra de fita simples (SSBR), enquanto as quebras de fita duplas
(DSBs) sdo processados por juncdo de extremidades ndo-homologas (NHEJ) ou
recombinacdo homologa (HR) (CICCIA, ELLEDGE, 2010).

Figura 3 - Principais vias de reparo do DNA
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Fonte: Adaptado de Lord, Ashworth, 2012.

Os defeitos herdados em qualquer uma dessas vias em geral predispbem a
malignidade. Como o problema do dano ao DNA existe desde o principio, os sistemas de
reparo de DNA devem ter surgido no inicio da evolugdo. Isso explica por que todas as vias de
reparo conhecidas séo altamente conservadas (HOEIJMAKERS, 2001).

1.1.2.1 Mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos (NER) e os genes da familia XP

A via NER é responsavel pela correcdo de numerosas lesdes de DNA, particularmente
modificacdes de base que distorcem a estrutura helicoidal normal do DNA duplex. As lesbes
mais relevantes sujeitas a NER incluem: dimeros de pirimidina de ciclobutano (CPDs) e
fotoprodutos (6-4) pirimidina- pirimidona (6-4PPs) gerados por radiacdo UV; adutos de

agentes quimicos exdgenos, como cisplatina e benzopireno; lesdes de base produzidas por
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reacfes com produtos de peroxidacao lipidica enddgena, como o aduto de pirimidopurinona
relacionado com malendialdeo (M1G) (LAAT, JASPERS, HOEIJIMAKERS, 1995; IYAMA,
WILSON, 2013).

A via de reparo de DNA por NER pode ser dividida em duas vias distintas. A via
genoma global-NER (GG-NER), onde o genoma inteiro é examinado para distorces
helicoidais, em especial, desemparelhamento de bases associadas a alteragdes estruturais nos
nucleotideos. E uma segunda via denominada NER transcrito-acoplado (TC-NER) que é
ativada quando a RNA polimerse Il (RNA pol 1) é interrompida durante o alongamento do
transcrito por uma leséo na fita molde (MARTELJN et al., 2014).

A GG-NER pode ocorrer em qualquer parte do genoma, este mecanismo € iniciado
pelo fator especifico GG-NER, o XPC-RAD23B, em casos especificos com a ajuda de UV-
DDB (proteina de ligacdo ao DNA danificado por UV). O TC-NER é iniciado pela RNA
polimerase parada em uma lesdo com a ajuda dos fatores especificos TC-NER CSA, CSB e
XAB2. Ambas as vias requerem os fatores especificos NER para completar o processo de
excisdo (SCHARER, 2013).

Apds o reconhecimento do dano, as etapas seguintes para as vias TC-NER e GG-NER
sdo similares. O desenrolamento da dupla hélice do DNA no local da lesdo ocorre através dos
componentes de um complexo protéico denominado fator de transcrigdo de multi-subunidade
(TFIIH) (figura 4). Duas subunidades deste complexo XPB (ou ERCC3) e XPD (ou ERCC2)
sdo responsaveis pela abertura da dupla hélice do DNA ao redor da lesdo (RASTOGI et al.,
2010).

De acordo com Rastogi e colaboradores (2010), trés proteinas, a proteina de
replicacdo A (RPA), XPA E XPG (ou ERCC5) sdo recrutadas até o local do dano para
confirmacdo da lesdo, formacdo do complexo de incisdo e para sintese do reparo.
Posteriormente, a parte lesada do DNA é removida clivando a fita danificada em direcdo a 3’
e 5 ' da lesdo pela XPG endonuclease e complexo XPF (ou ERCC1). Finalmente a lacuna é
preenchida por DNA polimerase d ou € (juntamente com algumas proteinas acessorias, como

PCNA e RFC) e selado por DNA ligase.
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Figura 4 — Mecanismos moleculares do reparo por excisdo de nucleotideos (NER)
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Fonte: Adaptado de Rastogi et al., 2010

A via NER é coordenada de perto para que, se uma das proteinas estiver defeituosa, a
via inteira ndo funcione corretamente. Mutagdes em qualquer uma das proteinas acima levam
a doengas clinicas (DIGIOVANNA, KRAEMER, 2012).

Sete grupos de complementacdo genética desta familia ja foram identificados (XPA a
XPG), estes codificam proteinas que participam em diferentes etapas da via NER. Um oitavo
gene (XPV) codifica a DNA polimerase n, necessaria para a replicacdo de DNA contendo
dano néo reparado induzido por UV (SETHI et al., 2013).

O comprometimento da via NER pode ser responsavel por doencgas genéticas como a
xeroderma pigmentoso (XP), a sindrome de Cockayne (SC), caracterizada por deficiéncia
intelectual, de crescimento e degeneragdo neuroldgica, e tricotiodistrofia (TTD), caracterizada
por cabelos frageis, deficiéncia em enxofre e comprometimento do desenvolvimento mental e
fisico (LEHMANN et al., 1993; ITIN, SARASIN, PITTELKOW, 2001; LEHMANN,
MCGIBBON, STEFANINI, 2011).

Segundo Diderich et al. (2011), essa variedade de doencas demonstram a importancia
dos mecanismos de reparo do DNA e outros processos de manutencdo do genoma. Muitas
sindromes de reparo de DNA apresentam como uma das principais caracteristicas um elevado
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risco de cancer destacando a importancia do reparo do DNA na prevencdo de mutagdes e
consequentemente dos tumores.

Mutacbes nos genes que participam das vias de reparo estdo sendo associadas a
malignidades especificas. Embora discretamente, estudos que relacionam mutacdes em genes
de reparo com cancer de mama estdo sendo relatados (NEGRINI, GORGOULIS,
HALAZONETIS, 2010; MORDUKHOVICH et al., 2016).

1.1.2.2 O gene PARP1 e seu papel na resposta a danos no DNA

A Poli (ADP-ribose) polimerase 1 (PARP-1) é uma proteina associada a cromatina
codificada por um gene de mesmo nome. Esta envolvida na regulacdo de varios processos
celulares e sua ativacao é uma das primeiras respostas aos danos no DNA (PASCAL, 2018).

O gene PARP-1 consiste em 23 exons e abrange cerca de 47,3 kb, que esté localizado
no cromossomo 1q41-42. A PARP-1 catalisa a poli(ADP-ribosil)acdo, uma rapida
modificacdo pos-traducional dependente de DNA lesado, que modifica histonas e outras
proteinas nucleares, assumindo um papel multifuncional em vérios mecanismos celulares,
incluindo o reconhecimento de danos no DNA, reparacéo, vias de morte celular e funcdo do
aparelho mitético (ALANAZI et al., 2013).

Esta proteina € uma enzima multifuncional altamente conservada encontrada em
eucariotos (figura 5). Sua estrutura foi extensamente caracterizada e consiste em trés dominios
principais: um dominio de ligacdo ao DNA amino-terminal (DBD) contendo os motivos de
dedo de zinco (zinc finger motifs); um dominio BRCT contendo dominio de automodificacédo
central e um dominio catalitico carboxiterminal altamente conservado (CD). Esses dominios
juntos medeiam a resposta da PARP1 a diferentes tipos de danos no DNA (CHAUDHURI,
NUSSENZWEIG, 2017).

Figura 5 — Dominios da poli (ADP-ribose) polimerase 1. Dominios da PARP1 detalhados. O
CD contém o site ativo

ZF1 ZF2 NLS ZF3 BRCT WGR CD

Dominio de Ligagdo ao DNA Dominio de Dominio Catalitico

Automodificagdo
Fonte: Adaptado de CHAUDHURI, NUSSENZWEIG, 2017.
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A inducdo de varios tipos de danos no DNA resulta no rapido recrutamento de PARP1
para locais de dano atraves de sua capacidade de ligacdo ao DNA. Isso estimula a atividade
catalitica da PARP1, que resulta na sintese de cadeias PAR para si e para proteinas histonas e
ndo-histonas. Esta reacdo enzimatica resulta na ligacdo covalente de unidades ADP-ribose aos
residuos Glu, Asp ou Lys de proteinas receptoras por uma reacdo de transesterificacao.
PARP-1 foi implicado em BER e SSBR. Outros estudos indicam que ela também funciona no
DSBR. (CHAUDHURI, NUSSENZWEIG, 2017; WANG et al., 2012).

A medida que grandes quantidades de cargas negativas sio conferidas pela adicio de
extensos polimeros de ADP-ribose (PAR), a PARP1 modula a atividade de seus substratos,
incluindo ela mesma, para controlar vérias fungdes celulares importantes (KO, REN, 2012).

O papel do PARP1 no SSBR ¢ bastante claro. Acredita-se que SSBs resultantes de
diferentes fatores como radiacdo ionizante, espécies reativas de oxigénio (ROS) e sitios
apurinicos / apirimidinicos (sitios AP) possam ser reconhecidos pela PARP1 através de seus
dois primeiros motivos de dedos de zinco no DBD. Uma vez recrutado para SSBs, PARP1
sera ativada e imediatamente transferird as cadeias PARs para si e para outras proteinas
direcionadas (WANG., 2012).

Mais recentemente, foi descrito o papel de PARP1 no DSBR. A PARPL1 foi encontrada
em associacdo com quebras de DNA de cadeia dupla, e acredita-se que a adi¢cdo de cadeias
PAR em DSBs facilite o recrutamento de fatores adequados de reparo de quebra de DNA de
fita dupla. A PARP1 se liga a quebras de DNA de fita dupla dentro de milissegundos apos o
dano, induz a “PARilacdo”, e atrai um complexo denominado MRN (Mrell, Rad50, NBS1)
para reparo mediado por HR (FENG et al., 2015).

Estudos recentes tém demonstrado a PARP1 no processo de recombinacdo homologa;
O BRCAL é ele proprio um substrato da PARP1 e a “PARilagcdo” do dominio de liga¢do ao
DNA do BRCA1 atenua a sua funcdo. A supressdo de BRCAL1 compromete a HR e pode
causar instabilidade gendmica, demonstrando que PARP1 e BRCAL podem paradoxalmente
apoiar e suprimir a HR (FENG et al., 2015).

Além disso, as células que ndo possuem proteinas BRCA funcionais sdo deficientes
em HR e, portanto, dependem da via NHEJ mais propensa a erros. Essa transi¢do resulta em
instabilidade cromossémica e direciona um fendtipo maligno. Mulheres portadoras de
mutacdes germinativas deletérias nos genes BRCAL e BRCA2, por exemplo, ttm um alto
risco de desenvolver CM e de ovéario (GREEN et al., 2015).
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1.1.3 A Via de Sinalizacdo Hedgehog

A via de sinalizacdo Hedgehog (HH) tem despertado interesse no estudo dos canceres
pois desempenha um papel crucial na embriogénese de vertebrados, controlando o destino,
padronizacdo, proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular. No organismo adulto, este
tipo de via permanece ativa e estd envolvida na regulagdo da homeostase tecidual,
regeneracdo e manutencdo de células-tronco (LU et al., 2012).

A sinalizacdo de HH envolve uma complexa rede de moléculas e pode ser iniciada por
trés ligantes: Desert hedgehog (DHH), Indian hedgehog (IHH) ou Sonic hedgehog (SHH).
Estes ligam-se a receptores de proteina transmembrana e, uma vez que ocorra a ligacdo do
ligante, diminui sua acao inibitoria na molécula de transducdo de sinal acoplada a proteina G
transmembranar Smoothened (SMO) (figura 6), que entdo ativa uma cascata de sinalizacédo
resultando na translocacdo de fatores de transcricdo do homdlogo oncogénico associado ao
glioma (GLI) para o ndcleo celular (HANNA, SHEVED, 2016).

Figura 6 — Representacdo esquematica da via de sinalizacdo HH

Hedgehog O

Patched II::I Smoothened
Gli activator Suppressor
\)E\ Gli repressor Gli of Fused

Fonte: SINHA, CHEN, 2006

No nucleo, os fatores de transcricdo GLI ligam-se ao DNA e modulam a transcri¢éo de
uma infinidade de genes, incluindo Fox, Myc e ciclina D, entre outros que estdo envolvidos
no desenvolvimento, diferenciacdo, transi¢do epitélio-mesenquimal (EMT) e manutencdo de
ceélulas-tronco (CARPENTER, LO, 2012).

Sua importancia no desenvolvimento e homeostase é especialmente importante pelo

fato de que a ativacdo inadequada esta implicada no desenvolvimento de véarios tipos de
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cancer, particularmente da pele, mama, cérebro, pulmé&o, préstata e pancreas (YANG et al.,
2010; HANNA, SHEVED, 2016).

A importancia da sinalizacdo SHH, em especial, tem sido amplamente reconhecida
entre os oncologistas desde a aprovagdo em 2012 pela Food and Drug Administration (FDA)
do vismodegib (GDCO0449; Roche), uma pequena molécula anti-smoothened, para o
tratamento de carcinoma basocelular avancado (BCC) (TAKEBE, YANG, 2015).

Durante a embriogénese, o tecido mamario surge do ectoderma ventral, formado
através das interacdes entre as células mesenquimais subjacentes e as células epiteliais do
ectoderma. A regulacdo do estagio embrionario do desenvolvimento mamaério ainda ndo foi
elucidada em sua totalidade. Mostrou-se, no entanto, que a sinalizacdo de HH ¢ vital para o
desenvolvimento inicial da glandula mamaria, com ambos SHH e IHH expressa e exigida no
epitélio mamario (FLEMBAN, QUALTROUGH, 2015).

1.1.4 Epigenética e a Expressdo de Genes Envolvidos no Estabelecimento dos Tumores

Modelos epigenéticos incluem uma variedade de eventos reguladores de genes que
ndo envolvem mudancas na sequéncia de DNA, tais como remodelacdo da estrutura da
cromatina, modificacdes de histonas, metilacdo de DNA e micro RNAs ndo codificantes
(JANG et al., 2017).

A expressdo génica esta diretamente associada a RNA polimerase e fatores de
transcricdo que se ligam a elementos de sequéncia reguladora, como promotores e
potenciadores. Os eventos epigenéticos regulam a expressdo génica nos niveis de transcri¢ao
(modificacdo de histona e metilacdo do DNA) e traducdo (micro RNAs ndo-codificantes). A
regulacdo epigenética esta envolvida na impressdo genémica, na inativacdo do cromossomo X
e no silenciamento de genes. Portanto, estd intimamente correlacionado com 0s mecanismos
de varias doencas (PORTELA et al., 2010).

A metilacdo do DNA, em especial, ocorre predominantemente em citosinas, seguida
de residuos de guanina (CpG). Este tipo de metilacdo é referido como metilacdo de CpG e a
citosina metilada no quinto carbono do anel de pirimidina € denominada 5-metilcitosina
(5mC). Neste sentido, a principal funcdo da metilacdo do DNA é a supressdo da expressdo
génica (JANG et al., 2017).

Alguns estudos demostraram que um grande numero de genes é inativado
epigeneticamente pela metilagdo do promotor, afetando vias relevantes para o cancer e

potencialmente modulando a resposta a tratamentos (BADY et al., 2018).


https://scholar.google.com.br/citations?user=h0mu7mAAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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Segundo Li et al (2016), a metilacdo de ilhas CpG em regiGes promotoras com a
hipometilacdo do genoma, € uma caracteristica epigenética fundamental dos cénceres, levam
ao silenciamento dos genes supressores de tumor (TSG) e a ativagdo dos oncogenes,
contribuindo para o inicio e progressdo do cancer.

Outras pesquisas tém buscado associar os polimorfismos de nucleotideo Unico em
regides promotoras com a ocorréncia de silenciamento induzido por metilagdo em uma série
de canceres (FENNEL et al., 2018).

1.1.5 Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNP)

A comparacdo de sequéncias de DNA genémico em diferentes individuos revela
algumas posi¢des nas quais duas ou em alguns casos mais de duas bases podem ocorrer. Esses
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo altamente abundantes e estima-se que
ocorram em 1 de cada 1.000 bases no genoma humano (SYVANEN, 2001).

De acordo com o International Snp Map Working Group (2001), diferencas herdadas
na sequéncia de DNA contribuem para a variagdo fenotipica, influenciando as caracteristicas
antropométricas de um individuo, risco de doenga e resposta ao meio ambiente.

A comunidade cientifica tem explorado as variacdes genéticas associada ao risco de
cancer de mama, esperando que a genotipagem de SNP estratifique com mais precisdo o risco
de cancer de mama e direcione para o controle da doengca (WANG, 2017).

A instabilidade genémica é uma caracteristica de quase todos os canceres humanos,
mas em que estagio do desenvolvimento do cancer surge e qual a sua base molecular sdo
questdes para as quais estamos apenas comecando a obter respostas (NEGRINI,
GORGOULIS, HALAZONETIS, 2010).

Variantes de substituicdo de aminoéacidos em varios genes de reparo de DNA,
especialmente os genes pertencentes a via NER, estdo sendo identificados e estimados na
frequéncia polimorfica em determinadas populacdes. A funcdo bioldgica de muitas dessas
substituicdes de aminoacidos ainda nédo foi esclarecida, mas algumas dessas variantes podem
estar associadas a uma reducgdo na capacidade de reparo e aumento da susceptibilidade ao
cancer (BUTKIEWICZ et al., 2001; QIAN et al., 2011).

A caracterizacdo dessas variagdes genotipicas nas fungdes de reparo do DNA e sua
associacdo com malignidades podem ajudar a elucidar a etiologia do céncer. Algumas
investigacOes sugerem que variantes de substituicdo de aminoacidos em genes de reparo de
DNA, podem contribuir para a susceptibilidade ao cancer de mama (MORDUKHOVICH et
al., 2016).
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As variagGes genotipicas também vém sendo estudadas na via de sinalizagdo
Hedgehog, em especial, na via Sonic Hedgehog. Esta via parece estar intimamente
relacionada a varias malignidades. Seu papel no estabelecimento de alguns tumores é cada
vez mais discutido (CHEN et al., 2010).

Deste modo, o presente estudo analisou variantes genéticas nos genes XPD, PARP1 e
SMO a partir de amostras de material parafinado de pacientes com diagndstico
histopatolégico de cancer de mama. A associacdo desses SNPs com 0s tumores mamarios
pode fornecer informac@es da susceptibilidade, da influéncia das vias de reparo do DNA e da

via de sinalizacdo Hedgehog na carcinogénese mamaria.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associacdo dos polimorfismos nos genes SMO (rs538312246), XPD
(rs565460302) e PARP1 (rs1136410) com o cancer de mama em mulheres no estado
da Paraiba.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o perfil clinico-patologico das pacientes envolvidas no presente estudo.

Estabelecer a frequéncia alélica dos SNPs rs538312246, rs565460302 e rs1136410 nas

amostras de cancer de mama;

Estimar a associacdo dos SNPs escolhidos com o desenvolvimento do céncer de

mama,

Avaliar a relacdo dos geno6tipos obtidos com os dados demograficos, histolégico e
moleculares das pacientes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo atende as resolucfes n° 196/96 e 466/12 do Conselho Nacional de Saude e
suas complementares, que trata das normas para pesquisa envolvendo seres humanos e
armazenamento de material bioldgico, faz parte do projeto temético 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 analisadas 100 amostras de tecido parafinado com laudos expedidos pelo
laboratério UNILAB/ Jodo Pessoa - PB, com diagndstico histopatoldgico de cancer de mama
do tipo ductal infiltrante e informagBes sobre idade, tipo histolégico e perfil
imunohistoquimico. Todas as amostras foram codificadas com o intuito de resguardar o
direito a privacidade das suas doadoras. Neste estudo foram analisadas 100 amostras para

cada polimorfismo.

3.3 EXTRACAO DE DNA

As amostras foram submetidas a extracdo do DNA no Laboratério de Biologia
Molecular Estrutural e Oncogenética (LBMEO) do Departamento de Biologia Molecular
(DBM), Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN), Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

As amostras de tecido parafinado foram submetidas & extracdo do DNA segundo
Shang-Rong Shi et al (2002), utilizando-se de 5 a 8 cortes histologicos com 3um de espessura
cada. Os cortes histoldgicos foram aquecidos para retirada da parafina do tecido e colocados
em microtubos de 1,7mL. Apds o processo de aquecimento, foi adicionado 1mL de tampéo de
extracdo (Tris/fHCL 0,01 M; Sacarose 0,32 M; MgCl> 5 mM; Triton X-100 1%, KCL 50mM,
NP-40 0,45%; Tween 20 0,45%), adicionados 5ul de proteinase K (10mg/mL), 100ul de SDS
(30%) e aquecidas em banho-maria a 55°C por 3 dias.
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Passado esse tempo, foi adicionado 1,5mL de Fenol/Cloroférmio/Alcool isoamilico
(25:24:1), a solugdo sofreu inversbes suaves por aproximadamente 5 minutos para
homogeneizacdo. Em seguida a solucdo homogeneizada foi centrifugada a 3000 rpm por 10
minutos e o sobrenadante transferido para outro microtubo, onde foi adicionado 1,5mL de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e homogeneizado.

Para precipitacdo do DNA foi adicionado 1mL de alcool etilico absoluto gelado e
centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos. O DNA foi desidratado em estufa a 60°C. apds a
secagem o DNA foi ressuspendido em 200 ul de agua Milli-Q esteril.

3.4 TECNICA E DESENHO DOS INICIADORES

O método de genotipagem utilizado nesse trabalho é o método de Didesoxi Unico
Alelo Especifico PCR (Dideoxy single alelle-specific PCR- DSASP) desenvolvido por Lima
et al (2015). Os iniciadores foram desenhados por validacdo in silico com auxilio de bancos
de dados e software de analise de alinhamento de sequéncia: National Center for
Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/);
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi/), Ensembl (http://www.ensembl.org), GeneRunner
(http://www.generunner.net/) e bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)

3.4.1 Método de Didesoxi Unico Alelo Especifico PCR (DSASP)

O método DSASP apresenta-se como um novo método de genotipagem e consiste em
desenhar o iniciador e sequéncias complementares especificos, apresenta alta sensibilidade e
pode ser usada para qualquer polimorfismo de base Unica. A genotipagem pelo método

DSASP seguem as seguintes recomendacdes:

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 posi¢ao do SNP do alelo de interesse
3. O produto de amplificacdo por PCR assimétrica sera 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.
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O método DSASP foi padronizado para os SNPs dos genes XPD, PARP1 e SMO4
rs565460302, rs1136410 e rs538312246 respectivamente.

Tabela 4- Lista dos polimorfismos com a sequéncia complementar e 0s primes especificos

SNP’s Alelo Primer /Sequéncia Complementar
SMO 5’AGCCGGAGCTGCACTCGCACCC 3’
rs538312246 G>A 5’GSCAGACGYGGGCCGGGGGTGCGAGTGCAGCTCCGGCTS?
XPD 5’CACCTGGACAAGGCCCCTCGGA3’
rs565460302 A>G 5’TGGCGCYGAGGGTCCGAGGGGCCTTGTCCAGGTG3’
PARP1 5’CTCGATGTCCAGCAGGTTGTCAAGCS’
rs1136410 A>G 5’CAAGGYGGAAATGCTTGACAACCTGCTGGACATCGAG3’

Fonte: Autor, 2019

O método DSASP foi realizado nas seguintes condicdes:

3.4.1.1 Condigdes da PCR

A PCR foi realizada num volume final de 25uL contendo 200uM de
desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dTTP e dGTP) e o didesoxinucleotideos de interesse
(ddATP, ddCTP, ddTTP e ddGTP), cloreto de magnésio 2,0 mM —MgCl., 20ng/mL de DNA,
200 pM dos iniciadores e 0,5U AmpliTaqGold (Life Technologies- Carlsbad, CA). As
condicBes da PCR assimétrica foram: uma pré-desnaturacdo durante 3 minutos a 94°C e 80
ciclos de 94°C durante 20 segundos, de 60°C durante 45 segundos e 72°C durante 30

segundos com uma ultima extensdo de 5 minutos a 72°C.

Tabela 5 — Protocolos da PCR assimétrica para amplificacdo dos SNPs

MIX PCR SNP rs1136410 SNP rs565460302 SNP rs538312246
H20 13ul 13 ul 12,5ul
Tampéo 2,5ul 2,5ul 2,5ul
MgCl; 2,0ul 2,0ul 2,0ul
Primer 1,5ul 1,5ul 2,0ul
DNTP 2,0ul 2,0ul 2,0ul
DANTP 1,0ul 1,0ul 1,0ul
Tag DNA pol 1U 1U 1U
DNA 100ng/ul 100ng/ul 100ng/ul
Volume final 25yl 25ul 25ul

Fonte: Autor, 2019

3.4.1.2 As condicOes de hibridizacéo
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O produto amplificado de cada amostra foi submetido ao protocolo de hibridizagdo
sob as seguintes condigdes: 200pM da sequéncia completar a 4°C durante 10 minutos.

3.4.1.3 Analise da curva de melting

Para a determinacdo e analise da curva de melting (Tm) foi realizada no equipamento
7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies — Carlsbad, CA), seguindo, as
condigdes: 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. A analise da curva foi realizada com mistura de SYBR Green 2X e Rox1
(Life Technologies — Carlsbad, CA).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas foram calculadas e testadas nas amostras de cancer de mama
quanto ao seu equilibrio segundo a lei de Hardy-Weinberg que forneceu as frequéncias
alélicas esperadas como controle.

Para verificar a distribuicdo dos genoétipos dos polimorfismos na populacdo estudada
foi utilizado o teste de Qui-Quadrado ou, se necessario, o teste Exato de Fisher. Para todos os
testes o nivel de confianca a ser considerado é de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E MOLECULARES DAS PACIENTES

O presente estudo foi realizado com 100 amostras de pacientes diagnosticadas com
carcinoma mamario do tipo ductal infiltrante no estado da Paraiba. Todas as amostras
analisadas foram de pacientes do género feminino. A média de idade observada foi de 58,47
anos (alcance, de 27 a 91). Constatou-se uma predominancia de casos na faixa etaria acima de
50 anos. Um numero consideravel de jovens adultas acometidas pelo cancer de mama também

foi demonstrado (Tabela 6).

Tabela 6 — Perfil clinico-molecular das pacientes

Variavel Total de casos
(%)
20-50 38
51-70 45
|dade >70 17
Mama esquerda 46
Localizacdo anatémica Mama direita 54
I 15
Grau histolégico ] 52
1] 33
Luminal A 40
Luminal B 24
Luminal hibrido 12
Classificacdo molecular Basal-like 15
HER-2+ 09

Fonte: Autor, 2019

A classificagdo molecular e a localizagdo anatdmica também foram analisadas. Os
subtipos luminais A e B (64%) foram os mais frequentes, seguido pelo triplo negativo (Basal
like) (15%). Quanto a localizacdo anatdmica a mama direita (54%) teve uma leve prevaléncia

em relagdo a mama esquerda.

4.2 ASSOCIACAO DOS SNPS NOS GENES SMO, XPD E PARP1 COM O RISCO DE
CANCER DE MAMA DE ACORDO COM O EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

O presente estudo avaliou a associacdo do SNP (rs1136410) no gene PARP1, o SNP
(rs565460302) no gene XPD e (rs538312246) na regido de ilhas CpG do gene SMO. Este € o
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primeiro estudo que avaliou uma possivel associacao destes dois Ultimos genes citados com o
desenvolvimento de tumores mamarios.

Neste trabalho, foram analisadas as frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs e feita
a correlacdo com a susceptibilidade ao carcinoma mamario em 100 amostras, totalizando 200
alelos para cada SNP estudado. As frequéncias genotipicas e alélicas foram analisadas de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Dos trés SNPs investigados, 0 rs1136410 no gene PARP1 pode estar associado ao
desenvolvimento do cancer de mama na populagédo analisada, enquanto os SNPs rs565460302
e rs538312246 nos genes XPD e SMO respectivamente, mostraram-se dentro do equilibrio de
Hardy-Weinberg (Tabela 7).

Tabela 7 — Distribuigdo genotipica e frequéncia alélica dos SNPs

Genotipos | Gendtipos

SNPs observados esperados Frgﬁélﬁacr;ua X2 P-Valor
(%) (%)
AA 82 AA 8281
A G
XPD GG 00 GG 0,81 0,3227
rs565460302 0,91 0,09 0,977

AG 18 AG 16,38

AA 90 AA 90,25
SMO G A

GG 00 GG 0,25
rs538312246 0,05 095 | 0,750 | 0,5987
AG 10 AG 9,5

AA 44 AA 19,36

A G
PARPL GG 56 GG 31,36 100 | 0.0001

AG 00 AG 49,28

Fonte: Autor, 2019

A frequéncia alélica do SNP rs565460302 no gene XPD foi de 91% para o alelo
ancestral A e 9% para o alelo polimorfico G. A distribuicdo genotipica observada foi a
seguinte: 82% AA, 0% GG e 18% AG. A temperatura de Melting (Tm) para o alelo
polimorfico G variou de 80°C a 81°C (fragmento maior), enquanto que o alelo ancestral A

(fragmento menor) variou de 73°C a 74°C (Figuras 7 e 8).
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A relacdo da frequéncia genotipica observada/esperada indica que as amostras
analisadas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg com o X? igual a 0,977. As diferencas de
Tm foram obtidas pela técnica DSASP. Deste modo, cada uma dessas temperaturas representa

um alelo especifico.

Figura 7 — Geno6tipo AA do SNP rs565460302 no gene XPD para o alelo A. Representacdo
grafica obtida por Real Time- PCR mostrando uma Tm de 74,01°C, representando o
fragmento menor de DNA (alelo ancestral)
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Figura 8 — Gendtipo A/G do SNP rs565460302 no gene XPD para o alelo G. Representacdo
grafica obtida por Real Time- PCR mostrando duas Tm diferentes, representando dois
fragmentos de DNA de tamanhos distintos. A figura mostra uma Tm menor 74,72°C (alelo

ancestral) e outra maior de 80,13°C (alelo polimorfico)
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Fonte: Autor, 2019.

A frequéncia alélica do SNP rs538312246 no gene SMO foi de 95% para o alelo
polimorfico A e de 5% para o alelo ancestral G. A distribuicdo genotipica observada foi a
seguinte: 90% AA, 0% GG e 10% AG. A Tm para o alelo ancestral G variou de 81°C a 83°C



(fragmento maior), enquanto que o alelo polimérfico A (fragmento menor) variou de 74°C a
76°C (Figuras 9 e 10).

Sendo assim, a relacdo da frequéncia genotipica observada/esperada indica que as
amostras analisadas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg com o X?igual a 0,750.

Figura 9 — Genotipo A/A do SNP rs538312246 no gene SMO para o alelo A. Representacéo

gréfica obtida por Real Time- PCR mostrando uma Tm de 75,27°C, representando o
fragmento menor de DNA (alelo polimérfico)
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Figura 10 — Gendtipo A/G do SNP rs538312246 no gene SMO para o alelo G. Representacdo

grafica obtida por Real Time- PCR mostrando duas Tm diferentes, representando dois
fragmentos de DNA de tamanhos distintos. A figura mostra uma Tm menor de 75, 93 (alelo

polimérfico) e outra maior de 81,42°C (alelo ancestral)
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Por ultimo, foi analisada a frequéncia alélica e a distribuicdo genotipica do SNP
rs1136410 no gene PARP1. O alelo A teve 44% e o alelo G 56%, o perfil genotipico: 44%

A/A, 0% A/G e 56% G/G. A Tm para o alelo ancestral A variou de 72°C a 74°C (fragmento
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maior), enquanto que o alelo polimoérfico A (fragmento menor) variou de 69°C a 71°C (Figura
11e12).
Desta forma, a relacdo da frequéncia genotipica observada/esperada indica que as

amostras analisadas estio em desequilibrio de Hardy-Weinberg com o X?igual a 100.000.

Figura 11 — Gendtipo A/A do SNP rs1136410 no gene PARP1 para o alelo A. Representacdo
gréfica obtida por Real Time- PCR mostrando uma Tm de 70,94°C, representando o
fragmento menor de DNA (alelo polimérfico).
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Figura 12 — Gen6tipo G/G do SNP rs1136410 no gene PARP1 para o alelo G. Representacdo
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4.2.1 Associacao da variacao genotipica dos SNPs com dados demograéficos, clinicos e
moleculares

Nesta etapa, foram distribuidos os gendétipos de acordo com caracteristicas dos perfis
das pacientes (Tabelas 8, 9 e 10). Cada genoétipo foi avaliado individualmente para variaveis

especificas, na tentativa de melhor compreender a relagdo de cada SNP com aspectos

demogréficos e clinico-moleculares desta amostragem.

grafica obtida por Real Time- PCR mostrando uma Tm de 74,29°C, representando o
fragmento maior de DNA (alelo ancestral).



Tabela 8 — Relacéo entre a distribui¢do genotipica do SNP rs565460302 e os dados de
localizacdo, faixa etaria e subtipos moleculares das pacientes
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XPD (rs565460302)

Variavel
Faixa etaria
20-50
51-70
>70
Localizacao do
tumor
Mama esquerda
Mama direita
Grau
histolégico
Grau |
Grau Il
Grau 11
Classificacao
molecular
Luminal A
Luminal B
Luminal hibrido
Triplo negativo
HER-2

Total

38%
45%
17%

46%
54%

15%
52%
33%

40%
24%
12%
15%
09%

Gendtipo A/A  Genoétipo A/G  Gen6tipo G/G

33
38
11

38
44

13
42
27

34
19
09
12
08

06
05
03
03
01

O OO o

[oNeNoNoNe)

P-valor

0.1484

0,9395

0,8842

Fonte: Autor, 2019

Tabela 9 — Relagdo entre a distribui¢do genotipica do SNP rs538312246 e os dados de
localizacdo, faixa etaria e subtipos moleculares das pacientes

SMO (rs538312246)

Variavel

Faixa etaria
20-50
51-70

>70
Localizagdo do
tumor
Mama esquerda
Mama direita
Grau histoldgico
Grau |
Grau Il
Grau Il
Classificacdo
molecular
Luminal A
Luminal B
Luminal hibrido
Triplo negativo
HER-2

Total

38%
45%
17%

46%
54%

15%
52%
33%

40%
24%
12%
15%
09%

Gendtipo A/A  Geno6tipo A/IG Gen6tipo

n (%)

32
42
16

41
49

13
47
30

37
21
10
14
08

n (%)

06
03
01

05
05

2
5
3

03

03

02
1
1

G/G
0
0

0

o

o

[N}

[oNeNoNoNe]

P-valor

0,4117

0,8116

0,8298

Fonte: Autor, 2019



Tabela 10 — Relagdo entre a distribuicdo genotipica do SNP rs1136410 e os dados de
localizacdo, faixa etaria e subtipos moleculares das pacientes

PARP1 (rs1136410)
Gendtipo AJA  Geno6tipo A/IG Genotipo
Variavel Total (%) (%) G/G (%) P-valor
Faixa etéria
20-50 38% 17 0 21
51-70 45% 20 0 25 1
>70 17% 7 0 10
Localizacao do
tumor
Mama esquerda 46% 19 0 27
Mama direita 54% 25 0 29 0,688
Grau histoldgico
Grau | 15% 5 0 10
Grau Il 52% 24 0 28 0,7036
Grau Il 33% 15 0 18
Classificacao
molecular
Luminal A 40% 18 0 22
Luminal B 24% 12 0 12
Luminal hibrido 12% 06 0 06 0,6983
Triplo negativo 15% 06 0 09
HER-2 09% 02 0 07

Fonte: Autor, 2019
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5. DISCUSSAO

O CM é uma doenca heterogénea com um amplo espectro de caracteristicas clinicas,
patoldgicas e moleculares. Os marcadores tumorais tradicionais disponiveis, como o receptor
de estrogénio (ER), o receptor de progesterona (PR) e o receptor do fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER2) sdo confiaveis, baratos e Uteis para a tomada de decisdes
terapéuticas. No entanto, esses marcadores tumorais sozinhos sdo incapazes de refletir toda a
heterogeneidade inerente a esse tipo de cancer (PARISE, CAGGIANO, 2014).

O Perfil clinico e molecular das 100 pacientes do presente estudo possui média de
idade de 58,47 anos, todas com diagnostico de carcinoma mamario invasivo, grau histolégico
Il (52%) e a classificacdo molecular obtida pela imunohistoquimica mostrou o luminal A
(40%) e luminal B (24%) como os subtipos mais frequentes, seguido pelo triplo negativo
(basal like) (15%).

O resultado obtido neste estudo em relacdo ao perfil das pacientes corroborou com 0s
estudos de Kumar et al. (2015). Os autores realizaram um estudo retrospectivo, também com
cancer de mama invasivo, o perfil das pacientes apresentou média de idade de 50,5 anos. A
maioria dos casos também apresentou grau histologico Il (59%) e o subtipo molecular mais
frequente foi o luminal A.

Os nossos dados corroboram também com Oeffinge et al. (2015), o guia atualizado da
Sociedade Americana de Cancer revelou que a incidéncia de CM comeca a aumentar
visivelmente apds os 25 anos de idade e continua a aumentar até os 75 a 79 anos.

Assim como outros tipos de cancer, o CM e uma doenca multifatorial resultante de
varios fatores genéticos e ambientais. A exposi¢do ao estrogénio € um dos fatores de risco
mais importantes para o cancer de mama, deste modo, o risco da doenga aumenta com a idade
e, consequentemente, com o tempo prolongado de exposicdo hormonal (SANTOS et al.,
2013).

Segundo Dai et al (2015), os tumores tipo luminal expressam receptores hormonais
(ER+, PR+) com perfis de expressdo que lembram o componente epitelial luminal da mama.
Os tumores Luminal A tém maior expressdo de genes relacionados a ER e menor expressao
de genes proliferativos do que os canceres luminais B.

Em geral, os subtipos luminais ttm um bom prognostico, sendo os luminais B de
prognostico significativamente pior do que o subtipo luminal A. Os tumores luminais

respondem bem a terapia hormonal, mas pouco a quimioterapia convencional. A resposta ao
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tratamento difere entre os subtipos. Os tumores luminais A podem ser adequadamente
tratados com terapia enddcrina, enquanto os tumores luminais B, que s&o mais proliferativos,
a estratégia terapéutica combinada de quimioterapia e tratamento hormonal é mais indicada
(NETANELY et al., 2016; DAI et al., 2015).

Como relatados anteriormente, os perfis luminais foram seguidos pelo triplo negativo.
Este subtipo é caracterizado pela expressdo de marcadores celulares epiteliais mamarios como
as citoqueratinas 5 e 14 (CK5 / 14), receptores hormonais negativos, HER2 negativo e alta
instabilidade genémica. Embora as terapias que visam as vias de estrogénio ou o receptor
HER2 fagam parte do padréo clinico utilizado atualmente, ndo ha medicamentos especificos
que atinjam o subtipo basal. Seu progndstico é particularmente ruim, ressaltando a
necessidade de melhores opcdes terapéuticas para mulheres com esse subtipo de cancer (SHE
etal., 2016; HAN et al., 2015).

Quanto as variagdes genéticas analisadas e a influéncia dessas variacdes na
carcinogénese, foram selecionados trés polimorfismos em genes que participam de vias
reconhecidamente importantes para o estabelecimento dos canceres (XPD, PARP1 e SMO)
vias de reparo do DNA e via de sinalizacdo Hedgehog, respectivamente (MORDUKHOVICH
etal., 2016; GREEN et al., 2015; L1 et al., 2016).

Os resultados mostraram uma associacao significativa do SNP rs1136410 em PARP1
com o desenvolvimento do cancer de mama, apresentando uma frequéncia do alelo
polimorfico de 0,56 indicando que este SNP estd em desequilibrio de Hardy-Weinberg X?=
100 e p-valor <0,001. Esta é uma variacdo do tipo missense onde o polimorfismo em questao
causa consequentemente a troca do residuo valina para uma alanina (Val762Ala).

O PARP-1 é o primeiro membro descoberto da familia PARP, esta envolvido em
varios processos moleculares e celulares importantes, incluindo resposta ao estresse celular e
controle do ciclo celular. Esta proteina de ligacdo ao DNA nuclear também funciona no
reparo de quebra de fita simples (SSR), detectando especificamente quebras de cadeias de
DNA geradas por diferentes agentes genotoxicos (QIN et al., 2016).

Segundo Wang et al. (2012), os polimorfismos genéticos podem influenciar a taxa de
transcricdo génica, a estabilidade do mRNA ou a quantidade e atividade da proteina
resultante. Assim, variacdes no gene PARP-1 podem afetar o reparo do DNA em populagdes
normais e facilitar o desenvolvimento de cancer nos individuos.

De acordo com Bashir et al. (2018), em uma analise de genotipagem desse mesmo
SNP em céncer de tiredide, essas alteragdes também podem diminuir a capacidade da via

BER e, consequentemente, aumentar a susceptibilidade ao cancer em seus portadores.
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Portanto, variantes genéticas da PARP1 podem ser um fator de risco importante para o
desenvolvimento e progressao do cancer mamario.

A relacdo do SNP rs1136410 (Val762Ala) com o CM ja havia sido demonstrada por
Alanazi et al. (2013), neste estudo observou-se uma associacdo significativa entre esta
variacdo genética e o risco de cancer de mama na populacdo saudita. O risco aumentado do
carcinoma mamario na populacdo estudada seria provavelmente atribuivel a reducdo da
atividade da PARP-1.

Anil et al. (2016) avaliaram a associacdo desta mesma variante com a susceptibilidade
ao carcinoma de células escamosas oral em uma populagio do Sul da india, e Cui et al. (2017)
conduziram um estudo associando este SNP ao dano oxidativo ao DNA e ao risco de catarata
relacionada a idade em uma populacdo chinesa. Em ambos 0s processos mostraram a
contribuicdo de PARP1.

Ainda nas vias de reparo, foi avaliada a relacdo do SNP rs565460302 em XPD (ou
ERCC2) com o CM. A XPD é uma helicase dependente de adenosina trifosfato. A atividade
helicase da proteina XPD, o produto de expressdo do gene XPD, pode desbloquear a estrutura
de dupla hélice do DNA e cortar ou remover o DNA danificado na via de reparo por excisdo
de nucleotideo (NER). Uma vez que o gene XPD é mutado, a diminui¢do da expressao da
proteina pode resultar na deficiéncia de reparo do DNA e, consequentemente, em
instabilidade genémica (DU et al., 2014).

Por ultimo, foi avaliado a relacdo do SNP rs538312246 na regido de ilhas CpG do
gene SMO. O gene SMO esta inserido na via hedgehog, esta via, por sua vez, esta envolvida
na regulacdo do crescimento e diferenciacdo celular em muitos tecidos, particularmente nas
células-tronco basais da pele. A via hedgehog pode contribuir para a carcinogénese em
orgdos, como pele, cérebro, préstata, pulmdo, mama e trato gastrointestinal (YANG et al.,
2010; JORGENSEN et al., 2012).

CpGs polimérficos (polyCpG) podem influenciar a expressdo de genes por mudangas
gerais em CpG e densidade de metilacdo, por alteracdes nos sitios de ligacdo do fator de
transcrigdo, ou por alguma combinacdo mais complexa desses fenébmenos. Se um dado
polyCpG estiver influenciando a expressao, contribuindo para os niveis globais de metilacao,
isso pode resultar em uma correlacdo entre a porcentagem total de metilacdo e expressao do
DNA (OKHOVAT et al., 2017).

Este estudo, no entanto, ndo revelou uma associacdo significativa dos SNPs
rs565460302 e rs538312246 com o desenvolvimento do CM. Vale salientar que este foi a

primeira pesquisa de andalise dos referidos SNPs neste tipo de cancer. A relagdo da frequéncia


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jorgensen%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22677152
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genotipica observada/esperada indica que as amostras analisadas estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg com o X2 igual a 0,977 para o SNP no gene XPD e 0,750 para 0 SNP no
gene SMO.

Variantes genéticas nestes mesmos genes ja foram analisadas. De acordo com Gomez-
Diaz et al. (2015), os SNPs rs13181 e rs1799793 do gene XPD estdo associados a uma
deficiéncia de reparo de DNA. No entanto, foi ressaltado também que fatores como a etnia
pode modificar a relevancia desses polimorfismos e estudos em diferentes populacdes devem
ser feitos a fim de confirmar a associacdo dessas variantes.

De acordo com Yan et al. (2014) em um estudo de meta-analise com variagGes
similares no gene XPD (rs1799793) e (rs13181) apresentaram altos indices de
heterogeneidade em relacdo a susceptibilidade ao CM. Essas diferencas podem ser
atribuidas ao fato de diferentes paises terem diferentes origens genéticas e estilos de vida.

Estudo desenvo lvido por Paszkowska-Szczur et al. (2015), revelou uma associagédo de
variagdes em XPD (rs1799793) com um aumento do risco de cancer colorretal, especialmente
em homens poloneses. Esse mesmo estudo também mostrou que outro polimorfismo
(rs18131), no mesmo gene, ndo estava associado ao risco de cancer colorretal. Esses dados
conflitantes podem ser resultado da estratificacdo da populacdo ou do numero relativamente
pequeno de casos utilizados nos estudos.

No gene SMO algumas variantes também j& foram analisadas. Wang et al. (2015)
mostraram evidéncias de que o SNP rs3824 pode estar envolvido no estabelecimento de
cancer hepatocelular em uma populacdo da China. Outros autores como Lesiak et al. (2016),
sugerem um papel significativo de SHH e SMO na predisposicdo para 0 carcinoma
basocelular na populacéo polonesa.

Wang et al. (2013) mostraram que mutac¢6es no gene SMO e PTCH1, ambos da via de
sinalizacdo hedgehog, estdo presentes em baixa frequéncia em diferentes subtipos histoldgicos
de tumores gastricos e, provavelmente, representam varia¢des genéticas que sozinhas ndo sao
capazes de promover 0s tumores.

De acordo com Luo et al. (2017), SNPs nas regides funcionais do gene poderiam
influenciar a expressdo génica e suas fun¢es. No entanto, algumas limitacfes como idade,
sexo, tabagismo, alcool e habitos alimentares, podem influenciar o desenvolvimento dessas
regides.

No nosso estudo ndo foram encontradas associagOes significativas quando analisados

idade, localizagdo anatémica, grau histoldgico e classificagdo molecular com os genotipos.
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Em resumo, nossos dados indicam que o SNP rs1136410 no gene PARP1 estd
possivelmente relacionado ao desenvolvimento dos tumores nas amostras investigadas. Os
polimorfismos rs565460302 e rs538312246 nos genes XPD e SMO respectivamente, nao
apresentaram um papel significativo no surgimento do cancer de mama dessas amostras. No
entanto, vale ressaltar a necessidade de pesquisas posteriores que corroborem com esses

achados, principalmente acerca dessas variagoes.
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6. CONCLUSAO

O perfil das pacientes foi representado por mulheres acima de 50 anos, sendo 0s
tumores luminais os mais incidentes, com prevaléncia do grau histolégico I1;

Os SNPs rs565460302 (G>A) em ilhas CPGs do gene SMO e rs538312246 (A>G) no
gene XPD n&o apresentaram significancia estatistica com o CM;

N&o houve relacdo estatistica entre os gendétipos encontrado nos SNPs rs1136410,
rs565460302, rs538312246 com os dados demogréficos, histologicos e moleculares;

O SNP rs1136410 (alelos A>G), Val762Ala no gene PARP1 teve uma frequéncia
alélica de 44% do alelo ancestral A e 56% do alelo polimérfico G, estando
potencialmente associado ao desenvolvimento do carcinoma mamario;

A relagdo do SNP rs1136410 com o CM corrobora com a literatura ratificando o papel

das vias de reparo do DNA no estabelecimento e progresséo dos tumores.
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