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RESUMO

O cancer de mama (CM) é um problema mundial de saide publica, tanto devido a quantidade
de casos ja diagnosticados, quanto devido 2 incidéncia crescente. E o tipo de cAncer mais
prevalente e o de maior mortalidade na populacdo feminina no mundo inteiro. No entanto, a
cobertura de servigos capazes de diagnosticar precocemente a doenca nao atingiu niveis
adequados em paises em desenvolvimento, como o Brasil. Neste contexto, o estudo dos
polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) mostra-se relevante para o entendimento desta
morbidade e para o desenvolvimento de estratégias de rastreamento. Destacam-se o0s
polimorfismos que ocorrem nos genes relacionados ao mecanismo de reparo de mal
pareamento (MMR), especialmente nos genes MSH2 e MSH6, que codificam as proteinas
componentes do complexo MutSa. Este trabalho ¢ produto da anélise da associagao dos SNPs
rs63751445 (A>G) do gene MSH?2 e rs863224614 (T>G) do gene MSH6 a susceptibilidade ao
CM em 100 amostras obtidas por exame histopatolégico de pacientes do Estado da Paraiba —
Brasil. Além disso, testou-se a associacdo potencial da ocorréncia destes SNPs com as
variaveis idade de diagndstico e localizagao anatdmica do CM. A metodologia empregada foi
o método Dides6xi Unico Alelo Especifico PCR (DSASP). A anilise estatistica foi feita pela
comparacao com a populacdo controle (populacdo em equilibrio de Hardy-Weinberg) através
dos testes Qui-quadrado de Pearson e exato de Fischer. Os resultados sugerem nao existir
associacdo entre os SNPs em questdo e as varidveis idade de diagnéstico e localizagdo
anatdmica. No entanto, ambos os polimorfismos estudados parecem estar associados a
susceptibilidade ao CM na populag¢do do Estado da Paraiba — Brasil.

Palavras-chave: Cancer de mama. MSH2. MSH6. SNPs. DSASP.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is a worldwide public health problem, both due to the number of cases
already diagnosed and due to the increasing incidence. It is the most prevalent type of cancer
and the one with the highest mortality in the female population worldwide. However,
coverage of services capable of early diagnosis of the disease has not reached adequate levels
in developing countries, such as Brazil. In this context, the study of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) is relevant for the understanding of this morbidity and for the
development of screening strategies. We highlight the polymorphisms that occur in genes
related to the mismatch repair mechanism (MMR), especially in the MSH2 and MSH6 genes,
which encode the proteins that make up the MutSa complex. This work is a product of the
analysis of the association of SNPs rs63751445 (A>G) of the MSH2 gene and rs863224614
(T>G) of the MSH6 gene to susceptibility to CM in 100 samples obtained by
histopathological examination of patients in the State of Paraiba — Brazil. In addition, the
potential association of the occurrence of these SNPs with the variables age of diagnosis and
anatomical location of the CM was tested. The methodology used was the Didesoxy Single
Allele Specific PCR (DSASP) method. Statistical analysis was performed by comparison with
the control population (population in Hardy-Weinberg equilibrium) using Pearson's Chi-
square and Fischer's exact tests. The results suggest that there is no association between the
SNPs in question and the variables age of diagnosis and anatomical location. However, both
studied polymorphisms seem to be associated with susceptibility to BC in the population of
the State of Paraiba — Brazil.

Keywords: Breast cancer. MSH2. MSH6. SNPs. DSASP.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

O termo cancer refere-se a centenas de doencas diferentes, predominando o de prdstata
em adultos do género masculino, o de mama em adultos do género feminino, e, em criangas,
os hematolégicos, cerebrais e dos linfonodos. E a segunda principal causa de morte por
doenca na histéria da humanidade e apresentou incidéncia crescente nos ultimos anos
(HASSANPOUR; DEHGHANI; 2017).

No mundo, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estimou mais de 9 milhdes de
6bitos para 2018 e mais de 1 trilhdo de ddlares em prejuizo para 2010 (OMS, 2018). A
prevaléncia mundial é crescente e superior a 20 milhdes de casos, afetando mais os paises em
desenvolvimento do que os desenvolvidos. No entanto, os dados sdo subestimados com
frequéncia, principalmente pela falha no diagnéstico (ANGAHAR, 2017). No Brasil, o
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) estimou 625 mil novos
casos para cada ano do triénio 2020-2022 (INCA, 2020). No Estado da Paraiba, o INCA
estimou mais de 11 mil novos casos de cancer para 2020 (INCA, 2020).

A heterogeneidade desta morbidade motivou pesquisadores a buscarem defini¢cdes
mais apropriadas. Com esta intencdo, Hanahan e Weinberg (2000) proporam o mais
conhecido modelo evolutivo para generalizar todos os achados ja catalogados na biologia do
cancer, o qual introduziu o conceito de hallmarks, ou seja, caracteristicas fundamentais que
células normais adquirem durante a iniciacio e a progressdo para o estdgio maligno
(HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Doze hallmarks sao reconhecidos atualmente: resisténcia a inibi¢do do crescimento;
potencial replicativo ilimitado; potencial metastitico; dano genético; desregulacdo do ciclo
celular; estresse proteotoxico; estresse energético; estresse oxidativo; evasdo ao sistema
imune; estimulo da angiogénese; imortalidade ou resisténcia a morte celular; e
autossuficiéncia da sinalizacdo de crescimento (VACA et al., 2017; ALKHAZRAIJI et al.,
2019) (Figura 1).
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Figura 1 — Hallmarks do cancer.
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Fonte: Adaptada de ELLEDGE LAB (2020).

Duas caracteristicas do cancer merecem destaque: a proliferacdo descontrolada; e o
potencial metastatico. A primeira ndo € exclusiva de células cancerosas e, quando ocorre em
tecidos sélidos, € responsdvel pela formacdo de tumores benignos, ndo cancerosos, e de
tumores malignos, cancerosos, também conhecidos como neoplasias. A segunda é exclusiva

7z

de células cancerosas e € critério de diferenciacdo dos tipos neopldsicos invasivos e nao
invasivos ou in situ (INCA, 2019b).

A etiologia do cincer ndo estd totalmente esclarecida e € considerada multifatorial,
sendo os fatores de risco de natureza fisica, como radiagdes ionizantes ou nao ionizantes, de
natureza quimica, como &lcool, tabaco, hormdnios e produtos farmacéuticos, e de natureza
biol6gica, como infec¢cdes por tipos especificos de virus, bactérias e parasitos
(BLACKADAR, 2016).

Os fatores etiolégicos mencionados podem causar alteracdes de ordem genética, como
translocacdes, insercoes e delecdes, ou de ordem epigenética, como desacetilagdo de histonas,
hipometilagdo ou hipermetilagdo de DNA e deslocamento de nucleossomos. Estas alteracoes
podem desencadear ativacdo de proto-oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumor
ou desregulacdo da funcdo de genes de reparo do DNA (HASSANPOUR; DEHGHANI;
2017).

Contudo, o cancer estd relacionado mais frequentemente as variagdes genéticas do que
as epigenéticas. Além disso, esta morbidade atinge mais células somaticas do que células

geminativas (PRADO, 2014).
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Depois da conclusdo do Projeto Genoma Humano, no qual se seqiienciou todo o
genoma do Homo sapiens, pesquisadores da drea da genética molecular dedicaram-se a
determinacdo da relacdo entre gendtipo e fenétipo. Entdo, as variacdes genéticas relacionadas
ao cancer tornaram-se objetos para estudos de associacdo, 0s quais repercutiram no
prognéstico, diagndstico e tratamento desta morbidade (TALSETH-PALMER; SCOTT,
2011).

1.2 AMAMA

Anatomicamente, as mamas sdao Orgdos localizados sobre os misculos grandes
peitorais, delimitadas pelos sucos intermamdrio e inframamadrio. Cada mama apresenta, no
exterior, uma aréola e uma papila, onde se observam de 15 a 20 orificios ductais destinados a
secrecao de leite e, no interior, 4cinos, que compdem l6bulos, unidades formadoras dos lobos,
estruturas que secretam para o exterior através de ductos lactiferos. O 6rgdo mamario €
composto por tecido adiposo e tecido glandular intercalado pelos ligamentos de Cooper, e a
propor¢ao entre o segundo tipo de tecido e o primeiro é varidvel ao longo da vida,
aumentando na puberdade, gravidez ou lactacdo e diminuindo com a idade avancada (INCA,

2002) (Figura 2).

Figura 2 — Anatomia da mama.

- papila

_.-aréola
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Fonte: INCA (2002).
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Em termos fisiolégicos, estes 6rgdos sdo responsdveis primariamente por produzir,
armazenar e secretar o leite. No contexto psicoldgico, desempenham funcdo erégena e de
formacdo da auto-imagem feminina, o que faz com que o CM e a mastectomia sejam mais
temidos pelas mulheres (INCA, 2002). O controle da lactogénese envolve multiplos
hormdnios, como a prolactina e a ocitocina, que estimulam, respectivamente, a producdo e a
secrecido do produto licteo, e a adrenalina, que inibe a secregio lictea (ORFAO; GOUVEIA,
2009).

1.3 CANCER DE MAMA

O CM ¢ o tipo mais prevalente e o de maior mortalidade na populacdo feminina no
mundo inteiro (ANGAHAR, 2017). No Brasil, o INCA estimou 66280 casos novos em 2020,
sendo, também, o cancer com maior estimativa de novos casos para este ano na populacio
feminina do Estado da Paraiba (INCA, 2020). E uma morbidade heterogénea cujas
classificacdes histolégica e molecular sdo relevantes no progndstico, diagndstico e tratamento
(CARVALHO:; KERR, 2013).

Na histologia, o critério primario de classificacio do CM € a formacdo ou nao de
metastase, caracterizando-o, respectivamente, como invasivo, também conhecido como
infiltrante, e ndo invasivo, também denominado in situ. Secundariamente, dividem-se os
tumores mamadrios de acordo com o local de origem em ductais ou lobulares (MALHOTRA et
al., 2010; MAKKI, 2015; WILLIAMS et al., 2018).

Em termos moleculares, utilizam-se técnicas como microarranjo e imuno-histoquimica
para classificar o CM pela distribuicdo de receptores e marcadores especificos (INCA,
2019a). Os subtipos mais importantes sao: o luminal A, que € mais comum; o luminal B, com
ou sem expressdo de HER; o HER?2 superexpresso; e o triplo negativo (CARVALHO; KERR,
2013) (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificagcdo molecular do CM.

Subtipo molecular do CM | Receptores de estrogénio/ | HER2 Ki 67
receptores de progesterona

Luminal A Positivo Negativo < 14%

Luminal B, HER2 negativo | Positivo Negativo > 14% ou <20%

de receptores de
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progesterona
Luminal B, HER?2 positivo | Positivo Positivo Qualquer valor
HER?2 enriquecido Negativo Positivo Qualquer valor
Triplo-negativo Negativo Negativo Qualquer valor

Fonte: Adaptada de Carvalho e Kerr (2013) e de Feng et al. (2018).

O diagnéstico do CM pode ser dificultado pelo desrespeito aos critérios apresentados.
Estudos nacionais mostram que a maioria dos casos de CM que chegam aos servigos de saide
j& se encontra em estadiamentos avancados, o que evidencia a falha no diagndstico precoce
(PEREIRA; VIAPIANA; SILVA, 2017). Por isso, os estudos sobre os fatores associados a

susceptibilidade ao CM mostram-se ainda mais relevantes.

1.3.1 Etiologia e fatores de risco ou de protecao

A etiologia do CM foi discutida amplamente ao longo da histéria. Hipdcrates, o pai da
Medicina, e, depois, Galeno, o pai da Farmdcia, afirmaram que a causa da doenca era o
excesso de bile negra. Na Idade Média, os europeus passaram a duvidar disso e multiplas
hipéteses surgiram, sendo proposto, inclusive, que a caréncia ou o vigor excessivo de relagdes
sexuais poderiam aumentar a susceptibilidade a carcinogénese mamadria em mulheres
(LUKONG, 2017; DEY; KUMAR, 2018). Atualmente, no entanto, a etiologia desta
morbidade é considerada multifatorial, incluindo fatores de prote¢ao e de risco.

Os fatores de protecdo sdo exemplificados pela amamentacdo, que reduz a exposi¢ao
aos hormonios sexuais e elimina células mamadrias dotadas de mutacdes, e pela adocao de
medidas preventivas relativas a dieta, estilo de vida e condutas de rastreamento (BRUNO et
al., 2016; INCA, 2019a).

Existem fatores de risco controlaveis, como dieta e estilo de vida, € ndo controlaveis,
como idade e heranca genética, especialmente mutacOes nos genes supressores de tumor
BRCA1 e BRCA2, predisponentes a carcinogénese dos tipos mamdria € ovariana
(ANGAHAR, 2017; SHAHIDSALES; ERSI, 2017).

Os fatores de risco para CM podem, também, ser classificados em comuns ou nio
comuns aos géneros masculino e feminino. Ocorrem em ambos os géneros os fatores de risco
J& mencionados e outros, como excesso de gordura corporal e radioterapia prévia do torax

(INCA, 2019a).
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Os fatores de risco exclusivos de cada género sdo exemplificados, em homens, pela
orquite, pela epididimite e pela doenca de Klinefelter (SHAHIDSALES; ERSI, 2017) e, em
mulheres, pelo retardamento da gravidez e pela nuliparidade (INCA, 2019a). E reconhecido,
também, que a exposicdo a hormdnios sexuais femininos pode aumentar o risco, o que se
observa em situagdes como a menarca precoce, a menopausa tardia, o uso de farmacos
anticoncepcionais e a terapia de reposicdo hormonal com estrogénios e derivados da
progesterona (BRUNO et al., 2016; DEY; KUMAR, 2018).

Destacam-se, ainda, fatores de risco controversos para a carcinogénese mamdria na
literatura. No caso do tabagismo, estudos importantes nao encontraram evidéncia clinica na
carcinogénese da mama entre mulheres (GOLDVASER et al., 2017). No entanto, isso nio é
corroborado por outros autores (LUO et al.,, 2011; GAUDET et al., 2017). Além disso,
estudos laboratoriais ja sugeriram modelos de mecanismos cancerigenos pelos quais o tabaco
age em células mamadrias (KISPERT; MCHOWAT, 2017). Em relacdo a isso, a OMS adverte
que a exposicdo ativa ou passiva ao tabaco é o principal fator de risco para cancer,
ocasionando 22% das mortes (OMS, 2018).

No caso do etilismo, também se encontram autores que relatam controvérsia da
associacdo desta varidvel com o desenvolvimento de CM (SHAHIDSALES; ERSI, 2017).
Todavia, o consumo de dlcool € reconhecido como fator de risco para esta morbidade pela

maioria dos estudos relacionados (ANGAHAR, 2017).

1.3.2 Epidemiologia

O CM € um problema global de saide publica. No mundo, € o tipo mais prevalente e
de maior mortalidade em mulheres (HASSANPOUR; DEHGHANI; 2017; SHAHIDSALES;
ERSI, 2017), e, no Brasil, s6 é superado pelo cincer de pele nao melanoma (AZEVEDO et
al., 2017; PEREIRA; VIAPIANA; SILVA, 2017). No Estado da Paraiba, o INCA estimou
1120 novos casos em mulheres para 2020, o que corresponde a taxa bruta de incidéncia de
52,93% (INCA, 2020).

A incidéncia do CM aumenta com a idade e mostra-se mais incidente depois dos 50
anos (AZEVEDO et al., 2017; INCA, 2019a). No entanto, a incidéncia em mulheres com
idade inferior a 50 anos ndo € desprezivel e o progndstico nesta faixa etaria pode ser pior

(PEREIRA; VIAPIANA; SILVA, 2017).
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Considerando-se a varidvel género, em mulheres, é o cancer de maior impacto
epidemioldgico e, em homens, ocorrem menos de 1% dos casos (INCA, 2019a). Porém, a
incidéncia mundial apresenta-se crescente em ambos os géneros nos ultimos anos
(FENTIMAN, 2009; SHAHIDSALES; ERSI, 2017; DEY; KUMAR, 2018).

Em relacdo a classificacdo histoldgica, o carcinoma ductal invasivo € o mais comum
entre todos os subtipos mencionados (FENG et al., 2018).

O impacto epidemioldgico do CM o justifica como problema de satide publica em
nivel mundial. Por isso, criou-se, na década de 1990, por iniciativa norte-americana, o
movimento internacional de conscientizacdo conhecido como Outubro Rosa. O objetivo da
acdo celebrada anualmente € promover o acesso a informagdo e aos meios de deteccdo
precoce, diagndstico e o tratamento deste tipo de cancer. No Brasil, o INCA divulga a
campanha através de recursos educacionais, como eventos, debates, apresentacdes e materiais
impressos, para a populacio em geral (GUTIERREZ; ALMEIDA, 2017).

No entanto, o esforco governamental apresenta-se insuficiente para conter as
desigualdades regionais na oferta de servicos de prevencdo e controle desta morbidade no
Sistema Unico de Saide (TOMAZELLI; AZEVEDO E SILVA, 2017). Este fato foi reforcado
em levantamento realizado na ultima década, no qual a Regidao Nordeste apresentou taxa
percentual de cobertura mamogréfica na faixa de 50 a 69 anos abaixo da média nacional,
superando em menos de 10 pontos percentuais a ultima colocada, a Regido Norte, e
distanciando-se, em mais de 20 pontos percentuais da primeira colocada, a Regido Sudeste

(INCA, 2019a).

1.4 MECANISMO DE REPARO DE MAL PAREAMENTO DO DNA (MISMATCH
REPAIR — MMR)

A fidelidade da replicacdo € indispensdvel para a manutencdo da estabilidade do
genoma de qualquer espécie e contribui para a reducdo da susceptibilidade ao
desenvolvimento de doencas como o cancer. Neste contexto, destacam-se 0os mecanismos de
reparo do DNA, que sdo feitos por vias enzimaticas complexas durante ou depois do processo
replicativo (REYES et al., 2015).

Os principais mecanismos reparativos sao o reparo por excisao de base (base excision
repair — BER), o reparo por excisdao de nucleotideo (nucleotide excision repair — NER), o

reparo de mal pareamento (mismatch repair — MMR), a recombinacdo homodloga

22



(homologous recombination — HR) e a unido de extremidades ndo homdlogas (non-
homologous endjoining — NHEJ) (CHATTERIJEE; WALKER, 2017), comparados a seguir
(Tabela 2).

Tabela 2 — Caracterizacdo dos tipos de mecanismos de reparo do DNA.

Tipo de mecanismo de reparo do DNA | Tipo de lesdo | Causas potenciais

BER Oxidagdo Espécies reativas de oxigénio
NER Distor¢do de | Radiacao ultravioleta
hélice
MMR Erro de | Eventos miltiplos (tautomeria,
replicacdo bases mal incorporadas,

derrapagem de polimerases, etc.)

HR Quebra na | Espécies reativas de oxigénio e

dupla hélice |radiacdo ionizante

NHEJ Quebra na | Espécies reativas de oxigénio e

dupla hélice |radiacdo ionizante

Fonte: Adaptada de Torgovnick e Schumacher (2015).

O MMR constitui mecanismo importante de reparo, principalmente em nivel pds-
replicacional e, quando alterado geneticamente, pode estar relacionado a carcinogénese em
muitos tipos celulares (OLIVEIRA; FRAGA; GUIMARAES, 2009). Os dois tipos de mal
pareamentos, o que ocorre entre bases e as inser¢des/delecdes ndo pareadas, sdo corrigidos
pelas familias de proteinas eucaridticas MSH (de MutS homolog, a homdloga heterodimérica
da enzima procaridtica MutS) e MLH (de MutL homolog, a homdloga heterodimérica da
enzima procaridtica MutL), o que sugere que as proteinas MMR estdo conservadas em
espécies distanciadas evolutivamente, como, por exemplo, a Escherichia coli e o Homo
sapiens (REYES et al., 2015; HSIEH; ZHANG, 2017). Em humanos, as proteinas do MMR
formam os complexos seguintes: MutSa (complexo MSH2-MSH6), MutSB (complexo
MSH2-MSH3), MutLa (complexo MLH1-Pms2), MutL (complexo MLHI1-Pmsl) e MutLy
(complexo MLH1-MLH3) (REYES et al., 2015).

O MMR de células eucarioticas ocorre do seguinte modo: (A) os heterodimeros
MSH2-MSH3 e MSH2-MSH6 reconhecem o sitio de mal pareamento, ligam-se nestes sitios €
recrutam o complexo MLH1-PMS2, que € dotado de sitio endonucledsico em PMS2, corretor
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de mal pareamento; (B) este ultimo complexo recruta multiplas proteinas que procederdao ao
reparo por sintese, como Exo 1, PCNA, RPA e¢ DNA polimerase 6 (CHATTERIJEE;
WALKER, 2017) (Figura 3).

Figura 3 — Etapas do MMR em células eucaridticas.
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Legenda: (1) dissociacdo de EXO 1 e MSH; (2) reassociacao de EXO 1 e MSH; (3)
modulacdo da quantidade de ligacdes ATP-MSH por MLH; (4) formagao de fenda.
Fonte: Adaptada de Hsieh e Zhang (2017).

As deficiéncias no MMR podem estar envolvidas em processos malignos, como
carcinomas mamarios, colorretais e endometriais (CHENG et al., 2020). Em humanos, a perda
funcional deste mecanismo pode causar processos malignos como a Sindrome de Lynch ou
cancer colorretal hereditario ndo polipomatoso (REYES et al., 2015) e a Sindrome de Muir-

Torre (WONG et al., 2008).

1.5 POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO (SINGLE NUCLEOTIDE
POLYMORPHISMS — SNPS)

Os SNPs sdo o tipo de variacdo genética mais comum e a fonte principal de
diversidade interindividual, distinguindo-se de mutacdes pontuais porque estas apresentam

freqiiéncia menor do que 1% e aqueles apresentam freqiiéncia maior ou igual a 1%

(FAREED; AFZAL, 2013; ALIBRANDI, 2018).
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Os SNPs podem ocorrer em regides promotoras, exons, introns e regides nao
traduziveis das extremidades 5’ e 3°, ou seja, em regides codificantes ou nao codificantes
(BHATTI et al.,, 2006; DENG et al., 2017), influenciando fenétipos como a resposta a
farmacos ou o nivel de susceptibilidade a doencas como diabetes, obesidade, hipertensao,
doencas cardiacas, doencas psiquidtricas e, em especial, cancer, o que justifica este tipo de
variacdo genética como objeto para estudos de associacdo (SHASTRY, 2002; ALIBRANDI,
2018). Trata-se da tultima geracdo de marcadores moleculares para estudos de associacdo e
sdo muito vantajosos para a pesquisa de diagndstico e terapéutica, tanto pela freqiiéncia
elevada no genoma humano, quanto pela facilidade de deteccao (ANGAIJI, 2017).

Os SNPs em genes do MMR ja foram associados a multiplos tipos de cancer, a saber:
de mama (RATH et al., 2019); de tire6ide (SANTOS et. al., 2018); hematolégicos (SHAH et
al., 2018); colorretal (MRKONIIC et al., 2006; WIN et al., 2013; AL-HAJEILI et al., 2017);
uroldgico (COSTA; NETTO; CUNHA, 2017); endometrial (ROMANOWICZ et al., 2017), e
outros (DOWTY et al., 2013; MALIK et al., 2020). Este trabalho foi focado na andlise da
possibilidade de aumento da susceptibilidade ao CM em associa¢do a dois SNPs de regides

codificantes, o rs63751445 (A>G) do gene MSH2 e o 1863224614 (T>G) do gene MSH6.

1.5.1 SNPs nos genes MSH2 e MSH6

SNPs dos genes MSH2 e MSH6 ja foram relacionados ao CM em estudos anteriores.
Estes achados genéticos sdo apontados como ferramentas potenciais para avaliar a
susceptibilidade a carcinogénese mamdria e facilitar o diagndstico da doengca em questdo

(MAHDI et al., 2013).
1.5.1.1 Gene MSH2 e SNP rs63751445

O MSH2 (MIM#609309) localiza-se na regido cromossOmica 2p21-p16.3 (Figura 4) e
apresenta 16 exons e comprimento total de 73 kb, codificando a proteina de nomenclatura

correspondente com 934 residuos de aminodcidos e peso molecular de 104,7 kDa

(KOLODNER et al., 1994; WU et al., 2019).
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Figura 4 — Localiza¢do cromossdmica do gene MSH2.
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Fonte: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?eene=MSH2.

O SNP rs63751445 (A>G) € responsdvel pela substituicio de residuo serina por
residuo prolina no cédon 676 do exon 13 do gene MSH2 (Figura 5).

Figura S — Localizacdo do SNP rs63751445 no gene MSH?2.
Localizacdo do SNP rs63751445

l

"

1.5.1.2 Gene MSH6 e SNP rs863224614

Fonte: Nascimento (2020).

O MSH6 (MIM#600678) localiza-se na regido cromossdmica 2p16.3 (Figura 6) e
apresenta 10 exons e comprimento total de 24 kb, codificando a proteina de nomenclatura
correspondente com 1360 residuos de aminodcidos e peso molecular de 160 kDa

(EDELBROCK; KALIYAPERUMAL; WILLIAMS, 2013).

Figura 6 — Localizacdo cromossdmica do gene MSH6.
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Fonte: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?eene=MSHS6.

O SNP rs863224614 (T>G) € responsavel pela substituicao de residuo fenilalanina por
residuo leucina no c6don 432 do exon 4 do gene MSH6 (Figura 7).
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Figura 7 — Localizagdo do SNP rs863224614 no gene MSH6.
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Fonte: Nascimento (2020).

Como visto anteriormente, as proteinas MSH2 e MSH6 interagem para formar o
complexo MutSa, que desempenha funcdo importante no reconhecimento de sitios que serdao
submetidos a acdo das demais proteinas do MMR (REYES et al., 2015).

As justificativas para este estudo sdo: (I) o impacto epidemiolégico do CM (INCA,
2020); (IT) a dificuldade de rastreamento na populacdo do Brasil, especialmente no Nordeste
(INCA, 2019a); e (IIl) a raridade de abordagens do CM pela perspectiva adotada neste
trabalho.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
» Realizar a genotipagem dos SNPs rs63751445 (A>G) do gene MSH2 e
1$s863224614 (T>G) do gene MSH6 em amostras de tecidos parafinados de
pacientes diagnosticados com CM no Estado da Paraiba.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar a freqiiéncia estatistica dos SNPs rs63751445 do gene MSH2 e
1$863224614 do gene MSH6 no conjunto amostral estudado.
» Testar a hipétese alternativa proposta — existé€ncia de associacio entre os SNPs

em estudo e a susceptibilidade ao desenvolvimento do CM.
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia relativa as etapas de obtencdo e processamento dos resultados deste

trabalho € apresentada a seguir (Figura 8).

Figura 8 — Fluxograma metodolégico.

Submissio do projeto ao Comité de Etica em Pesquisa

Obtengao das amostras através de parceria

Extragdo do DNA através do método de Shi et al. (2002)

Validagao in silico em softwares especificos

* Execucdo experimental através do método de Lima et al. (2015)

Tratamento estatistico em softwares especificos

Interpretagao dos resultados

Fonte: Nascimento (2020).
3.1 ASPECTOS ETICOS

Obteve-se parecer favordvel para este estudo no Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitdrio Lauro Wanderley, como parte do projeto que gerou o codigo de
Certificado de Apresentacdo para Apreciacio Etica (CAAE) n® 08697219.7.0000.8069,
conforme estabelecido pelo Conselho Nacional de Satde do Ministério da Saude na

Resolugdo n® 196/1996, modificada pela Resolugdo n® 466/2012.
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3.2 AMOSTRAS

Utilizaram-se 100 das 109 amostras parafinadas que foram extraidas de tecido

canceroso mamadrio no Laboratério de Patologia Clinica Doutor Ivan Rodrigues de Carvalho,

o qual forneceu os respectivos laudos com as varidveis idade de diagnéstico, data do exame

histopatoldgico e localizacdo anatomica. O critério de inclusdo amostral foi o tempo de coleta

(dltimos cinco anos). Os critérios de exclusdao amostral foram a qualidade baixa do tecido

coletado e a incompletude de dados cadastrais dos pacientes (Tabela 3).

Tabela 3 — Dados etérios e de localizagdao anatdmica das amostras estudadas.

Amostra Idade (em anos) |Data do exame | Localizacao anatomica
histopatologico

CMO1 79 26.07.2017 Mama direita
CMO02 81 06.06.2017 Mama esquerda
CMO03 72 20.03.2017 Mama esquerda
CM04 46 15.09.2017 Mama direita
CMO5 27 12.09.2017 Mama direita
CMO06 66 30.08.2017 Mama esquerda
CMO7 45 15.05.2018 Mama esquerda
CMO8 72 08.05.2017 Mama esquerda
CMO09 59 05.12.2016 Mama direita
CMI10 42 15.12.2017 Mama esquerda
CM11 68 15.12.2016 Mama direita
CM12 40 23.12.2016 Mama esquerda
CM13 50 19.07.2017 Mama direita
CM14 42 20.06.2018 Mama esquerda
CM15 91 07.03.2018 Mama direita
CM16 66 20.04.2018 Mama direita
CM17 60 07.10.2016 Mama esquerda
CM18 51 18.08.2016 Mama esquerda
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CM19 40 18.08.2016 Mama esquerda
CM20 48 10.08.2016 Mama esquerda
CM21 36 07.03.2017 Mama esquerda
CM22 29 21.10.2016 Mama direita
CM23 35 19.12.2017 Mama direita
CM24 50 27.11.2017 Mama esquerda
CM25 53 28.10.2016 Mama direita
CM26 44 11.05.2016 Mama direita
CM27 51 14.11.2016 Mama esquerda
CM28 91 08.11.2016 Mama esquerda
CM29 62 13.10.2016 Mama direita
CM30 36 12.04.2017 Mama esquerda
CM31 64 20.03.2017 Mama direita
CM32 41 29.05.2017 Mama direita
CM33 40 16.01.2017 Mama direita
CM34 51 27.12.2017 Mama direita
CM35 59 25.09.2017 Mama direita
CM36 35 31.10.2017 Mama esquerda
CM37 54 20.01.2017 Mama direita
CM38 47 14.08.2017 Mama direita
CM39 40 12.04.2017 Mama esquerda
CM40 66 08.05.2017 Mama esquerda
CM41 52 23.12.2016 Mama direita
CM42 63 16.11.2017 Mama direita
CM43 51 03.10.2017 Mama direita
CM44 41 15.02.2018 Mama esquerda
CM45 45 09.10.2017 Mama esquerda
CM46 58 13.03.2017 Mama direita
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CM47 50 16.03.2018 Mama direita
CM48 52 30.06.2017 Mama esquerda
CM49 71 24.07.2017 Mama esquerda
CM50 70 23.08.2017 Mama esquerda
CM51 44 23.08.2017 Mama direita
CM52 58 30.06.2017 Mama esquerda
CM53 54 28.03.2017 Mama esquerda
CM54 72 12.09.2016 Mama esquerda
CM55 79 25.05.2017 Mama esquerda
CM56 68 04.04.2018 Mama direita
CM57 65 07.03.2018 Mama esquerda
CM58 53 26.06.2017 Mama esquerda
CM59 75 17.05.2017 Mama esquerda
CM60 52 27.02.2018 Mama direita
CM61 62 12.09.2017 Mama direita
CM64 42 29.03.2017 Mama esquerda
CM65 49 30.05.2017 Mama esquerda
CM66 39 30.01.2017 Mama direita
CM68 33 18.09.2017 Mama esquerda
CM72 50 29.10.2018 Mama direita
CM73 47 23.02.2017 Mama direita
CM74 62 17.07.2017 Mama esquerda
CM75 67 21.09.2018 Mama direita
CM76 60 05.10.2018 Mama esquerda
CM77 45 23.10.2018 Mama esquerda
CM78 66 23.10.2018 Mama direita
CM79 53 11.10.2018 Mama esquerda
CM80 69 14.09.2018 Mama esquerda
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CM&81 63 30.08.2018 Mama direita
CM82 43 19.10.2018 Mama direita
CMS83 54 28.09.2018 Mama direita
CM84 52 06.09.2018 Mama direita
CMS85 48 29.10.2018 Mama direita
CM86 48 01.11.2018 Mama direita
CM88 75 13.11.2018 Mama esquerda
CM89 32 06.09.2018 Mama direita
CM90 38 22.11.2016 Mama direita
CMI1 69 31.08.2018 Mama esquerda
CM93 37 16.05.2017 Mama direita
CM94 33 01.02.2017 Mama direita
CM95 58 13.06.2017 Mama direita
CM96 63 18.05.2018 Mama direita
CM98 59 20.03.2018 Mama esquerda
CM99 88 16.11.2018 Mama direita
CM100 83 19.09.2018 Mama direita
CM101 57 22.11.2018 Mama direita
CM102 79 02.10.2018 Mama direita
CM103 35 08.11.2018 Mama esquerda
CM104 44 13.08.2018 Mama esquerda
CM105 63 13.12.2018 Mama direita
CM106 63 16.01.2019 Mama direita
CM107 51 17.01,2019 Mama direita
CM108 77 08.10.2018 Mama esquerda
CM109 87 18.12.2018 Mama esquerda

Fonte: Nascimento (2020).
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3.3 BIOLOGIA MOLECULAR

3.3.1 Extracdo do DNA

Executou-se esta etapa no Laboratério de Biologia Molecular Estrutural e
Oncogenética do Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraiba
(LBMEO/DBM/UFPB).

Ajustou-se 0 micrétomo para cortar cada bloco de tecido parafinado em camadas de
espessura média de 3 a 10 pm. Os cortes foram acondicionados em microtubos de 1,5 mL e
desparafinados com xilol aquecido conforme recomendacdo de Shi et al. (2002). Depois,
adicionou-se a cada microtubo 1,0mL de tampao de extracdo (Tween 20 0,45%, Triton X-100
1%, Tris/HC1 0,01 M, KCI1 50 mM, MgCl, 5 mM, NP-40 0,45%) e 20,0 uL de proteinase K a
10,0 mg/mL. A mistura foi aquecida a 57°C por 3 horas.

Na sequéncia, adicionou-se a mistura fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e
homogeneizou-se o sistema por inversdes suaves por 5 minutos. Na etapa seguinte,
centrifugou-se as amostras a 3000 rpm por 5 minutos, transferiu-se os sobrenadantes para
microtubos de 1,5 mL e lavou-se sucessivas vezes os sobrenadantes com a mistura
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1).

Para a precipitacdo do DNA, adicionou-se a cada microtubo 1,0 mL de etanol absoluto
gelado e centrifugou-se o sistema a 10000 rpm por 3 minutos, desprezando-se o sobrenadante.
O DNA foi desidratado a 60°C em estufa e ressuspendido em 200,0 pL de dgua Milli-Q

estéril.

3.3.2 Validagao in silico

3.3.2.1 Técnica e planejamento dos iniciadores

O planejamento dos primers deste trabalho foi feito por validacdo in silico no servidor

GeneRunner (http://www.generunner.net/) considerando-se os fatores seguintes: tamanho;

temperatura de melting; alinhamento de sequéncias; e possibilidade de formagdo de arranjos
indesejados de estruturas secunddrias. Para isso, as sequéncias génicas de interesse foram

obtidas nos sites http://www.ncbi.nlm.nih.gov e http://www.ensembl.org.
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Neste trabalho, padronizou-se 0 método DSASP para os SNPs rs63751445 do gene
MSH? e rs863224614 do gene MSH6 (Quadro 1).

Quadro 1 — Primer e sequéncia complementar de cada tipo de polimorfismo estudado

SNP Primer e sequéncia complementar
rs63751445  do | Primer R:
gene MSH?2 5'TACTATCACCCCAGTTTGTCGAATATATG 3'

Sequéncia complementar:

5' GTARATCAACATATATTCGACAAACTGGGGTGATAGTA 3'

1s863224614 do | Primer F:
gene MSH6 5'TGTCATCTGTTACAAGGTRGGG 3'
Sequéncia complementar:

5'CATAMAATTTCCCYACCTTGTAACAGATGACA 3'

Fonte: Nascimento (2020).

3.3.3 Método Dides6xi Unico Alelo Especifico PCR (Dideoxy Single Allele-Specific PCR -
DSASP)

O DSASP é um método de genotipagem fundamentado no método de sequenciamento
de Sanger e € capaz de promover a discriminacdo de variantes alélicas que se distinguem entre
si por qualquer SNP. O método requer o uso de primer e sequéncia complementar especificos
para SNP em questdo (LIMA et al., 2015), sendo dividido em trés etapas: PCR, hibridizacdo e

curvas de melting.

3.3.3.1 PCR

O método classico de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase, do inglés Polymerase
Chain Reaction), desenvolvido por Kary Mullis, em 1983, objetiva amplificar as duas cadeias
polinucleotidicas de sequéncias de interesse através do uso de dois iniciadores — primers (LI;
MACDONALD; VON STETTEN, 2019). No entanto, a PCR do método DSASP € do tipo
assimétrica, ou seja, ndo € feita com dois primers, e, sim, com um unico (LIMA et al., 2015).
Neste trabalho, as etapas da PCR foram: pré-desnaturagao; ciclo — desnaturagdo, anelamento e

extensao —; e extensao final.
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Os protocolos e a composi¢cdo da mistura reacional para a PCR deste trabalho sdao

apresentados nos Quadros 2 e 3, respectivamente.

Quadro 2 — Duragdo e temperatura por etapa da PCR assimétrica

Etapa SNP 1563751445 do | SNP 1s863224614 do
gene MSH?2 gene MSH6
Duragdo | Temperatura | Duragdo | Temperatura
Desnaturagdo inicial (1x) 05’00 | 95°C 05’00 | 95°C
Ciclo (40x para o SNP | Desnaturacao | 00’20 | 95°C 00°20>” | 95°C
rs63751445 do gene
MSH2 e 80x para o | Anelamento | 00°30°" | 51°C 00’30 | 55°C
SNP rs863224614 do
gene MSHO) Extensdo 00°20" | 72°C 0020 | 72°C
Extensdo final (1x) 02°00° | 72°C 02°00 | 72°C
Overnight (1x) 02°00 | 10°C 02°00 | 10°C

Fonte: Nascimento (2020).

Quadro 3 — Quantidade de cada tipo de

componente da mistura reacional da PCR

assimétrica

Componente Quantidade @ para o  SNP | Quantidade para 0 SNP
1$63751445 do gene MSH?2 1s863224614 do gene MSH6

Agua ultrapura 12,5 uL 13,0 uL

Tampao 3,0 uLL 3,0 uL

MgClyag) a 25nM 1,0 uL 2,0 uLL

Mistura de dNTP e | 4,0 uL 4,0 uL

ddNTP

Primer F 1,5 uL 1,0 uLL

DNA 300 ng/uLL 300 ng/uL

Taq polimerase 1 unidade 1 unidade

Fonte: Nascimento (2020).
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3.3.3.2 Hibridizagdo

A hibridizagdo feita no método DSASP objetiva amplificar a cadeia polinucleotidica
complementar aquela recém-sintetizada até o nucleotideo que permite a discriminacio alélica.
O protocolo de amplificagdo empregado foi: adi¢do de 1,5 mL de sequéncia complementar

especifica ao produto da amplificacdo por PCR assimétrica e incubacdo a 4°C por 10 minutos.

3.3.3.3 Curvas de melting

A curva de melting feita no método DSASP objetiva determinar a temperatura de
melting (Tm) do produto de amplificacdo para que se possa discriminar as variantes alélicas
de cada polimorfismo.

Nesta etapa, utilizou-se o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Life
Technologies — Carlsbad, CA). O protocolo empregado foi: pré-aquecimento 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 andlise da curva de melting, utilizou-se a mistura contendo os reagentes SYBR

Green 2X e Rox 1X (Life Technologies — Carlsbad, CA).
3.4 ANALISE ESTATISTICA

A associacdo estatistica entre a os SNPs rs63751445 do gene MSH?2 e rs863224614 do
gene MSH6 e a ocorréncia do CM foi testada para cada SNP pela comparacdo entre as
freqiiéncias alélicas da populag@o controle (calculadas pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg) e
da populacido estudada. Para isso, utilizaram-se os testes Qui-quadrado de Pearson O e
Exato de Fischer, executados no software R versao 1386 3.6.1.

Os testes e o software supracitados também serviram para verificar a distribuicdo das
varidveis idade de diagndstico e localizacdo anatdmica na populacido estudada em relacdo a
populacdo controle. Para todas as varidveis deste estudo, apenas valores de p < 0,001 foram

considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS ETARIOS E DE LOCALIZACAO ANATOMICA

Nao se obteve associacdo com significancia estatistica entre o SNP rs63751445 do

gene MSH2 e a varidvel idade de diagndstico (p > 0,001) ou localizacdo anatomica (p >

0,001) (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribuicdo dos dados etdrios e de localizacdo anatomica para o SNP

rs63751445 do gene MSH?2.

Variavel Total | Gendtipo AA | Genétipo AG | Gendtipo GG | Valor p
Idade (anos)

idade < 50 36 32 0 4 0,7178
50 <idade <69 47 42 0 5

idade > 69 17 14 0 3

Localizacdo anatomica

Mama esquerda 47 43 0 4 0,3684
Mama direita 53 45 0 8

Fonte: Nascimento (2020).

Niao se obteve associacdo com significancia estatistica entre o SNP rs863224614 do

gene MSH6 e a varidvel idade de diagnéstico (p > 0,001) ou localizagdao anatomica (p >

0,001) (Tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicdo dos dados etarios e de localizacdo anatdomica para o SNP

1s863224614 do gene MSH6.

Variavel Total | Gendtipo TT | Genétipo TG | Genétipo GG | Valor p
Idade (anos)

idade < 50 36 33 0 3 0,1743
50 <idade < 69 47 40 0 7

idade > 69 17 12 0 5

Localizacao anatomica
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Mama esquerda 47 39 0 8 0,7800
Mama direita 53 46 0 7

Fonte: Nascimento (2020).

4.2 ASSOCIACAO DOS SNPS DOS GENES MSH2 E MSH6 COM O RISCO DE CANCER
DE MAMA

Este trabalho € pioneiro em avaliar a possibilidade de associagdo entre a ocorréncia
dos SNPs rs63751445 do gene MSH2 e rs863224614 do gene MSH6 e a susceptibilidade ao
desenvolvimento do CM na populacdo do Estado da Paraiba.

Os resultados dos cdlculos do Equilibrio de Hardy-Weinberg e dos testes Qui-
quadrado de Pearson e Exato de Fischer para o SNP rs63751445 do gene MSH2 estao na
Tabela 6.

Tabela 6 — Distribuicdo alélica e genotipica do SNP rs63751445 do gene MSH2 em

individuos com CM.

Frequéncias Frequéncia |Frequéncias x2 Valor p
genotipicas génicas genotipicas

observadas esperadas

AA: 88 (88%) A: 0,88 (88%) | AA: 77,44 (77,44%) | 30,091 2,923 .10
AG: 0 (0%) G: 0,12 (12%) | AG: 21,12 (21,12%)

GG: 12 (12%) GG: 1,44 (1,44%)

Fonte: Nascimento (2020).

No caso do SNP rs63751445, a Tm para o alelo A variou entre 65,34°C e 66,98°C
(Figuras 9 e 10) e para o alelo G variou entre 67,10°C e 68,80°C (Figuras 11 e 12).
Considerando-se as freqii€ncias genotipicas da populacdo estudada e da populacido controle
(populacdo regida pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg), obteve-se o y2 = 30,091 com p <
0,001, o que sugere ser aceitavel a hipdtese alternativa de que existe associagdo entre o SNP

163751445 e a susceptibilidade ao CM na populacdo estudada.
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Figura 9 — Curva de melting representativa da menor Tm (65,34°C) para o alelo A do SNP

rs63751445 do gene MSH?2.
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Fonte: 7500 Software v2.0.6 (Life Technologies — Carlsbad, CA).
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Figura 10 — Curva de melting representativa da maior Tm (66,98°C) para o alelo A do SNP
rs63751445 do gene MSH?2.
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Fonte: 7500 Software v2.0.6 (Life Technologies — Carlsbad, CA).
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Figura 11 — Curva de melting representativa da menor Tm (67,10°C) para o alelo G do SNP
rs63751445 do gene MSH?2.
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Fonte: 7500 Software v2.0.6 (Life Technologies — Carlsbad, CA).

42



Figura 12 — Curva de melting representativa da maior Tm (68,80°C) para o alelo G do SNP

rs63751445 do gene MSH?2.
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Fonte: 7500 Software v2.0.6 (Life Technologies — Carlsbad, CA).
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Os resultados dos cdlculos do Equilibrio de Hardy-Weinberg e dos testes Qui-

quadrado de Pearson e Exato de Fischer para o SNP rs863224614 do gene MSH6 estio na

Tabela 7.

Tabela 7 — Distribuicdo alélica e genotipica do SNP rs863224614 do gene MSH6 em

individuos com CM.

Frequéncias Frequéncia |Frequéncias x2 Valor p
genotipicas génicas genotipicas

observadas esperadas

TT: 85 (85%) T: 0,85 (85%) |TT: 72,25 (72,25%) |35,958 1,556.10°
TG: 0 (0%) G: 0,15 (15%) | TG: 25,50 (25,50%)

GG: 15 (15%)

GG: 2,25 (2,25%)

Fonte: Nascimento (2020).

No caso do SNP rs863224614, a Tm para o alelo T variou entre 58,83°C e 60,65°C
(Figuras 13 e 14) e para o alelo G variou entre 63,57°C e 66,66°C (Figuras 15 e 16).

Considerando-se as freqii€éncias genotipicas da populacdo estudada e da populagdo controle

(populagao regida pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg), obteve-se o y2 = 35,958 com p <

0,001, o que sugere ser aceitdvel a hipdtese alternativa de que existe associacao entre o SNP

1863224614 e a susceptibilidade ao CM na populagao estudada.
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Figura 13 — Curva de melting representativa da menor Tm (58,83°C) para o alelo T do SNP
rs863224614 do gene MSH6.
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Fonte: 7500 Software v2.0.6 (Life Technologies — Carlsbad, CA).
45



Figura 14 — Curva de melting representativa da maior Tm (60,65°C) para o alelo T do SNP

rs863224614 do gene MSH6.
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Fonte: 7500 Software v2.0.6 (Life Technologies — Carlsbad, CA).
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Figura 15 — Curva de melting representativa da menor Tm (63,57°C) para o alelo G do SNP

rs863224614 do gene MSH6.
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Fonte: 7500 Software v2.0.6 (Life Technologies — Carlsbad, CA).
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Figura 16 — Curva de melting representativa da maior Tm (66,66°C) para o alelo G do SNP

rs863224614 do gene MSH6.
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Fonte: 7500 Software v2.0.6 (Life Technologies — Carlsbad, CA).
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5 DISCUSSAO

Os mecanismos de reparo do DNA sdo fundamentais para a fidelidade do processo
replicativo, contribuindo para a manutencdo da estabilidade do genoma, tanto em células
procaridticas, quanto em células eucaridticas. Neste contexto, o0 MMR é dos principais
mecanismos envolvidos, dado que se apresenta conservado evolutivamente desde E. coli até o
H. sapiens, desempenhando fun¢do indispensavel no ciclo celular (HSIEH; ZHANG, 2017).

O MMR ¢ susceptivel a variacdes genéticas e isso pode desencadear multiplos tipos de
processos tumorigénicos (MIAO et al., 2015; TORGOVNICK; SCHUMACHER, 2015).
Neste caso, podem ser citados os canceres de mama (CM) (RATH et al., 2019); de tiredide
(SANTOS et al., 2018); hematolégicos (SHAH et al., 2018); colorretal (MRKONIJIC et al.,
2006; WIN et al., 2013; AL-HAJEILI et al., 2017); urolégico (COSTA; NETTO; CUNHA,
2017); endometrial (ROMANOWICZ et al., 2017), e outros (DOWTY et al., 2013; MALIK et
al., 2020).

Contudo, ressalta-se a relevancia deste estudo em particular, tanto pela raridade com
que as alteragdes genéticas do MMR sao observadas em mulheres com CM, afetando de 0,8%
a 1,7% dos casos diagnosticados (GILMORE et al., 2019), quanto pela freqiiéncia com que
este tipo de cancer ocorre na populacdo feminina.

Em termos epidemioldgicos, o CM € o tipo de cancer mais importante entre mulheres
na populacdo mundial e apresenta incidéncia crescente em ambos os gé€neros, tornando-se
objeto de pesquisas na busca de variagdes genéticas de interesse diagndstico e terapéutico
(HASSANPOUR; DEHGHANI; 2017; SHAHIDSALES; ERSI, 2017). Para este cancer,
muitos estudos de associacdo ja listaram variagcdes especificas que podem auxiliar na
avaliagc@o da susceptibilidade a carcinogénese mamadria em populacdes especificas (MAHDI
et al., 2013; HORNE et al., 2016; EVANS et al., 2017; SIRISENA et al., 2018; YOUNG et
al., 2018; ZHANG et al., 2019).

O estudo de variagdes genéticas associadas ao cancer pode repercutir na profilaxia, no
diagndstico e na terapéutica desta doencga. Neste contexto, Yurgelun et al. (2017) afirmam que
a medicina personalizada, ou “medicina de precisdo”, pode usufruir do conhecimento
resultante destes estudo de associacdo para o planejamento de intervengdes mais eficazes.

Entre as variacdes genéticas potencialmente relacionadas ao cancer estdo aquelas que
ocorrem em um unico par de bases, que podem ser dos tipos mutagdes pontuais ou SNPs, os

quais se destacam como a variagdo genética mais comum do genoma humano (ALIBRANDI,
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2018). Estes udltimos podem ocorrer em regides promotoras, exons, introns e regides nao
traduziveis das extremidades 5’ e 3°, ou seja, em regides codificantes ou ndo codificantes
(BHATTTI et al., 2006; DENG et al., 2017).

Os SNPs que ocorrem na via de reparo MMR sao alvos freqiientes de estudos de
associacdo ao cancer (SANTOS et al., 2018). Em especial, os SNPs rs63751445 e outros que
estdo no gene MSH2 e os SNPs rs863224614 e outros que estdo no gene MSH6 sdo associados
a maior susceptibilidade ao desenvolvimento de multiplos tipos de cancer em estudos diversos
(SILVA et al., 2009). No entanto, apesar de existirem estudos sobre os SNPs em questdo em
tipos diferentes de cancer, a associacdo entre os SNPs rs63751445 do gene MSH2 e
1s863224614 do gene MSH6 e a susceptibilidade ao desenvolvimento do CM estd sendo
pesquisado pela primeira vez na populacdo brasileira.

Na andlise da varidvel idade de diagndstico, ndo se obteve associacdo com
significancia estatistica (p > 0,001) com os SNPs em estudo. Por outro lado, a incidéncia do
CM aumenta na faixa etdria mais encontrada neste trabalho, ou seja, de 50 a 69 anos (INCA,
2019a). Kaminska et al. (2015) evidenciaram que metade dos casos de CM ocorrem dos 50
aos 69 anos de idade. Azevedo et al. (2017) tracaram o perfil epidemiolégico de mulheres
atendidas em hospital do Sistema Unico de Satde e observaram predominio de mortalidade
por CM em faixa etdria idéntica.

As mulheres dos 50 a 69 anos sdo mais susceptiveis ao CM por causa de fatores
hormonais (MOMENIMOV AHED; SALEHINIYA, 2019). Esta € a faixa etaria foco de acdes
preventivas ao CM, na qual a OMS recomenda a triagem mamogréfica sistemdtica (OMS,
2020) e na qual as Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Cancer de Mama preconizam
a oferta bienal do exame mamografico (INCA, 2015).

Outra observagao relevante deste estudo é, que, se por um lado, a faixa etdria inferior a
35 anos correspondeu a apenas 5% dos casos, por outro, a faixa etaria com idade inferior a 50
anos apresentou incidéncia considerdvel (36% dos casos). Este fato pode ser indicativo da
tendéncia descrita por outros autores, na qual se observa aumento da incidéncia em mulheres
jovens (ALMEIDA et al., 2015).

Na andlise da varidvel localizagdo anatdomica, ou seja, mama esquerda ou direita, ndo
se obteve associagdo com significancia estatistica (p > 0,001) com os SNPs em estudo, o que
sugere incidéncia semelhante em ambas as mamas. Esta proximidade entre as quantidades de
casos nas duas lateralidade foi observada, também, em estudo recente que tracou o perfil

epidemioldgico de mulheres com cancer de mama no estado do Piaui (LAGES et al.,, 2018) e
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em estudos apoiados em casuisticas superiores (PINHEIRO et al., 2013; MAGALHAES et
al., 2017).

O fato de ndo ter sido observada associacdo com significancia estatistica esperada
entre os SNPs estudados e as varidveis idade de diagndstico e localizagdo anatdmica sugere
que outros fatores podem estar envolvidos na susceptibilidade do CM em mulheres do Estado
da Paraiba. Neste contexto, Jeronimo, Freitas e Weller (2017) compararam dezenas de estudos
latino-americanos e evidenciaram que as varidveis mais relacionadas ao CM nesta literatura
eram, em ordem decrescente, sobrepeso/obesidade, historia familiar, baixa paridade e curto
periodo de amamentacao.

As varidveis gé€nero, subtipo molecular e subtipo histolégico ndo foram consideradas.
A primeira foi excluida porque todas as amostras estudadas eram de pacientes do género
feminino, e as outras devido a auséncia ou incompletude de dados nas fichas das pacientes.

Em relacdo a varidvel principal deste estudo, ou seja, a susceptibilidade ao CM, os
resultados sugerem existir associagdo com significancia estatistica (p < 0,001) desta com os
SNPs rs63751445 do gene MSH?2 e rs863224614 do gene MSH6 na populacdo estudada. No
entanto, ressalta-se que o efeito susceptibilizador dos SNPs estudados ndo foi avaliado de
forma interativa.

As alteracdes genéticas nestes dois genes ja foram associadas a carcinogé€nese em
tecido diferentes em estudos anteriores. Li e Martin (2016) e Liu e Tan (2019) relataram que
mutacdes nos genes MSH2 e o MSH6 estdo entre as mais comuns no cancer colorretal. Wang
et al. (2013) reportaram SNPs de ambos os genes entre os frequentemente implicados em
canceres de cabeca e pescoco.

Apesar da associacdo entre disfuncdes dos genes MSH2 e MSH6 com a Sindrome de
Lynch, atualmente, ndo se consolidaram evidéncias da associa¢do entre o cancer de mama e a
Sindrome Lynch em mulheres submetidas ao teste de variantes patogénicas destes genes
(STOLL et al., 2020).

Sobre o MSH2, Wong et al. (2008) relataram sobre a colaborag@o internacional que
evidenciou este gene como candidato importante para variagdes genéticas que predispdem ao
CM. Estes pesquisadores destacaram que o gene em questdo apresenta-se alterado em
morbidades relacionadas a tipos distintos de processos malignos, como a Sindrome de Lynch

e a Sindrome de Muir-Torre.
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Recentemente, sugeriu-se a existéncia de variagdes genéticas que ocorrem no gene
MSH?2 e pertencem a nova geracdo de marcadores moleculares da carcinogénese mamadria
(WU et al., 2019).

Ainda sobre este gene, Calixto et al. (2018) analisaram a associagdo de SNPs do MMR
a susceptibilidade ao carcinoma basocelular em 100 amostras parafinadas de tecido cutineo
extraido por técnica histopatoldgica de pacientes do estado da Paraiba — Brasil. Estes autores
utilizaram o método DSASP e procederam ao teste Qui-quadrado de Pearson para comparar
os valores obtidos experimentalmente com os valores esperados no equilibrio de Hardy-
Weinberg, concluindo que pode ocorrer associagdo com significancia estatistica (p < 0,001)
para os SNPs MLH1 rs565410865 (G>T) e MSH2 rs560246973 (C>T).

Condigdes experimentais semelhantes as do estudo de Calixto et al. (2018) ja foram
utilizadas para testar a associacdo de multiplos SNPs de genes do MMR a susceptibilidade ao
CM. Smolarz et al. (2019) genotiparam o SNP rs4987188 do gene MSH2 em 600 mulheres
polonesas, 300 doentes e 300 controles, e procederam ao tratamento estatistico utilizando as
equagoes do equilibrio de Hardy-Weinberg e o teste Qui-quadrado de Pearson. Concluiram,
entdo, que o SNP referido estd associado com significancia estatistica (p < 0,001) a
susceptibilidade ao desenvolvimento de CM naquela populacao.

No tocante aos SNPs do gene MSH6, muitos ja foram associados ao risco aumentado
para tipos variados de canceres, como carcinomas mamadrios, Sindrome de Lynch e cinceres
tireoidianos, pulmonares, pancredticos, dentre outros. Polimorfismos especificos deste gene
sdo reconhecidos como estratégica para o desenvolvimento de métodos para a detecc¢do
precoce de malignidades (LI et al., 2014; SANTOS et al., 2018).

Corroborando com a associagd@o entre altera¢des genéticas do MSH6 e o CM, Roberts
et al. (2018) demonstraram o risco aumentado relacionado a variantes polimoérficas deste gene
e sugeriram a avaliacdo de SNPs deste gene para se rastrear a morbidade em mulheres com
histéria familiar. Outros autores relataram que, nos ultimos estudos de coorte sobre este
assunto, o gene MSH6 foi relacionado ao CM com mais frequéncia do que o gene MSH?2
(ESPENSCHIED et al., 2017).

Por fim, as limitagGes principais do trabalho presente sdo: (I) a especificidade para a
populacdo estudada e para o intervalo de tempo considerado, o que pode restringir
extrapolagdes; (II) a desconsideracio da possibilidade de interacdo dos SNPs na

susceptibilizacdo ao CM; e (III) a desconsideracdo de mais varidveis — de ordem genética,
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epigenética ou ambiental — diferentes das que foram relacionadas e que poderiam influenciar,
de modo isolado ou interativo, na susceptibilidade ao CM.

Além disso, € vdlido observar, também, que: (I) a associacao encontrada entre os SNPs
em estudo e a susceptibilidade ao desenvolvimento do CM ndo é condicdo suficiente para
supor que estes SNPs sdo marcadores moleculares desta morbidade; e (II) a auséncia de
heterozigotos na populacdo estudada ndo € condi¢cdo suficiente para supor o fendmeno da
perda de heterozigosidade. Estudos adicionais com metodologias diferentes sdo necessdrios

para testar ambas as hipdteses.
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6 CONCLUSOES

Os resultados sugerem que os SNPs rs63751445 (A>G) do gene MSH?2 e rs863224614
(T>G) do gene MSHG6 apresentam associacdo com significdncia estatistica com o
desenvolvimento do CM na populacdo estudada. No entanto, os SNPs em questdo ndo estdo
associados com significincia estatistica as varidveis idade de diagndstico e localizacao
anatomica.

Por fim, este estudo contribui com duas hipéteses que poderao ser testadas em estudos
adicionais: (I) os SNPs considerados podem ser marcadores moleculares do CM; e (II) o

fenomeno da perda de heterozigosidade pode ter ocorrido na populacdo estudada.
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