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RESUMO

O cancer de mama é uma doenca multifatorial que resulta de interacGes
complexas entre fatores genéticos, imunolégicos, ambientais,
comportamentais, hormonais e reprodutivos. Alguns fatores de risco ja
sdo bem estabelecidos, como, idade avangada, género feminino,
menarca antes dos 12 anos de idade, menopausa tardia, uso de
anticoncepcionais, terapia de reposicdo hormonal, nuliparidade,
historico familial e heranga genética. Sabe-se que as células tumorais
alteram o microambiente para facilitar o escape do sistema de
imunovigilancia, sendo que, dentre as alteragdes esta a alta expresséao de
HLA-G. O HLA-G possui na sua 3’UTR um sitio polimérfico de
insercdo ou delacdo de um fragmento de 14pb, relacionado com a
estabilidade e expressdo do gene. Assim, objetivou-se genotipar um
polimorfismo de insercdo Alu, AluyHG, numa regido intergénica
préxima do HLA-G, em 232 pacientes e 232 controles (pareados por
género e idade) e verificar a influéncia deste polimorfismo na
patogénese da doenca juntamente com o polimorfismo HLA-
G14pb*In/Del. O DNA foi extraido de sangue total e a genotipagem
feita por PCR e visualizada em gel de agarose. Foram realizados
célculos das frequéncias alélicas e genotipicas, anélises de associacoes,
de haplotipos e de combinacdes haplotipicas. Apds as analises foram
encontradas associagdes do polimorfismo AluyHG e o risco de
desenvolver cancer de mama para 0 genotipo *Presenca/Presenca
OR=0,007 (p=0,000; 1C95%=0,003-0,014). Para os fatores de risco
obteve-se associagdo de risco com histérico familial OR=2,283
(p=0,000; 1C95%= 1,487-3,511), hébito tabagista OR=2,399 (p=0,000;
1C95%= 1,503-3,839), utilizacdo de contraceptivo oral por mais de 5
anos OR=1,681 (p=0,011; 1C95%= 1,124-2,514), amamentar por menos
de 6 meses OR=1,538 (p=0,037; 1C95%=1,025-2,311). Obteve-se uma
associacdo de protegdo para nuliparidade OR=0,025 (p=0,000;
1C95%=0,014-0,045). Analisando o0s haplétipos formados pelos
polimorfismos HLA-G14pb*In/Del e AluyHG ndo se encontrou
nenhuma associa¢do significativa. Levando em consideracdo as
combinacbes haplotipicas encontrou-se associacdo para *Del-
Presenca/*Del-Presenca (OR= 2,079; 1C95%= 1,111-3,911; p= 0,020)
e *In-Auséncia/*Del-Presenca (OR= 0,454; 1C95%= 0,256-0,803; p=
0,006). Conclui-se que estes polimorfismos precisam se mais
amplamente estudados quanto as suas relagdes com o cancer de mama e
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os fatores de risco envolvidos, assim como, as relagbes entre 0s
polimorfismos na busca de um bom marcador genético.
Palavras-chave: Cancer de mama. Fatores de risco. HLA-G. AluyHG.
Desequilibrio de ligagao.
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ABSTRACT

Breast cancer is considered a multifactorial disease that results from
complex interactions between genetic, immunological, environmental,
behavioral, hormonal and reproductive factors. Some risk factors are
already well established, such as being woman, advanced age, menarche
before 12 years of age, late menopause, contraceptive use, hormone
replacement therapy, nulliparity, family history and genetic inheritance.
It is known that tumor cells alters the microenvironment to facilitate the
escape from immunosurveillance, whereas, included among the
alterations, are the high expression of HLA-G. The 14-bp
insertion/deletion (indel) polymorphism located in the 3' UTR of the
HLA-G gene plays a role in stability and gene expression. For this study,
we aimed to infer the Alu genotype (insertion AluyHG polimorphism),
present in an intergenic region near the HLA-G, in a cohort of 232
patients and 232 controls (matched for gender and age), and determining
the influence of this polymorphism in the pathogenesis of the disease
along with the polymorphism *14pbin/del. The DNA samples were
extracted from whole blood, and the genotyping was carried out by
PCR, whereas visualization was made by 1% agarose gel. Calculations
of allele and genotype frequencies were performed, as well as
association analysis, haplotype inference and haplotype combinations.
After the analysis, associations were found with the AluyHG
polymorphism and the risk of developing breast cancer for genotype
Presence/ Presence, OR = 0.007 (p = 0.000, 95% CI 0.003 to 0.014).
Furthermore, for risk factors, were obtained association with family
history OR = 2.283 (p = 0.000, 95% CI 1.487 to 3.511); smoking habit,
OR = 2.399 (p = 0.000, 95% CI 1.503 to 3.839); use of oral
contraceptives for more than 5 years, OR = 1.681 (p = 0.011, 95% CI
1.124 to 2.514), and breastfeed for less than 6 months, OR = 1.538 (p =
0.037, 95% CI 1.025 to 2.311). The association for nulliparity was
protective against the risk factor, OR = 0.025 (p = 0.000, 95% CI 0.014
to 0.045). When analyzing the haplotypes formed by indel
polymorphism 14pb and the Alu insertion AluyHG, no significant
association was found. Considering the haplotype combinations,
associations were found for *Del-Presence/ *Del-Presence (OR =
2.079, 95% CI 1.111 to 3.911, p = 0.020) and *In-Absence/ *Del-
Presence (OR = 0.454 95% CI = 0.256-0.803, p = 0.006).The findings
indicate that these polymorphisms need to be more widely studied,
particularly regarding their relationship with breast cancer and the risk
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factors involved, as well as the relationship between polymorphisms in
the search for new and better genetic markers.

Keywords: Breast cancer. Risk factors. HLA-G. AluyHG. Linkage
disequilbrium.
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1 INTRODUGAO
1.1 CANCER

Cancer é 0 nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que
tém em comum a proliferacdo e o crescimento descontrolado de células
anormais (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER - INCA, 2011;
AMERICAN CANCER SOCIETY - ACS, 2012a). Assim, uma célula
anormal, com descontrole do ciclo celular, poderd dar origem a um
tumor, ou neoplasia. Um tumor €é considerado um cancer apenas se for
maligno, ou seja, se as células tiverem adquirido a capacidade de invadir
tecidos adjacentes (ALBERTS et al., 2010). Desta forma quando
células anormais adquirem a capacidade de se espalhar pra outros
6rgdos, ocorre um processo chamado de metéstase, que representa a
maior causa de morte por céncer (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2012).

O céancer é considerado uma doenca de etiologia complexa por
apresentar causa multifatorial, ou seja, pode ser atribuido a uma série de
fatores externos (exposicao a radiagdo, agentes quimicos e organismos
infecciosos) e fatores internos (mutacdes e polimorfismos genéticos
herdados, niveis hormonais e a condicdo imunolégica do individuo).
Estes fatores causais podem agir em conjunto ou em sequéncia para
promover o desenvolvimento do cancer (ACS, 2012a).

No Brasil, as estimativas do INCA para 0 ano de 2012, validas
também para 2013, apontam a ocorréncia de 518.510 novos casos de
cancer. Os tipos mais incidentes serdo os canceres da pele ndo
melanoma, prdstata, pulméo, célon e reto e estdmago para 0 Sexo
masculino; e 0s canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do Utero,
colon e reto e glandula tireoide para o sexo feminino. As regides Sul e
Sudeste, de maneira geral, apresentam as maiores taxas de ocorréncia da
doenca (INCA, 2011).

1.2 CANCER DE MAMA

1.2.1 Fisiopatologia

Céncer de mama caracteriza-se por se desenvolver no tecido
mamario, que é constituido de glandulas, capazes de produzir leite,
I6bulos e ductos que conectam os lébulos ao mamilo. O restante da
mama é constituido por tecido conectivo, adiposo e linfatico (Figura 1)
(ACS, 2012b).

21
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Figura 1: Representacdo do tecido mamario evidenciando ductos e l6bulos.
Fonte: adaptado de ACS, 2012b.

Os tumores malignos de mama podem ser chamados de:
carcinoma, quando iniciam em tecidos epiteliais; adenocarcinoma,
quando iniciam em tecidos glandulares; ou sarcoma, quando iniciam em
tecido conectivo (ACS, 2012b).

Os carcinomas mamarios sdo classificados em ndo invasivo, ou in
situ, quando se confinam aos ductos ou l6bulos e ndo se espalham para
os tecidos adjacentes da mama ou de outras partes do corpo. E em
invasivo, ou infiltrante, quando ultrapassa os limites do tecido mamario
e invade areas préximas. Podemos dividir o carcinoma mamario em
quatro categorias (BREASTCANCER.ORG, 2012; NATIONAL
CANCER INSTITUTE — NCI, 2012):

) Carcinoma ductal in situ (CDIS): é o mais frequente dos
tumores de mama ndo invasivos e é considerado o primeiro estagio para
0 cancer. Representa um crescimento descontrolado de células que estéo
confinadas no ducto mamario.

. Carcinoma lobular in situ (CLIS): crescimento celular anormal,
cujo inicio se d& nos l6bulos mamaérios. N&o € um céancer propriamente
dito, mas aumenta as chances de que o portador desenvolva um cancer
no futuro.
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) Carcinoma ductal invasivo (CDI): é o tipo mais comum de
cancer de mama. Cerca de 80 a 90% dos canceres sdo dessa categoria.
Tem inicio nos ductos e invade o tecido mamario vizinho.

) Carcinoma lobular invasivo (CLI): é o segundo tipo de céancer
de mama mais comum. Ele tem inicio nos I6bulos e invade os tecidos
adjacentes. Com o tempo, pode se espalhar para os linfonodos e
possivelmente para outras areas do corpo.

Segundo FISHER (1977), o céncer de mama € uma doenga
sistémica, heterogénea e de comportamentos clinicos distintos. Os
fatores progndsticos e preditivos sdo essenciais na determinagdo da
conduta no tratamento do cancer de mama. Os principais fatores s&o:
comprometimento de linfonodos, considerado um dos mais importantes
parametros diagnostico; tamanho do tumor, que esta relacionado com a
frequéncia de metastases em linfonodos; Grau de Elston, onde séo
analisados grau de formac&o tubular e glandular, grau de pleomorfismo
nuclear e contagem mitética; presenca de receptores hormonais, como
receptor para estrogénio, progesterona, ou ambos; expressdo de HER2
(fator de crescimento epidermal 2, do inglés Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2), proteina encontrada em alguns tipos de células
cancerosas (ABREU e KOIFMAN, 2002; ACS, 2012b; ELSTON e
ELLIS, 1991; RAKHA e ELLIS, 2011; SOONTRAPORNCHAI et al.,
2007).

1.2.2 Epidemiologia

O céancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no
mundo e o mais frequente em entre as mulheres. A cada ano 22% dos
casos novos de cancer em mulheres sdo de mama. No Brasil as
estimativas para 0 ano de 2012 (validas para 2013) apontam para
ocorréncia de 52.680 casos novos de cancer de mama (52 casos a cada
100 mil mulheres). No Estado de Santa Catarina a incidéncia do cancer
de mama é de 51,38 casos a cada 100 mil mulheres e em Floriandpolis a
ocorréncia é de 60,11 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2011).

1.2.3 Fatores de risco e de prote¢do

Ser mulher e possuir idade avancada sdo os principais fatores de
risco para o desenvolvimento do cancer de mama. Noventa e cinco por
cento dos novos casas e 97% das mortes por cancer de mama ocorreram
em mulheres com mais de 40 anos de idade. O risco aumenta se ha
histérico pessoal ou familial da doenca, especialmente com parentes de
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primeiro grau (mé&e, irma ou filha) acometidas, e quanto maior for o
nimero de parentes acometidos (ACS, 2011).

Outro fator de risco importante é a exposicdo prolongada a
elevados niveis de hormonios estrogénio e progesterona (ACS, 2011;
INCA, 2011). O principal efeito destes hormonios é estimular a
proliferacéo celular principalmente em 6rgaos femininos como o Utero e
a mama, assim células com um potencial cancerigeno, devido a
mutagBes, podem se multiplicar (MITRUNEN e HIRVONEM, 2003).
Uma maior exposicdo a estes horménios acontece em mulheres com:
menarca precoce (menor que 12 anos); menopausa tardia (iniciada apos
0s 50 anos de idade); primeira gestacdo apds os 30 anos de idade;
nuliparidade; uso prolongado de anticoncepcionais e uso de terapia de
reposicdo hormonal (ACS, 2011; INCA, 2011).

O namero de ciclos ovarianos esta diretamente associado ao risco
de desenvolver o cancer de mama, este risco é diminuido cerca de 15%
a cada ano de retardo do inicio da menarca, e é aumentado
aproximadamente 3% a cada ano de retardo da menopausa. Sabe-se que
a menopausa artific ial apresenta efeito semelhante a menopausa natural
(INCA, 2011).

A exposicdo ao tabaco é um dos fatores de risco mais estudados,
mas a relacdo entre cancer de mama e tabagismo ainda permanece
controversa. A fumaca do tabaco contém carcindgenos e metabdlitos
que foram encontrados em fluidos da mama de fumantes. Contudo, o
fumo também tem efeitos antiestrogénicos que, paradoxalmente, atuam
na reducdo do risco de cancer de mama (REYNOLDS et al., 2004).
Mulheres regularmente expostas ao cigarro, mesmo fumantes passivas,
apresentaram um aumento no risco de desenvolver cancer de mama, em
oposicdo aquelas que nunca se expuseram ao tabaco (JOHNSON, 2005).

Exposicdo a radiacdo ionizante, consumo de bebidas alcodlicas e
sedentarismo também sdo fatores que levam a um maior risco no
desenvolvimento do cancer de mama. O excesso de peso e a obesidade
sdo graves fatores de risco para o desenvolvimento de vérios tipos de
canceres, dentre eles o cancer de mama. O risco de cancer de mama
aumenta para mulheres em fase de pdés-menopausa que possuem indice
de massa corporea (IMC) acima do normal (>25). Isso ocorre devido ao
aumento proporcional dos niveis séricos de estrona e estradiol — a
producdo do estrogénio circulante em mulheres em pds-menopausa
ocorre primeiramente a partir do tecido adiposo (ACS, 2012a; INCA,
2011).
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A amamentacdo é considerada um fator de protegdo para o cancer
de mama (INCA, 2011). Este efeito pode estar relacionado a redugdo no
tempo de exposicdo a acdo de hormonios sexuais, que se encontram
diminuidos durante este periodo (INUMARU et al., 2011).

1.2.4 Genética do cancer de mama

O cancer de mama é considerado uma doenca multifatorial que
resulta de interacdes entre fatores genéticos, imunoldgicos, ambientais,
comportamentais, hormonais e reprodutivos (INCA, 2011).

O céncer de mama pode ser classificado como hereditario quando
h& um maior envolvimento do componente genético, pela heranca de
genes de alta penetrancia, cujos produtos participam no reparo, na
replicagdo e na transcricdo do DNA. Os mais conhecidos séo o0s genes
BRCA1 e BRCA2, que se mutados, aumentam para até 85% as chances
de desenvolver cancer de mama. Na populagdo em geral, essas mutagdes
sdo responsaveis por cerca de 5 a 10% da incidéncia de cancer de mama.
Os demais canceres de mama sdo denominados esporadicos, onde
diversos fatores atuam em conjunto com varios genes de baixa
penetrancia. Estes genes possuem papel importante para o entendimento
da etiologia multifatorial do cancer de mama (ACS, 2012a; DUFLOTH
et al., 2005; INCA, 2011).

1.2.5 Resposta imune e susceptibilidade ao cAncer de mama

O crescimento de células malignas é determinado, em grande
parte, por sua capacidade de proliferar e invadir tecidos do hospedeiro
(ABBAS et al., 2008). Para se esquivar da resposta imune e sobreviver,
0s tumores devem desenvolver mecanismos que bloqueiem a elaboragédo
e recepcao de sinais pré-inflamatérios, inibindo a resposta imune e
induzindo tolerancia (ROBINSON et al., 2001).

Genes cujos produtos exercem funcdo critica na regulagdo da
resposta imune, como aqueles do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility
Complex) tém um papel essencial nos mecanismos de defesa contra a
carcinogénese. Uma vez que os polimorfismos dos genes MHC resultam
em diferencas funcionais das moléculas expressas e, consequentemente,
na apresentacdo de antigenos as células T, alguns polimorfismos
particulares podem predispor a doengas imune-relacionadas, incluindo
susceptibilidade a alguns tipos de cancer (ABBAS et al., 2008). A perda
e/ou alteracdes da expressdo de HLA (do inglés Human Leukocyte
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Antigen, muitas vezes citado como regido sinénima do MHC humano)
de classe | em muitos tumores sélidos, como o cancer de mama, tém
sido estudadas e consideradas como uma das rotas pela qual os tumores
evadem da resposta imune (GHADERI et al., 2001).

1.3 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

O primeiro sistema génico caracterizado como MHC foi descrito
por George Snell em 1936, a partir de estudos em camundongos.
Posteriormente complexos génicos homdlogos foram descritos em
outras espécies de mamiferos, atuando de forma similar e codificando
produtos moleculares envolvidos na resposta imune (CROUA-ROY et
al., 1994).

Em humanos, o MHC foi nomeado de Antigeno Leucocitario
Humano (HLA), e essas moléculas sdo expressas pelos leucdcitos, mas
ndo pelos eritrécitos, sendo descoberto na década de 1950 em pac ientes
politransfundidos (HVIID, 2006).

A denominacdo HLA refere-se ao conjunto génico mapeado no
cromossomo 6 (6p21.3), em uma regido de aproximadamente 3,6
megabases de DNA onde estéo localizados mais de 200 genes (Figura 2)
(CASTELLI et al., 2011). Essa por¢do do genoma foi subdividida em
regides I, 1l e Ill, levando-se em consideragdo a estrutura e funcéo dos
produtos moleculares (HORTON et al., 2004).

Cromossomo 6
Tel Brago Longo Cen Braco Curto Tel

qil il BITE) ENIIID

I

i
2 Regiao MH(
2 e 6p.21.3
///

Classell Classe Hll Classel

| I Bt ] |
oP oM oQ DR C4 C2Hsp70TNF 8 C E AGF
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Figura 22 O MHC Humano. A localizagdo da regido do MHC humano no
cromossomo 6 (6p21.3), a disposicdo dos genes dentro das classes II, lll e | e
em amarelo destaque para a regido estudada neste trabalho (adaptado de
Cambridge Journals, 2003).

Seis loci génicos foram descritos na regido de classe I. Os genes
HLA-A, HLA-B e HLA-C (classicos ou de classe la) com expressao
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constitutiva na membrana celular de quase todas as células nucleadas.
Os loci HLA-E, HLA-F e HLA-G (ndo classicos ou de classe Ib) séo
menos polimorficos que os classe la e apresentam expressdo celular
restrita. Além destes, os loci HLA-H, HLA-J, HLA-K e HLA-L, sdo
caracterizados como pseudogenes, isto &, sem produto proteico
associado (FAINARDI et al., 2003; FISCHER e MAYR 2001; R1ZZO
et al., 2012).

1.3.1 Gene HLA-G

A molécula HLA-G é expressa na interface materno-fetal,
superficie de células do trofoblasto (CAROSELLA e HORUZSKO,
2007), células fetais endoteliais (BLASCHITZ et al., 2011) e fluido
amniotico (HAMMER et al.,, 1997), conferindo uma protegdo
imunolégica (BLASCHITZ et al., 2011). Foi descrita, primeiramente,
como receptores das células natural Kkiller (NK) semelhantes a
imunoglobulinas em células uterinas, contribuindo para tolerancia
materno-fetal (ROUAS-FREISS et al., 1997). O HLA-G caracteriza-se
ser pouco polimorfico, quando comparado com os de classe la, possuir
distribuicdo limitada a certos tecidos, ser transcrito de forma alternativa
e possuir propriedades biolégicas de imunotolerancia (CAROSELLA et
al., 2008).

Esta molécula apresenta propriedades imunossupressoras com
funcéo de lise celular em células NK e T, através da ligacdo a receptores
como, por exemplo, receptor KIR2DL4 (MENIER et al, 2002), sendo
que seu nivel de expressdo esta associado a diversas condicdes clinicas.
Em individuos saudaveis, um nivel basal da transcri¢do do gene HLA-G
é observado na maioria das células e tecidos. No entanto, a tradugdo em
proteinas tem localizagdo tecidual restrita ao trofoblasto, timo, cdrnea,
unha, pancreas, matriz e os precursores eritroides e endoteliais. A
proteina HLA-G, também, pode ser encontrada em situacBes de
gravidez, apds o transplante de Orgdos, transformacbes malignas,
infeccbes virais, doengas inflamatorias e autoimunes, sugerindo que
fatores microambientais controlem sua expressdo nas células e tecidos
modificados (CAROSELLA et al., 2008).

O gene HLA-G é composto por oito éxons e sete introns, porém o
éxon sete é sempre removido durante o processamento (splicing),
estando ausente no mRNA maduro e portanto com comportamento
semelhante a intron. Além disso, o cédon de parada (stop codon) esta
localizado no éxon seis, e 0 éxon oito ndo é traduzido, portanto esse
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segmento génico tem sido considerado a regido 3’ ndo traduzida
(3'UTR) do mRNA maduro (DONADI et al., 2011).

Até 0 momento, 0 gene HLA-G apresenta 50 alelos descritos,
agrupados em 16 variantes proteicas encontradas em todas as isoformas
e duas proteinas modificadas pelos alelos nulos (INTERNATIONAL
IMMUNOGENETICS PROJECT - IMGT/HLA Database, 2012). Em
contraste com a regido codificadora, um grau elevado de variabilidade é
observado na 3° UTR (CASTELLI et al., 2011).

Os polimorfismos do gene HLA-G tém sido associados com
varias desordens, entre elas tumores (CASTELLI et al., 2008).
Dependendo dos polimorfismos encontrados no gene HLA-G e em
regibes regulatorias, assim como a presenca de fatores enddgenos e
microambientais, a expressdo de HLA-G pode ser aumentada ou
reduzida. Teoricamente, qualquer tecido pode expressar HLA-G, mas
em condicBes normais apenas alguns apresentam expressdo. E preciso
salientar que a expressdo de HLA-G pode ser vantajosa ou prejudicial,
visto que esta € uma molécula imunomoduladora, capaz de diminuir a
resposta imune quando expressa. Condicdes patologicas em que uma
intensa resposta imune € desejavel, como em doengas virais € em
tumores, a alta expressdo de HLA-G é prejudicial. Em contraste, quando
uma intensa resposta imune ¢ indesejavel, a alta expresséo de HLA-G é
essencial, como em doencas autoimunes, situagBes de transplante e
gravidez. A regido 3'UTR exibe variacbes de nucleotideos que podem
influenciar os niveis de expressdo de HLA-G e, consequentemente, sua
distribuicdo da resposta em tecido saudavel ou patolégico (DONADI et
al., 2011).

A 3’UTR do HLA-G contém vérios elementos regulatorios,
incluindo sinais de poliadenilagdo (KUERSTEN e GOODWIN, 2003),
regides ricas de elementos AU (ALVAREZ et al., 2009) e sitios
polimérficos que podem potencialmente influenciar a transcricdo e a
traducdo, através de uma ligacdo com mIRNAs (micro RNAs)
(DONADI et al.,, 2011; KUERSTEN e GOODWIN, 2003). Os
polimorfismos da 3’UTR alteram a estabilidade do mRNA, sua
traducdo, localizacdo, degradacdo, bem como a expressdao do HLA-G
(DONADI et al., 2011; LARSEN e HVIID, 2009).

O polimorfismo de presenca (inser¢do) ou auséncia (delecdo) de
um fragmento de 14pb tem sido associado, em amostras de trofoblasto, a
menor producdo de mRNA tanto para as isoformas ligadas & membrana
guanto para as soliveis (HVIID, 2006). Isto porque os mRNA do HLA-
G com a presenca destes 14pb (5-ATTTGTTCATGCCT-3’) séo
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associados a producdo de transcritos alternativos com delecdo de 92pb
(HVIID e CHRISTIANSEN, 2005), portanto menores e, por isso, mais
estaveis do que quando a auséncia dos 14pb é encontrada (DONADI et
al., 2011; ROUSSEAU et al., 2003). Este splicing alternativo é,
provavelmente, ndo s6 dirigido pela presenca dos 14pb no transcrito
primario, como pode ser uma consequéncia da presenca de outros
polimorfismos que estejam em desequilibrio de ligacdo com este
polimorfismo (DONADI et al., 2011).

1.3.2 Insergédo Alu no MHC

Transposons sdo sequéncias do genoma que sdo maveis, ou seja,
gue sdo capazes de se transportar para diferentes locais no interior do
genoma (LEWIN, 2009). Também conhecidos como elementos
transponiveis, sdo capazes de criar rearranjos inovadores no genoma,
sendo agentes de variacdo genética (HARTL e CLARK, 2010). Os
elementos transponiveis eucariéticos enquadram-se em duas classes:
classe 1, os retrotransposons e classe 2, os transposons. Quase metade
do genoma humano deriva-se de elementos de transposicdo, sendo em
grande maioria de retrotransposons e subdivididos em dois tipos,
elementos longos intercalados, ou LINEs (do inglés long interspersed
elements), e elementos curtos intercalados, ou SINEs (do inglés short
interspersed elements) (GRIFFITHS et al., 2008). Os retrotransposons
se caracterizam por durante o processo de transposicdo utilizarem como
molécula intermediaria um RNA, que depois é transcrito reversamente
em DNA de fita dupla por meio de uma transcriptase reversa (HARTL e
CLARK, 2010; NOVICK et al., 1996).

Os SINEs mais abundante em humanos sdo as insercdes Alu,
sendo que constituem mais de 10% do genoma humano (GRIFFITHS et
al., 2008). Insergbes Alu sdo assim chamadas por terem sido
primeiramente descritas como uma porgao repetitiva de DN A que exibia
um sitio de restricdo para a enzima Alu (HOUCK et al., 1979). Esses
elementos possuem aproximadamente 300pb, com dois bragos
praticamente idénticos, divididos por uma regido rica em adenina
(KRIEGS et al., 2007; WATKINS et al., 2001). As sequéncias Alu
ocorrem em alta frequéncia dentro de dominios ndo codificantes, por
exemplo, regides intergénicas, introns e UTRs 5° e 3° (BAILEY e
SHEN, 1993; DANIELS e DEININGER, 1985; KORENBERG e
RYKOWSKI, 1988).

Todas as insercbes Alu, em um locus, sdo idénticas por
descendéncia, devido a improbabilidade de o fendmeno de insercéo
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ocorrer duas vezes exatamente no mesmo locus (BATZER e
DEININGER, 1991). Este fato torna as insercGes Alu ferramentas Uteis
para a analise da reconstrucdo historica de populagdes humanas e dos
eventos demograficos pertinentes a estas (SHEDLOCK e OKADA,
2000).

Os elementos Alu sdo classificados em trés familias principais,
designadas segundo o tempo de surgimento estimado: J para familias
antigas, S para intermediarias e Y para as mais novas (BATZER et al.,
1996). Os membros da familia AluY sdo possiveis candidatos para
investigar as origens dos hapl6tipos humanos ancestrais, grupos étnicos
e associacdo a doencas (KULSKI et al., 2002). Seis subfamilias séo
descritas para AluY no genoma humano (BATZER et al., 1990), dentre
elas, AluYa5, a subfamilia em que se encontra a insercdo AluyHG,
objeto do presente trabalho (KULSKI et al., 2002).

1.3.3 Inser¢édo AluyHG e 14pb*In/Del do HLA-G no MHC

O MHC apresenta um forte desequilibrio de ligacdo entre os
genes e regides ndo codificadoras, sendo considerada a regido mais
varidavel do genoma humano (JONGENEEL et al., 1991; WALSH et al.,
2003; MALKKI et al., 2005; KULSKI e DUNN, 2005; YAO et al.,
2009). Essa variabilidade pode ser associada a diversas doengas,
especialmente  aquelas com forte componente imunolégico
(DEININGER e BATZER, 1999; DEGHAIDE et al., 2009). Porém,
essa variabilidade genética ndo se distribui uniformemente ao longo do
complexo, especialmente na regido de classe I. Como dito anteriormente
0 gene HLA-G é caracterizado por uma baixa variabilidade quando
comparado aos demais genes de classe I, como, por exemplo, 0 HLA-A
que ¢é considerado de intensa variabilidade. Entre estes dois genes foi
descrito o polimorfismo aqui estudado, AluyHG (CASTRO et al., 2000).
Diante do peculiar comportamento dessa regido gendmica, faz-se
importante o estudo de marcadores genéticos deste complexo, como, por
exemplo, os polimorfismos AluyHG e 14pb*In/Del da 3’ UTR do gene
HLA-G (KULSKI e DUNN, 2005; TROWSDALE, 2011) com objetivo
entender melhor a interacdo e o desenvolvimento da patologia.
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2 JUSTIFICATIVA

Observando dados epidemioldgicos e estatisticos sobre o cancer
de mama, pode-se constatar que se trata de uma doenga de importancia
mundial. Além dos prejuizos para a salde publica, observam-se 0s
danos psicologicos incalculaveis causados as mulheres acometidas pelo
cancer de mama, que veem o simbolo de sua feminilidade e maternidade
ser, muitas vezes, destruido por esta doenca.

Apesar de grandes avancos para a melhoria do controle do cancer
de mama nos Ultimos anos, a luta permanece, ainda havendo a
necessidade de maior conhecimento sobre sua etiologia e seus fatores de
risco.

Diante da importancia do MHC para a sadde humana, faz-se
relevante analisar a possivel associagao entre o polimorfismo AluyHG e
0 cancer de mama, bem como sua associagdo com o polimorfismo
14pb*In/Del da 3’UTR do gene HLA-G. Recentes estudos
demonstraram um elevado nivel ectopico de HLA-G em células de
pacientes com cancer de mama, evidenciando o SHLA-G (HLA-G
solivel) como potencial biomarcador de associacdo tumoral para a
deteccdo precoce de cancer de mama (CHEN et al., 2010; HE et al.,
2010; KLEINBERG et al., 2006; SAYED et al., 2010). Levando em
consideracdo que os dois polimorfismos analisados neste trabalho estdo
proximos entre si, busca-se conhecer melhor o padrdo de desequilibrio
de ligacdo e, desta forma, contribuir para identificacdo de loci
marcadores da regido.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as frequéncias de polimorfismos situados no MHC
humano, em mulheres com céncer de mama e em mulheres sem
evidéncia de carcinoma mamario, visando obter parametros
informativos para diagnoéstico e prognéstico na populacdo de Santa
Catarina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Ampliar o nimero de amostras existentes no Laboratorio de
Polimorfismos Genéticos (LAPOGE), através da coleta de material
bioldgico e informagbes epidemioldgicas.

) Verificar se ha associacdo de fatores de risco (menarca precoce,
hébito tabagista, idade da primeira gestacdo depois dos 30 anos, uso de
contraceptivo, amamentacdo por menos de 6 meses, historico familial de
cancer de mama, uso de terapia de reposicdo hormonal, menopausa
tardia e nuliparidade) para o desenvolvimento do cancer de mama entre
0 grupo casos (mulheres com céncer de mama) e o grupo controle
(mulheres sem evidéncia de carcinoma mamério).

o Otimizar as técnicas para a genotipagem do polimorfismo
insergéo AluyHG.

) Calcular as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
insercdo AluyHG, tanto no grupo casos quanto no grupo controle.

o Verificar se h& associacdo entre alelos e genotipos com o
desenvolvimento do cancer de mama, incluindo dados epidemioldgicos.
) Verificar se o polimorfismo insercdo AluyHG estd em

desequilibrio de ligagdo com um loci da 3’UTR do gene HLA-G
(14pb*In/Del).

o Verificar se ha associacdo entre haplétipos (insercdo AluyHG e
14pb*In/Del da 3’UTR do gene HLA-G) e combinacles haplotipicas
com o desenvolvimento do cancer de mama.

o Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas observadas com
dados descritos na literatura.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho faz parte de um projeto mais amplo, coordenado
pela Dra. Iliada Rainha de Souza, ititulado “Cancer de Mama:
avaliacdo de parametros informativos para diagnéstico, prognostico e
tratamento de pacientes na populagdo do estado de Santa Catarina”,
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC),
no parecer n° 349/05, de 26/06/2006; pelo CEP da Maternidade Carmela
Dutra em 20 de Julho de 2007; e pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) sob parecer n°. 027/2006 e registro 13312, de 24 de
Janeiro de 2007. Para dar continuidade a este projeto mais abrangente,
ele sofreu emendas que foram aprovadas, conforme cita o oficio de n®
107/CEPSH/PRPE/09, da UFSC.

4.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

As amostras foram constituidas de 232 pacientes com cancer de
mama, atendidas pelo Hospital Universitario (HU) — UFSC e pela
Maternidade Carmela Dutra de Floriandpolis e Hospital Santo Antdnio
de Blumenau que constituem o grupo cascs. O grupo controle é
constituido de 232 mulheres sem evidéncia de carcinoma mamario,
voluntérias participantes do Nucleo de Estudos da Terceira ldade
(NETI) da UFSC.

Apos a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (ANEXOS A e B) os dados familiais e epidemiolégicos dos
individuos foram obtidos durante entrevistas realizadas com
questionarios estruturados (ANEXOS C e D). Em seguida, as amostras
de sangue periférico (cerca de 8ml) foram coletadas através de pungéo
venosa, para extracdo do DNA gendmico utilizado na obtencdo dos
dados genéticos, transportadas e armazenadas a 4°C, para 0 posterior
processamento, no LAPOGE. As amostras bioldgicas e os questionarios
obtidos nesta pesquisa foram catalogados e constituem um banco de
amostras e dados, de pacientes com cancer de mama e de individuos do
grupo controle, do LAPOGE.

Alguns dos dados coletados durante as entrevistas e disponiveis
nos questiondrios foram considerados neste trabalho, tais como: género,
idade e ancestralidade, que foram utilizados para caracterizacdo das
amostras e idade da menarca, idade da menopausa, tempo de
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amamentacdo, utilizagdo de contraceptivos, idade da primeira gestacéo,
uso de terapia de reposicdo hormonal, paridade, histérico familial de
cancer e habito tabagista, utilizados como fatores de risco neste
trabalho. Para este estudo a ancestralidade foi determinada de acordo
com as caracteristicas fenotipicas observadas pelo entrevistador e dados
informados pelo préprio individuo. O dado clinico Grau de Elston do
tumor, foi obtido através de prontudrios médicos das pacientes e foi
utilizado para analise de associacdo com alguns fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer de mama.

4.3 PROCESSAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS

4.3.1 Extracdo do DNA gendmico

As amostras de sangue periférico foram centrifugadas
(Centrifugue 206 BL Excelsa 1I®) a 3000g (1835rpm) durante 15
minutos em temperatura ambiente (TA), para a separacdo dos
componentes sanguineos. Apés a centrifugacdo, foram separados o
plasma, o concentrado de hemécias e a camada de leucécitos. Estes
componentes sanguineos foram aliquotados, identificados e estocados a
-20°C. A camada de leucdcitos foi utilizada para a extracdo do DNA
genbmico por conter a maior propor¢do de células nucleadas. O plasma
e o concentrado de hemécias ndo foram utilizados neste estudo.

4.3.1.1 Reagentes e Solucdes

o Solugdo de lise I (Tris-HCI 0,01M; Sacarose 0,32M; MgCl2
0,0025M; Triton X 100 — 1%).

) Solugdo de lise Il (Tris-HCI 0,01M; KCI 0,05M; MgCl2
0,0025M; Nonidet 1%; TWEEN 20 — 1%).

. SDS 10%.

o Solucéo de perclorato de sddio 5,0M.

o Solucéo saturada de NaCl 6,0M.

. TE (Tris-HCI 1M; EDT A 0,5M).

Alcool isopropilico absoluto.
o Etanol 70%.

4.3.1.2 Procedimento

A extragdo de DNA foi realizada usando o método de salting out
modificado, baseado em MILLER et al. (1988). Para cada amostra,
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foram colocados 100ul da camada de leucocitos em microtubos de
polipropileno de 1,5ml (tipo Eppendorf), utilizando micropipeta e
ponteiras estéreis. Em seguida, 1,0ml de solugdo de lise | foi adicionado
em cada um destes microtubos. As amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas (Centrifugue 5415D, Eppendorf®) a 13400g (12000 rpm)
durante 4 minutos a TA e o sobrenadante foi descartado. Este
procedimento foi repetido (de 3 a 4 vezes) até que os glébulos
vermelhos fossem removidos e o precipitado apresentasse cor branca,
indicando somente a presenca dos globulos brancos. Posteriormente, foi
acrescentado ao precipitado de leucdcitos 300ul de solugdo de lise I,
10pl de SDS e 75ul de perclorato de sddio. As amostras foram agitadas
em um agitador de tubos, a cada tubo foi acrescentado 130ul de solugéo
saturada de NaCl e, a seguir, as amostras foram centrifugadas a 134009
por 5 minutos a TA. Novos microtubos de 1,5ml foram identificados e,
para estes, foram transferidos o0s sobrenadantes resultantes da
centrifugacdo. Ao sobrenadante foi adicionado 300ul de alcool
isopropilico absoluto e as amostras foram, novamente, centrifugadas a
13400g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado
foi acrescentado 300pl de etanol 70%. As amostras foram centrifugadas
a 13400g por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi seco a TA, por 12 horas (ou overnight). Apds a secagem dos
precipitados, foi adicionado a cada tubo 100pl de TE. As amostras
foram colocadas no banho-maria a 56°C, por 30 minutos e,
posteriormente, armazenadas a -20°C.

4.3.2 Reagdo em cadeia da polimerase

O fragmento, contendo ou ndo a insercdo AluyHG, foi
amplificado utilizando a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR — do inglés Polymerase Chain Reaction) realizada em um
Termociclador Mastercycler® (Eppendorf). Os primers empregados
foram obtidos na literatura (Tabela 1). A sequéncia da regido do
cromossomo 6 contendo a insercdo AluyHG com 322pb esta destacada
na Figura 3.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para a identificacdo do
polimorfismo insercdo AluyHG, segundo Kulski et al.,2001.

Polimorfismo | Iniciadores Sequéncia

Primer F 5’- CAGGACAACCAGTAAAGATGCTGG -3’

AluyHG -
Primer R | 5’- GCTTCAGTTAACATGCAAGTTTATGCC -3’
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Sequéncia do cromossomo 6 com a insergdo AluHG (referéncia BV681147):

1 AGTGGGGAAT TCATTCATGG GCTATCTATC CAGAGTTGTT TATAGACATA TTCTTTCAAG
61 TTTGTATTCA GGGTTGATGT CACATACACA TTTATACATG CTGTTTTATG TTTAAGTGTT
121 TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTGAGACGGA GTCTCGCTCT GTCGCCCAGG
181 TCGGACTGCG GACTGCAGTG GCGCAATCTC GGCTCACTGC AAGCTCCGCT TCCCGGGTTC
241 ACGCCATTCT CCTGCCTCAG CCTCCCGAGT AGCTGGGACT ACAGGCGCCC GCCACCGCGC
301 CCGGCTAATT TTTTGTATTT TTAGTAGAGA CGGGGTTTCA CCTTGTTAGC CAGGATGGTC
361 TCGATCTCCT GACCTCATGA TCCACCCGCC TCGGCCTCCC AAAGTGCTGG GATTACAGGC
421 GTGAGCCACA TGTTTAAGTG TTTTTATATT TTGGTTAGCC CTTTATCATT GTTAAACAAA
481 GTTGTCATTA G

Sequéncia do cromossomo 6 sem a insergdo AluHG (referéncia BV681146):

i) AGTGGGGAAT TCATTCATGG GCTATCTATC CAGAGTTGTT TATAGACATA TTCTTTCAAG
61 TTTGTATTCA GGGTTGATGT CACATACACA TTTATACATG CTGTTTTATG TTTAAGTGTT
121 TTTATATTTT GGTTAGCCCT TTATCATTGT TAAACAAAGT TGTCATTAG

Figura 3: Imagem da sequéncia de uma regido do cromossomo 6 humano com
destaque para a insergdo AluyHG (destacado). A primeira sequéncia (referéncia
BV681147) contém a insercdo e a segunda sequéncia (referéncia BV681146)
ndo contéma insercdo (KULSKI et al., 2001).

4.3.2.1 Reagentes e Solucbes

Agua ultrapura.

dNTPs 10mM de cada.

MgCl2 50mM.

Tampéo de PCR (10X: 0,2M Tris-HCI pH 8,5; 0,5M KCI).
Primer Forward (10uMol).

Primer Reverse (10uMol).

DMSO 98% (Dimetilsulféxido).

Taq Platinum® 5U/pl.

4.3.2.2 Procedimento

Para a reacdo de amplificacdo foram adicionados, em tubos de
0,6ul (tipo Eppendorf): 16,70ul de agua; 0,50ul de dNTPs (0,2mM de
cada); 0,75ul de MgCl2 (1,5mM); 2,00l de Tampédo de PCR (0,8X);
0,30ul de Primer R (3pmol); 0,30ul de Primer F (3pmol); 0,20ul de Taq
Platinum® (1U/ul) e 3,00ul de DNA (em torno de 200ng). Estas
amostras foram colocadas no termociclador e submetidas a uma
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos e, em seguida, a 30 ciclos de:
94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 50 segundos; e
um passo de extensdo final a 72°C por 5 minutos (adaptado de Kulski et
al., 2001).
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4.3.3 Andlise do produto amplificado

Apo6s a amplificacdo por PCR, em uma pequena por¢do do
produto (4pl) foi adicionado o corante fluorescente GelRed™ (2l de
corante) e submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%,
juntamente com uma amostra proveniente da PCR sem DNA (controle
negativo), uma amostra de um individuo com genotipagem conhecida
(controle positivo) e um marcador de peso molecular de 100pb. Ap6s a
sua solidificacdo, o gel foi introduzido na cuba e imerso por uma
solucdo de Tampédo TBE 1x. A corrida foi realizada em uma voltagem
fixada em 95 V por 30 minutos. Apos a corrida eletroforética, o gel foi
registrado pelo fotodocumentador DNR Bio-Imaging Systems MiniBIS
Pro® e visualizado em foto. A anotacdo da leitura do gendtipo foi feita
considerando o tamanho dos fragmentos (218pb para produtos com a
auséncia da insergdo AluyHG e 540pb para produtos com a presenga da
insercdo AluyHG) (Figura 4). Os resultados genéticos dos individuos
foram classificados de acordo com os resultados das analises do produto
amplificado em: genétipo *Presenca/Presenca (individuos com a
presenca da insercdo AluyHG nos dois cromossomos), genotipo
*Presenca/Auséncia (individuos com a presenca da insercdo AluyHG
em um dos cromossomos e a auséncia no outro) e *Auséncia/Auséncia
(individuos com a auséncia da insercdo AluyHG nos dois cromossomos).

1 2 3 4

th

540pb Insercio

218pb Delecao

Figura 4: Imagem de eletroforese em gel de agarose 1,5% visualizado por
transiluminador UV. Fragmentos de DNA de diferentes tamanhos podem ser
visualizados: 218pb e 540pb. Nas raias 1 e 3 observa-se a presenca de duas
bandas (fragmentos de 218pb e 540pb) indicando que o individuo é
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heterozigoto, tem a presenca da inser¢cdo AluyHG em um dos cromossomos e a
auséncia em outro cromossomo (gen6tipo *Presenca/Auséncia). Na raia 2
observa-se apenas uma banda (fragmento de 540pb) indicando que o individuo
homozigoto, com a presenga da insercdo AluyHG nos dois cromossomos
(gendtipo *Presenca/Presenca). Nas raias 4 e 5 observa-se apenas uma banda
(fragmento de 218pb) indicando que o individuo é homozigoto, com a auséncia
da insercdo AluyHG nos dois cromossomos (gend6tipo *Auséncia/Auséncia).

4.4 TRATAMENTO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

4.4.1 Aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg

Segundo o teorema de Hardy-Weinberg, as frequéncias
genotipicas esperadas no equilibrio podem ser estimadas a partir da
expanséo do seguinte bindmio:

2 2 2
(xi +xj) =X +2XX; +X;

Na qual:

X; € afrequéncia do alelo

X; € a frequéncia do alelo *j”;

2 xiX; é a frequéncia esperada do heterozigoto ij.

A aderéncia das frequéncias genotipicas observadas as
proporcOes tedricas de Hardy-Weinberg foi verificada com o uso do
programa GENEPOP®, versdo 3.4 (RAYMOND e ROUSSET, 1995).
Foi realizado um teste baseado na hipdtese nula de unido aleatdria dos
gametas: teste exato de probabilidade, onde o valor de p corresponde a
soma de probabilidades de todas as tabelas com probabilidade menor ou
igual ao observado.

[T3ELR
1

4.4.2 Estimativas das frequéncias alélicas e genotipicas

As frequéncias alélicas (x;) e genotipicas (X;;) de cada loci, em
casos e controle foram estimadas utilizando o programa GENEPOP®
(RAYMOND e ROUSSET, 1995) versdo 3.4, de acordo com as
seguintes equacoes:
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. 2n; + .0,
o

Nas quais:

Xi é a frequéncia do alelo

Xii € afrequéncia do gendtipo “ii”;

nii e n;j correspondem ao nimero de homozigotos e heterozigotos
observados para o alelo i, respectivamente;

n corresponde ao nimero de individuos analisados.

[T331R
1

4.4.3 Andlises de associagao

Com base em tabelas de contingéncia 2x2 foi verificada a
associacdo de determinados gendtipos e fatores de risco com a
suscetibilidade ao cancer de mama através do indice de odds ratio (OR)
ou razdo de chances. O Intervalo de Confianga (IC) adotado foi de 95%
e 0 p= 0,05 foi considerado o valor limite de significancia. A OR foi
calculada segundo a férmula OR = (ad)/(bc). A condigdo “a” representa
os individuos que apresentam o fator de risco e o resultado de interesse e
“d” individuos que ndo apresentam o fator de risco nem o resultado de
interesse, enquanto que “b” é o ndmero de individuos que apresentam o
fator de risco, mas ndo o resultado de interesse e ‘c” o numero de
individuos que ndo apresentam o fator de risco, mas apresentam o
resultado de interesse (WOOLF, 1955).

A OR pode ser compreendida como a razdo das probabilidades e
¢ comumente utilizada em estudos epidemiolégicos para descrever o
dano provéavel que pode ser causado pela exposicdo a um fator de risco.
Quando o valor da odds ratio é maior que 1 e o intervalo de confianga
ndo inclui o nimero 1 e o valor de p<0,005, pode-se dizer que esta
caracteristica & um fator de risco. Quando o valor da odds ratio for
menor que 1 o intervalo de confianga ndo incluir o 1 e o valor de p>0,05
, este pode ser considerado fator de protecdo. Para este teste foi utilizado
o software EpiMax Table Calculator (HEALTH DECISION
STRATEGIES, 2012).

4.4.4 Determinac&o dos haplétipos
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Para inferir os hapl6tipos formados pelos dois polimorfismos da
regido do MHC humano (a insercdo AluyHG e 14pb*In/Del da 3°’UTR
do gene HLA-G) foi utilizado o programa PHASE 2.1.1. Este programa
utiliza algoritmo baesiano e apresenta melhor desempenho que o0s outros
algoritmos (STEPHENS e DONNELLY, 2003; STEPHENS e SCHEET,
2005). Os dados do locus da 3’UTR do gene HLA-G (14pb*In/Del)
foram obtidos através de comunicacdo pessoal (MARIAH DAMIANI,
2012).

Para esta inferéncia, um banco contendo todos os individuos
genotipados para os polimorfismos do presente estudo, incluindo
amostras ndo utilizadas no presente trabalho, foi considerado. Isto
porque o programa se baseia na frequéncia dos achados no banco
disponibilizado, assim quanto maior o banco melhor séo os resultados
da inferéncia.

Somente 0s haplotipos cuja probabilidade da inferéncia foi
superior a 0,90 foram considerados, justificando assim a reducdo do
tamanho amostral nas analises de haplétipos. As frequéncias dos
haplétipos, assim como das combinacBes haplotipicas foram entdo
calculadas por contagem.

4.4.5 Desequilibrio de Ligacao

A andlise de desequilibrio de ligacdo (LD, do inglés
LinkageDisequilibrium), associagdo ndo aleatéria de alelos em
diferentes loci, foi realizada utilizando-se o programa GENEPOP®
(RAYMOND e ROUSSET, 1995) versdo 3.4. A hipdtese nula é a de que
a distribuicdo genotipica em um locus é independente da distribuicdo em
outro locus.
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5 RESULTADOS E D~ISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra constitui-se de 464 individuos, sendo 232 mulheres
com cancer de mama, grupo casos, e 232 mulheres sem histoérico de
cancer, grupo controle, todas residentes em Santa Catarina. Os dois
grupos foram pareados de acordo com o género (género feminino) e a
idade (com até 3 anos de diferenca).

Os individuos dos dois grupos foram classificados quanto a
ancestralidade (caracteristicas fenotipicas e dados informados pelos
individuos) (Gréfico 1). Observou-se um grande nimero de individuos
na classe Euro-descendentes nos dois grupos, que pode ser explicado
pelo histdrico de colonizacdo do estado de Santa Catarina, que ocorreu
predominantemente por europeus (JOCHEM, 1997). Na sequéncia,
observamos uma frequéncia um pouco menor de individuos
classificados como Euro/ Afro/ Amerindio-descendentes. A presencga
destes componentes pode ser explicada pelo fato de a populagdo
brasileira ser considerada uma das mais heterogéneas do mundo,
resultado de cinco séculos de mistura, principalmente entre individuos
europeus, africanos e amerindios (MARRERO et al., 2007; PARRA et
al., 2003). Foi observada uma frequéncia muito baixa de Afro-
descendentes, Amerindio-descendentes e Asidtico-descendentes. Houve
ainda, individuos que ndo declararam sua ascendéncia (NI).
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Grafico 1: Classificagdo e distribuicdo percentual de frequéncia de pacientes e
controles por ancestralidade informada.

Os individuos também foram classificados quanto a escolaridade
(Gréfico 2). Observou-se uma disparidade acentuada entre os dois
grupos. Ha uma proporcdo maior de mulheres no grupo controle que
possuem uma escolaridade mais elevada em relacdo ao grupo de
pacientes. As maiores discrepancias foram na classe fundamental
incompleto (34% do grupo pacientes e 15% do grupo controle) e ensino
superior (7% do grupo pacientes e 30% do grupo controle). Estes dados
apontam para diferencas de acesso ao conhecimento entre as mulheres
dos dois grupos, 0 que pode fornecer um viés as futuras andlises. Estes
dados podem ser explicados pelo tipo de coleta realizado. Todos os
pacientes sdo provenientes de hospitais publicos, sendo que a maioria
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Grafico 2: Classificacdo e distribuicdo percentual das frequéncias de escolaridade entre pacientes e controles.
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foi atendida pelo SUS, que possui como usuarios individuos com perfil
socioecondmico inferior e que, conhecidamente, é acompanhado pelo
menor grau de escolaridade. Enquanto que a maioria das mulheres que
constituem o grupo controle faz parte do NETI, o que demonstra a
relacdo dessas mulheres com a universidade e, consequentemente, com
conhecimento, tendo maior acesso a informagao.

5.2 ANALISES ESTATISTICAS

5.2.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

As distribuicdes das frequéncias do polimorfismo AluyHG em
casos e controles estdo de acordocom o equilibrio de Hardy-Weinberg.

As frequéncias do polimorfismo 14pb*In/Del da 3’ UTR do gene
HLA-G, utilizadas neste trabalho também estdo de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg.

5.2.2 Frequéncias alélicas, genotipicas e analises de associacao

Os resultados obtidos apds os calculos das frequéncias alélicas e
genotipicas da insercdo AluyHG nos dois grupos, casos e controles,
assim como da anélise de associacdo, estdo descritos na Tabela 2.

Entre os dados analisados, ressalta-se o valor de associacdo
significativa do gendtipo homozigoto *Presenca/Presenca com
OR=0,007 (p=0,000; 1C95%= 0,003-0,014), indicando protecdo. O
polimorfismo AluyHG esta localizado em uma regido intergénica (entre
0s genes HLA-G e HLA-A) e ainda ndo se sabe se existe alguma
consequéncia fenotipica gerada por ele. A explicacdo mais plausivel é
de que este loci esteja em desequilibrio de ligagdo com HLA-G e/ou
HLA-A, assim o alelo *Presenca pode estar segregando junto com
alelos destes outros loci que conferem protecdo ao cancer de mama.

Os resultados obtidos para os calculos de associagdo no grupo de
casos, considerando os fatores de risco para o desenvolvimento de
cancer de mama (menarca precoce <12 anos, tempo de utilizacdo de
contraceptivos via oral por mais de cinco anos, de amamentagdo menor
que seis meses, historico familial e habito tabagista), assim como a
associacdo destes fatores com os dados genéticos do polimorfismo
AluyHG estéo representados na Tabela 3. Entre os dados apresentados
nenhuma associagao significativa foi observada.
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Tabela 2: Frequéncias alélicas e genotipicas para insercdo AluyHG, em casos e controles, calculos de associacdo (OR) entre a
presenca do polimorfismo e o desenvolvimento de cancerde mama, valores de p e intervalo de confianca (IC, 95%).

Insercdo AluyHG  Casos (n) Frequéncia Controles (n) Frequéncias OR p IC (95%)
*Presenca 132 0,285 136 0,293 0,959 0,828 0,715-1,287
*Auséncia 332 0,715 328 0,707 1,043 0,828 0,777-1,399

Total de Alelos 464 464
*Presenca/Presenca 16 0,081 19 0,086 0,007 0,000  0,003-0,014
*Presenca/Auséncia 100 0,408 98 0,414 1,036 0,926 0,705-1,522
*Auséncia/Auséncia 116 0,511 115 0,500 1,017 1,000  0,695-1,489
Total de Individuos 232 232

Frequéncias génicas e genotipicas (GENEPOP), analise de associacdo (HDS Epimax).; n= nimero amostral; OR= odds ratio;
IC= intervalo de confianca de 95%; p=valor de p. Os valores significativos estdo anotados com *.
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Tabela 3: Classificacdo da amostra de casos de acordo com o polimorfismo AluyHG e os fatores de risco, calculos de associagdo (OR),
valores de p e intervalo de confianga (I1C, 95%).

Fatfigiz de Polimorfismo AluyHG Sim Nao OR p IC (95%)
8 *Presenca 26 105 1,110 0,789 0,644-1,908
S = *Auséncia 60 269 0,901 0,789 0,524-1,554
£e Total de Alelos 86 374
© ﬁ *Presenca/Presenca 3 13 1,004 1,000 0,216-4,028
SV *Presenca/Auséncia 20 79 1,189 0,735 0,580-2,433
&5 *Auséncia/ Auséncia 20 95 0,842 0,735 0,412-1,720
= Total de Individuos 43 187

*Presenca 19 112 0,798 0,517 0,436- 1,448
*Auséncia 57 268 1,254 0,517 0,690- 2,294
T Total de Alelos 76 380
x *Presenc¢a/Presenca 0 16 0,000 0,132 0,833- 1,520
= *Presenca/Auséncia 19 80 1,375 0,473 0,647- 2,921
*Auséncia/ Auséncia 19 94 1,021 1,000 0,482- 2,166
Total de Individuos 38 190
*Presenca 5 64 0,830 0,926 0,254- 2,548
s *Auséncia 16 170 1,205 0,926 0,392- 3,937
28 Total de Alelos 21 234
53 g *Presenca/Presenca 1 6 1,850 1,000 0,078- 18,830
gw *Presenca/Auséncia 4 52 0,714 0,843 0,165- 2,922
= *Auséncia/ Auséncia 6 59 0,842 0,735 0,412-1,720
Total de Individuos 11 117
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Fatﬁgiz de Polimorfismo AluyHG Sim N&o OR p IC (95%)
*Presenga 62 68 0,758 0,219 0,494-1,163
g *Auséncia 178 148 1,319 0,219 0,860-2,024
B _ ’é? Total de Alelos 240 216
§ gg *Presenca/Presenca 6 10 0,516 0,319 0,160-1,613
‘g’ A *Presenca/Auséncia 50 48 0,893 0,772 0,510-1,562
o *Auséncia/ Auséncia 64 50 1,326 0,354 0,761-2,310
Total de Individuos 120 108
*Presenca 61 68 1,020 1,000 0,664-1,566
S *Auséncia 153 174 0,980 1,000 0,638-1,505
g8 Total de Alelos 214 242
é E *Presenca/Presenca 7 9 0,871 0,996 0,280-2,673
g v *Presenga/Auséncia 47 50 1,112 0,793 0,635-1,948
< *Auséncia/ Auséncia 53 62 0,934 0,901 0,537-1,625
Total de Individuos 107 121
*Presenca 61 70 1,133 0,617 0,739-1,737
*Auséncia 143 186 0,982 0,617 0,576-1,352
3 Total de Alelos 204 256
g ‘E *Presenca/Presenca 7 9 0,974 1,000 0,313-2,988
T *Presenca/Auséncia 47 52 1,249 0,480 0,714-2,186
*Auséncia/ Auséncia 48 67 0,809 0,507 0,465-1,409
Total de Individuos 102 128
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Fatggi(s) de Polimorfismo AluyHG Sim N&o OR p IC (95%)
2 *Presenca 9 70 1,712 0,323 0,661- 4,367
é’" - *Auséncia 14 186 0,584 0,323 0,229- 1,512
p 2 Total de Alelos 204 256
3 g *Presenca/Presenca 7 9 1,280 1,000 0,057- 11,034
=z ‘\*/’ *Presencga/Auséncia 47 52 2,840 0,155 0,742- 11,645
g ~ *Auséncia/ Apséncia 48 67 0,307 0,128 0,064- 1,288
a Total de Individuos 102 128

*Presenca 13 116 0,849 0,752 0,413-1,722
g *Auséncia 38 288 1,177 0,752 0,581- 2,422
3 Total de Alelos 51 404
5 *Presenca/Presenca 1 15 0,499 0,791 0,023- 3,877
%‘ *Presenga/Auséncia 12 86 1,156 0,892 0,473- 2,816
z *Auséncia/ Auséncia 13 101 1,000 1,000
Total de Individuos 26 202
*Presenca 44 86 1,062 0,871 0,674-1,670
- *Auséncia 106 220 0,942 0,871 0,599-1,483
% g Total de Alelos 150 306
«IU 8 *Presenca/Presenca 5 11 0,922 1,000 0,267-3,020
8 *Presenca/Auséncia 34 64 1,153 0,719 0,636-2,089
*Auséncia/ Auséncia 36 78 0,888 0,778 0,492-1,601
Total de Individuos 75 153

Anadlise de associacdo (HDS Epimax).; n= nimero amostral; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga; p=valor de p.
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5.2.3 Associacdo dos dados epidemioldgicos e fatores de risco para o
cancer de mama

Em relacdo a idade, os individuos do grupo pacientes foram
divididos em classes de 10 anos (Grafico 3). A maioria das mulheres
(53%) esta na faixa entre 44 e 63 anos (classes 44-53 anos e 54-63
anos).

30% 27%

25% - 2

19%

26%

20% -

15% - 13%

10% -
6%

5% -

O% T T T T T e 1
24-33 34-43 44-53 54-63 64-73 >74anos
anos anos anos anos anos

Gréafico 3: Caracterizacdo epidemioldgica do grupo pacientes quanto a idade.

A idade continua sendo o principal fator de risco para o cancer de
mama. As taxas de incidéncia aumentam rapidamente até os 50 anos e,
posteriormente, esse aumento ocorre de forma mais lenta (INCA, 2011).
Aproximadamente 80% dos carcinomas mamarios ocorrem em mulheres
com mais de 50 anos (YAU et al., 2007). Somente 2 a 5% dos casos
incidem em mulheres muito jovens (idade <35 anos) (GONZALEZ-
ANGULDO et al., 2005; WALKER et al., 1996). Neste estudo, 0 grupo
de pacientes apresentou 7% dos individuos com idade menor que 35
anos e 57% com idade maior que 50 anos. Segundo ACS (2011) 95%
dos novos casos e 97% das mortes por cancer de mama ocorrem em
mulheres com idade maior que 40 anos. Neste estudo, 86% das mulheres
tém 40 anos ou mais.
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Outros fatores de risco sdo bem estabelecidos, como, por
exemplo, aqueles relacionados a vida reprodutiva da mulher (menarca
precoce, nuliparidade, idade da primeira gestagdo a acima dos 30 anos,
uso de contraceptivos orais, menopausa tardia e terapia de reposicao
hormonal). Estes fatores ocasionam uma exposicdo prolongada aos
hormonios estrogénio e progesterona que atuam no estimulo da
proliferacdo celular e, consequentemente, podem propiciar o
aparecimento ou crescimento de tumores (INCA, 2011). Na Tabela 4
estdo apresentadas as analises de associacdo entre estes e outros fatores
de risco para o desenvolvimento do cancer de mama.
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Tabela 4: Associacdo dos fatores de risco entre pacientes e controles com o desenvolvimento do cancer de mama, calculos de
associagéo (OR), valores de p e intervalo de confianga (IC, 95%)

Fator de risco Pacientes (n) Controles (n) OR p IC (95%)
Menarca precoce
<12 anos 43 35
>12 anos 187 166 1,091 0,826 0,648-1,838
Total de Individuos 230 201
Habito tabagista
Sim 75 38
Néo 153 186 2,399 0,000* 1,503-3,839
Total de Individuos 228 224
Idade da primeira gestacéo
Depois dos 30 anos 20 20
Antes dos 30 anos 188 152 0,808 0,639 0,400-1,634
Total de Individuos 208 172
Uso de contraceptivo
>5anos 120 80
<5 anos 108 121 1,681 0,011* 1,124-2 514
Total de Individuos 228 201
Amamentacao
<6 meses 107 73
>6 meses 121 127 1,538 0,037* 1,025-2,311
Total de Individuos 228 200
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Fator de risco Pacientes (n) Controles (n) OR p IC (95%)
Historico familial
Sim 102 52
Néo 128 149 2,283 0,000* 1,487-3,511
Total de Individuos 230 201
Terapia de reposi¢do hormonal
Sim 38 25
Néo 190 175 1,400 0,282 0,786-2,502
Total de Individuos 228 200
Menopausa
>55 anos 10 3
<55 anos 130 152 3,897 0,058 0,963-18,279
Total de Individuos 140 155
Nuliparidade
Sim 26 33
Néo 202 168 0,025 0,000* 0,014-0,045
Total de Individuos 228 201

Andlise de associagdo (HDS Epimax).; n= nimero amostral; OR= odds ratio; IC= intervalo de confian¢a de 95%; p= valor de

p. Os valores significativos estdo anotados com *.
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Menarca precoce (<12 anos) e menopausa tardia (> 55anos)
podem aumentar o risco de uma mulher desenvolver cancer de mama,
pela exposicdo a hormonios reprodutivos produzidos por seu corpo
(ACS, 2011). No presente estudo a andlise de associacdo da menarca
precoce e da menopausa tardia apresentaram resultados ndo
significativos (OR = 1,091; IC 95% 0,648-1,838; p = 0,826 ¢ OR =
3,897; IC 95% 0,963-18,279; p = 0,058, respectivamente). Porém, cabe
ressaltar que o valor de p, quando da analise do fator menopausa, se
aproximou da significancia e o risco foi de quase quatro vezes mais
chances de desenvolver o cncer de mama.

Numero de ciclos menstruais aumentados devido a nuliparidade
aumenta a probabilidade de desenvolvimento do cancer de mama
(HENDERSON e FEIGELSON, 2000). Quanto maior o numero de
gestacfes menor o risco da mulher desenvolver cancer de mama, assim
como para mulheres que engravidam a primeira vez depois dos 30 anos
de idade (ACS, 2011). No presente estudo, quando foi analisado o fator
nuliparidade entre pacientes e controles, encontrou-se um resultado
significativo (OR = 0,025; IC 95% 0,014-0,045; p = 0,000). Este
resultado indica que a nuliparidade apresenta um efeito de protecdo para
o0 cancer de mama, diferentemente dos dados da literatura. Entretanto,
como comentado anteriormente, o grupo de pacientes & composto por
mulheres usudrias do SUS e com nivel de escolaridade menor quando
comparado com o grupo controle. Assim, o fato de o grupo de pacientes
ter menor quantidade de nuliparas que o grupo controle pode ser
explicado pelo menor nivel de escolaridade que, consequentemente, esta
associado ao menor acesso a informagdo, a préatica de planejamento
familiar e as préaticas contraceptivas (DINIZ, 2010). Com relagdo ao
fator de risco idade da gravidez depois dos 30 anos, néo foi encontrada
associacdo significativa (OR = 0,808; 1C 95% 0,400-1,634; p = 0,639).

O uso prolongado de contraceptivos orais e de terapia de
reposicdo hormonal (TRH), com estrogénio e progesterona combinados,
aumenta o risco de desenvolver e de morrer de cAncer de mama. O risco
também é maior para as mulheres que iniciam a TRH logo ap6s o inicio
da menopausa em comparacdo com aquelas que iniciam mais tarde
(ACS, 2011; BERAL, 2011). Mulheres pés-menopausa com altos niveis
de hormdnios enddgenos, causados pelo uso de TRH, tém cerca de duas
vezes mais risco de desenvolver cancer de mama em comparagdo com
mulheres com niveis mais baixos (KEY et al., 2002, TAMIMI et al.,
2007). No presente estudo, encontrou-se uma associagdo significativa
para o fator uso de contraceptivos orais (OR = 1,681; IC 95% 1,124-
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2,502; p = 0,011), com quase duas vezes mais chances de desenvolver
cancer de mama. Para o fator uso de TRH n&o foi observada uma
associacdo significativa (OR = 1,400; IC 95% 0,786-2,502; p = 0,282).

O fator amamentagdo, principalmente prolongada (mais de 6
meses), é considerado protetor para o desenvolvimento do cancer de
mama. Este efeito pode estar associado ao menor tempo de exposicéo a
acdo de hormdnios sexuais que se encontram diminuidos no periodo de
lactacdo (INCA, 2011; INUMARU et al., 2011). Isso foi confirmado no
presente estudo, onde esta andlise apresentou um resultado significativo
(OR = 1,538; IC 95% 1,025-2,311; p = 0,037), que representa uma
associacdo positiva da amamentacdo por menos de 6 meses com um
risco de quase duas vezes nas chances de desenvolver o céncer de
mama.

Mulheres com histérico familial de céncer de mama,
especialmente em parentes de primeiro grau (mae, irmd, filha, pai ou
irm&o), tém um maior risco de desenvolver cancer de mama. O risco
aumenta se mais de um parente é acometido com a doenca. O risco de
desenvolver cancer de mama é de cerca de 2 vezes maior em mulheres
com um parente afetado, cerca de 3 vezes maior para mulheres com dois
parentes afetados e de quatro vezes maior para mulheres com trés ou
mais parentes afetados. O risco aumenta também, quanto mais jovem for
0 parente acometido (ACS, 2011; INCA, 2011). No presente estudo, o
fator possuir historia familial de céncer de mama apresentou um
resultado altamente significativo (OR = 2,283; IC 95% 1,487-3,511; p =
0,000) e o fator estd associado a um risco de mais de duas vezes no
desenvolvimento do cancer de mama.

A exposicdo ao tabaco é um dos fatores de risco mais estudados,
mas a relagdo entre cancer de mama e tabagismo ainda permanece
controversa. Mulheres regularmente expostas ao cigarro apresentaram
um aumento no risco de desenvolver cancer de mama, em OpoSicao
aquelas que nunca se expdem ao tabaco (JOHNSON, 2005). Um estudo
feito com quase 80 mil mulheres nos Estados Unidos da América
descobriu que fumantes apresentavam um risco 16% maior de
desenvolver cancer de mama do que aquelas que nunca fumaram (LUO
et al., 2011). Neste trabalho foi encontrada associacdo positiva para o
habito tabagista, com mais de duas vezes mais chances em desenvolver
cancer de mama (OR = 2,399; IC 95% 1,503-3,839; p = 0,000).

Um recente estudo relacionou diversos fatores de risco para o
carcinoma de bexiga urindria. Resultados indicaram diferencas nos
padrdes de danos ao DNA entre pacientes que fumavam e pacientes que
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ndo fumavam e, consequentemente, uma expressdo tumoral diferenciada
(Castelli et al., 2008). Neste estudo buscou-se entender a relagéo entre o
habito tabagista e outros fatores de risco e o desenvolvimento de
tumores de diferentes agressividades (Tabela 5). Para isso foi utilizada a
classificacdo de Elston, que considera como grau | os tumores bem
diferenciados, grau Il os levemente diferenciados e grau Il os pouco
diferenciados (ELSTON e ELLIS, 1991). Para as anélises de associacdo
com fatores de risco positivos, os tumores foram divididos tomando-se
por base o grau | comparado com os graus Il e 11l. Um estudo feito no
Brasil identificou que tumores grau histoldgico Il e Il tém pior
sobrevida que tumor grau | (FARIAS et al., 2005). Nenhuma associagao
significativa foi observada, porém, cabe resaltar a importancia de
aumentarmos o nimero das amostras com classificagdo tumoral para
futuras anélises.

4.2.4 Associacdo considerando hapl6tipos e combinagdes
haplotipicas

A associacdo com os hapldtipos e combinagdes haplotipicas
observada nos diferentes grupos, caso e controle estdo descritos na
Tabela 6. Quatro haplétipos foram encontrados entre os individuos
genotipados considerando o polimorfismo 14pb*In/Del da 3’ UTR do
HLA-G e a insercdo AluyHG: *In-Presenca, *In-Auséncia, *Del-
Presenca e *Del-Auséncia.
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Tabela 5: Associacdo dos fatores de risco positivos para o cAncer de mama e o Grau de Elston, usando célculos de associa¢do (OR),
valores de p e intervalo de confianga (IC, 95%).

Grau de Elston Tabagista(n) Na&o tabagista (n) OR p IC (95%)
| 4 8
I+ 111 22 35 0,795 0,989 0,175-3,426
Total de Individuos 26 43
Amamentou Amamentou o
<6 meses(n) >6 meses (n) OR P IC (95%)
I 6 6
1+ 11 29 29 1,000 1,000
Total de Individuos 35 35
Contraceptivo Contraceptivo o
>5 anos(n) <5 anos(n) OR P IC (95%)
| 9 3
I+ 111 30 27 2,700 0,272 0,578- 14,194
Total de Individuos 39 30
Com historico Sem historico o
familial (n) familial (n) OR P IC (95%)
I 2 10
1+ 11 29 30 0,207 0,080 0,028- 1,149
Total de Individuos 31 40

Anadlise de associacdo (HDS Epimax).; n= nimero amostral; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga de 95%; p= valor de

p.
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Tabela 6: Hapldtipos considerando os polimorfismos 14pb*In/Del da 3°UTR do HLA-G e AluyHG, para as populagdes de casos e
controle, frequéncias, calculos de associacdo (OR) entre os haplétipos e o desenvolvimento de cancer de mama, valores de intervalo
de confianca (IC, 95%) e p.

Amostra Hap. Ca. f Co. f OR p IC Cﬁ;”pb' Ca f Co. f OR p IC

18 0,059 20 0,066 0,894 0,867 0,441-1806 11 3 0020 4 0,026 0,745 1,000 0,130-4,017

100 0,329 112 0,368 0,840 0,350 0,593-1,1900 22 31 0,204 27 0,178 1,186 0,661 0,644-2,188
50 0,164 54 0,178 0,911 0,746 0,585-1,420 33 8 0,063 12 0,079 0,648 0,488 0,234- 1,766
136 0,448 118 0,388 1,276 0,162 0,912-1,786/ 44 38 0,250 21 0,138 2,079 0,020* 1,111- 3,911
12 11 0,072 9 0,059 1,240 0,817 0,460- 3.368
13 1 0,007 3 0,020 0,329 0,614 0,013- 3,585
14 0 0000 O 0,000 1,000 1,000 -

23 0 0,000 0 0,000 1,000 1,000 -

24 27 0,178 49 0,322 0,454 0,006* 0,256- 0,803
34 33 0,216 27 0,178 1,284 0,471 0,702- 2,353

Total 304 304 Total 152 152

n= ndmero amostral; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga; p= valor de p; f= frequéncia; Ca. = casos; Co. = controles; Hap.=
Hapldtipos; Comb. Hap.= Combinacbes Haplotipicas; 1= *In/ Presenca; 2= *In/ Auséncia; 3= *Del/ Presenca; 4= *Del/ Auséncia. Os
valores significativos estdo anotados com *.

A w NN -

Casos x Controles
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Alelos de HLA-G que propiciam uma elevagdo da sua expressao
sdo preferencialmente detectados em tecidos tumorais, pois favorecem o
escape tumoral e, portanto, sdo associados a céanceres de mau
progndstico (LAMPEN e VAN HALL, 2011). Apds as analises foram
encontradas associagbes do polimorfismo e o risco de desenvolver
cancer de mama para o alelo 14pb*In OR=1,404 (p=0,019;
1C95%=1,055-1,870) e o gendtipo 14pb*In/In OR=2,218 (p=0,004;
1C95%=1,276-3,870). Também se encontrou protecdo  ao
desenvolvimento da patologia 14pb*Del/Del+14pb*In/Del OR=0,451
(p=0,004; 1C95%=0,258-0,784).

Na analise dos haplotipos formados pelos polimorfismos
14pb*In/Del e AluyHG ndo houve nenhuma associacdo significativa.
Levando em consideracdo as combinacGes haplotipicas foi encontrada
associacdo para *Del-Presenga/ *Del-Presenca (OR= 2,079; 1C95%=
1,111-3,911; p= 0,020) e *In-Auséncia/ *Del-Presenca (OR= 0,454;
1C95%= 0,256-0,803; p= 0,006).

4.2.5 Desequilibrio de ligacdo entre 3>UTR HLA-G 14pb*In/Del e
AluyHG

Os dois marcadores analisados neste trabalho estdo na regido do
MHC, sendo que a insercdo AluyHG estd muito proxima do gene HLA-
G, como mencionado anteriormente. Testou-se, neste trabalho, se os
alelos do locus AluyHG segregam, ou nédo, de forma independente dos
alelos do locus HLA-G 14pb*In/Del. A analise de desequilibrio de
ligacdo considerando os marcadores na populagcdo estudada néo
apresentou resultado estatisticamente significativo (p= 0,578). Assim, o
resultado indica que os loci estdo segregando independentemente, ou
seja, ndo estdo em desequilibrio de ligacdo. Porém, este resultado ndo
era esperado e deve ser repetido em outras amostras, de forma a
estabelecer melhor o padrdo de desequilibrio de ligagdo desta regido.
Portanto, para esta amostra, o polimorfismo AluyHG ndo pode ser
utilizado como marcador genético para o polimorfismo 14pb*In/Del.

4.2.6 Frequéncia dos alelos da insercdo AluyHG em diferentes
populacdes

Neste estudo observou-se uma frequéncia de 0,71 para o alelo
*auséncia da insercdo e de 0,29 para o alelo *presenca da insergéo,
guando utilizou-se os resultados de todos os individuos (n° de amostras=
464). Em um estudo no Brasil, as frequéncias dos alelos da inser¢éo

58



HAUSMANN, L.D. 2012 Resultados e discussado

AluyHG foram semelhantes a encontrada em Brasilia (inser¢do=0,24 e
auséncia=0,76 — n=105), assim como na comunidade afroderivada
remanescente de quilombo de Kalunga (inser¢do= 0,30 e auséncia= 0,70
—n=61) (SILVA, 2012).

O mesmo padrdo foi observado em populacbes ndo brasileiras
genotipadas para esse marcador (Tabela 7). Em trés populacdes
africanas (Khoi, Seleke San e Kung San) analisadas no trabalho de
KULSKI e DUNN (2005) as frequéncias do alelo *presenca da insercéo
foram ainda menores. Isto é, em todos os estudos, incluindo o presente,
o0 alelo mais frequente é a auséncia de insercdo. Como a condigdo
ancestral do locus é a auséncia de inser¢do, esse resultado era esperado,
principalmente pelo fato dessas insercfes serem mais recentes no
genoma humano (SILVA, 2012).
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Tabela 7: Frequéncias dos alelos e gen6tipos de AluyHG em diferentes populagdes.

Presenca/  Presenga/  Auséncia/

Populagao n Presenca  Auséncia Presenca  Ausncia  Auséncia Referéncia
Santa Catarina 464 0,29 0,71 0,08 0,42 0,50 Presente estudo
Brasilia 105 0,24 0,76 0,06 0,36 0,58 SILVA, 2012
Kalunga 61 0,30 0,70 0,09 0,42 0,49 SILVA, 2012
Australianos 105 0,30 0,70 0,09 0,42 0,49 KULSKI e DUNN, 2005
Japoneses 99 0,27 0,73 0,07 0,40 0,53 KULSKI e DUNN, 2005
Norte Tailandia 192 0,29 0,71 0,09 0,41 0,50 KULSKI e DUNN, 2005
M ongélia 41 0,22 0,78 0,05 0,34 0,61 KULSKI e DUNN, 2005
Khoi 43 0,13 0,87 0,02 0,22 0,76 KULSKI e DUNN, 2005
Seleke San 60 0,03 0,97 0,00 0,06 0,94 KULSKI e DUNN, 2005
Kung San 42 0,07 0,93 0,01 0,13 0,86 KULSKI e DUNN, 2005
Caucasianos 173 0,25 0,75 0,06 0,38 0,56 KULSKI etal., 2011
Japoneses 97 0,32 0,68 0,10 0,44 0,46 KULSKI et al., 2011
Afro-americanos 94 0,21 0,79 0,04 0,33 0,63 KULSKI et al., 2011
Maonan (sul da China) 108 0,30 0,70 0,09 0,42 0,49 YAO etal., 2009
Han (sudoeste da China) 103 0,33 0,67 0,11 0,44 0,45 YAO et al., 2009
Wa (sudoeste da China) 118 0,30 0,70 0,09 0,42 0,49 YAO etal., 2009
Jinuo (sudoeste da China) 108 0,27 0,73 0,07 0,40 0,53 YAO etal., 2009
G“'puzcoés(gggthea;’a 102 0,31 0,69 0,10 0,43 047  GARCIA-OBREGON etal., 2012
Navarre (norte da Espanha) 101 0,35 0,65 0,12 0,45 0,43 GARCIA-OBREGON et al., 2012
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Através das andlises e resultados apresentadas neste estudo,
conclui-se que:
- O nimero de amostras do LAPOGE foi ampliado.
- As técnicas para genotipagem do polimorfismo AluyHG foram
otimizadas.
- Este foi o primeiro trabalho que verificou as frequéncias do
polimorfismo AluyHG em amostras dos estado de Santa Cataria.
- Este trabalho foi o primeiro estudo que relacionou o polimorfismo
AluyHG com o desenvolvimento do cancer de mama.
- Os fatores de risco analisados e que mostraram associagdo positiva
para o cancer de mama foram: habito tabagista, uso de contraceptivos
orais, amamentacdo por menos de 6 meses e possuir historico familial.
O fator de risco nuliparidade mostrou protecéo para o cancer de mama,
diferentemente de estudos atuais.
- Os dados epidemiolégicos analisados juntamente com o polimorfismo
ndo mostraram estar associados significativamente com o céncer de
mama.
- Nédo houve associagdes significativas com o cancer de mama ao
analisar os haplotipos entre os polimorfismos AluyHG e 14pb*In/Del da
3’UTR do gene HLA-G.
- Quando foram analisadas as combinacfes haplotipicas entre os
polimorfismos encontrou-se associacdo para *Del-Presenca/ *Del-
Presenca (OR= 2,079; 1C95%= 1,111-3,911; p= 0,020) e *In-Auséncia/
*Del-Presenca (OR= 0,454; 1C95%= 0,256-0,803; p= 0,006).
- Os dois polimorfismos ndo estdo em desequilibrio de ligacdo para esta
amostra, portanto AluyHG ndo parece ser um bom marcador para o
polimorfismo 14pb*In/Del da 3’UTR do gene HLA-G.
- Qutros estudos de associagcdo de AluyHG e HLA-G com céncer de
mama devem ser realizados de forma a esclarecer melhor o padrdo de
ligacdo desta regido gendmica auxiliando na busca de loci marcadores.
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ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido individuos-
controles

Uniersidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologiae Genética/CCB
Laboratério de Polimorfismos Genéticos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INDIVIDUOS-CONTROLES

Projetos de Pesquisa: “Cancer de mama: avaliagdo de pardmetros
informativos para diagndstico e prognostico na populacdo do estado de
Santa Catarina”, “Genética da autoimunidade: polimorfismos em LuUpus
Eritematoso Sistémico e Artrite ReumatOide em pacientes de Santa
Catarina” e “Estudo Genético e Epidemiolégico em Pacientes com
Psoriase no Estado de Santa Catarina”

Informagcdes: Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina
estdo desenvolvendo projetos de pesquisa para avaliagdo de fatores
genéticos, doencas e habitos alimentares e pessoais que podem estar
associados ao aparecimento do cancer de mama e doencas
autoimunes. Para isto pedimos sua colaboracdo e permissdo para fazer
parte do grupo controle e para extrairmos de parte de seu material
bioldgico, uma quantia pequena de DNA (molécula que contém os
genes, que sdo as informagdes de suas caracteristicas biologicas). O
DNA serd analisado no laboratério para tentarmos descobrir se ha
relacdo entre alguns genes, propostos nos atuais projetos (ligados ao
metabolismo de horménios sexuais, de substéncias estranhas ao
organismo, relacionados ao reparo de DNA e sistema imune) e o
aparecimento destas doengas. A amostra coletada nesta ocasido podera
ser utilizada em possiveis futuros projetos que envolvam testes
genéticos, aprovados pelo sistema CEP/CONEP, desde que receba
novamente sua autorizacdo, apds um novo contato. Deixamos claro que
sua participacdo é voluntaria. A equipe agradece antecipadamente sua
colaboragdo e se coloca a sua disposicdo para responder qualquer
pergunta que vocé queira fazer, e esclarecer quaisquer ddvidas que
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porventura aparecam. Para isso vocé pode telefonar para o nimero (48)
3721-9804 e conversar com a Profa. Dra. lliada Rainha de Souza ou
seus orientandos.

Procedimentos: Caso vocé concorde em participar, vocé ira preencher
um questionadrio para sabermos seus dados pessoais (COmo nome,
endereco e telefone) e ird assinar um termo de consentimento livre e
esclarecido para que possamos utilizar seus dados pessoais e material
bioldégico nestas pesquisas. Também precisaremos tirar um pouco de
sangue numa seringa. O DNA extraido das amostras coletadas sera
guardado no Laboratério sob responsabilidade da coordenadora do
projeto.

Entraremos em contato pelo telefone fornecido o mais breve possivel
para realizarmos um novo questiondrio de duracdo méxima de 20
minutos. Este questiondrio ir4 conter dados como seus hébitos
alimentares e pessoais, histdrico reprodutivo e histérico clinico,
essenciais para o desenvolvimento das pesquisas.

Riscos: A coleta de sangue é um procedimento normal para a realizacdo
de varios exames. O aparecimento de mancha roxa ou dor no local da
espetada da agulha podem ocorrer sem representar maiores
preocupagdes. As informagdes coletadas, bem como os resultados das
analises genéticas serdo mantidas em sigilo e serdo utilizadas somente
pela equipe da pesquisa.

Custos: Vocé ndo precisara pagar nada para fazer parte deste estudo.
Beneficios: Vocé ndo tera nenhum beneficio direto ao participar desta
pesquisa, mas os resultados deste estudo poderdo no futuro proporcionar
novas alternativas para prevengdo do cancer de mama e doencas
autoimunes, e para identificacdo de pessoas que tem risco de
desenvolver essas doengas, podendo beneficiar muitas outras pessoas.

Assinaturas:

Pesquisador responsavel

Floriandpolis, [/ [

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO
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Eu, ,
fui esclarecido(a) sobre as pesquisas “Cancer de mama: avaliacdo de
parametros informativos para diagndstico e progndstico na populacdo do
estado de Santa Catarina”, “Genética da autoimunidade: polimorfismos
em lipus eritematoso sistémico e artrite reumat6ide em pacientes de
Santa Catarina” e “Estudo Genético e Epidemioldgico em Pacientes com
Psoriase no Estado de Santa Catarina” e concordo que meus dados
sejam utilizados na realizacdo das mesmas.

Floriandpolis,

Assinatura: RG:
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido pacientes

Uniersidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologiae Genética/CCB
Ambulatério de Der matologia/Psoriase — Hospital Nereu Ramos
Estudo Genético e Epidemiol 6gico em Pacientes com Psoriase no Estado de
Santa Catarina

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “Cincer de mama: avaliacio de pardm etros
informativos para diagndstico e progndstico na populagéo do
estado de Santa Catarina”

Informagdes:

Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina estdo
desenvolvendo um projeto de pesquisa para avaliagdo de fatores
genéticos, doencas e habitos alimentares e pessoais que podem estar
associados ao aparecimento do cancer de mama. Para isso, pedimos a
sua colaboracdo e permissdo para extrairmos de parte de seu material
bioldgico, uma quantidade pequena de DNA (molécula que contém os
genes, onde estdo as informacdes de suas caracteristicas bioldgicas). O
DNA extraido sera analisado no laboratério para tentarmos descobrir se
ha relacdo entre alguns dos genes propostos no atual projeto (ligados ao
metabolismo de horménios sexuais e de substdncias estranhas ao
organismo, ao reparo de DNA, etc.) e o aparecimento dessa doenca. A
amostra coletada nesta ocasido podera ser utilizada em projetos futuros
aprovados pelo sistema CEP/CONEP (Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa), desde que receba novamente sua autorizagdo, apds um novo
contato. Deixamos claro que sua participacdo € voluntéria, e que néo
havera influéncia no seu atendimento e tratamento. A equipe agradece
antecipadamente sua colaboracdo e se coloca a sua disposicdo para
responder qualquer pergunta que vocé queira fazer ou esclarecer
qualquer davida que porventura apareca. Para isso vocé pode telefonar
para 0 nimero (48) 3721-9804 ou (48) 3721-5154 e conversar com a
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Profa. Dra. Iliada Rainha de Souza ou com a Profa. Dra. Cecilia Menks
Ribeiro.

Procedimentos:

Caso vocé concorde em participar, vocé ira responder um questionario
de duracdo aproximada de 15 minutos, para sabermos se vocé teve
outras doengcas, se outras pessoas na sua familia tiveram cancer, etc.
Também precisaremos de um pedadinho do tumor que sera retirado pelo
médico na hora da cirurgia e coletar um pouco de sangue em uma
seringa.

O DNA extraido das amostras coletadas sera guardado no Laboratério
sob responsabilidade da coordenadora do projeto.

Riscos:

A coleta de sangue e a retirada do tumor sdo procedimentos normais
para o tratamento da sua doenca. O aparecimento de mancharoxa ou dor
no local da espetada da agulha podem ocorrer sem representar maiores
preocupagdes. As informagdes coletadas, bem como os resultados das
analises genéticas serdo mantidas em sigilo e serdo utilizadas somente
pela equipe da pesquisa.

Custos:
Vocé ndo precisara pagar nada para fazer parte desse estudo.

Beneficios:

Vocé néo terd nenhum beneficio direto ao participar dessa pesquisa, mas
0s resultados desse estudo poderdo no futuro proporcionar novas
alternativas para prevencdo do céancer, e para identificacdo de pessoas
que tem risco de desenvolver a doenga, beneficiando assim muitas
outras pessoas.

Floriandpolis, de de

Nome e Assinatura do responsavel:
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DECLARAGCAO DE CONSENTIMENTO

Eu, ,
fui esclarecido(a) sobre as pesquisas “Céancer de mama: avaliagdo de
parametros informativos para diagndstico e progndstico na popula¢do do
estado de Santa Catarina”, “Genética da autoimunidade: polimorfismos
em lipus eritematoso sistémico e artrite reumat6ide em pacientes de
Santa Catarina” e “Estudo Genético e Epidemiologico em Pacientes com
Psoriase no Estado de Santa Catarina” e concordo que meus dados
sejam utilizados na realizagdo das mesmas.

Floriandpolis,

Assinatura: RG:
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ANEXO C - Questionario individuos-controles

Uniersidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologiae Genética/CCB
Laboratério de Polimorfismos Genéticos

QUESTIONARIO
INDIVIDUOS-CONTROLES

Dados Pessoais:
Data: [/ [

Nome:

Endereco:

Cidade: Telefone Residencial:

Telefone Trabalho: Celular:

Idade: __ Sexo: () M () F Data de nascimento:

Estado Civil: Tipo de sangue:

Profisséo: Aposentado: () Sim (
)Néo

Escolaridade:

() analfabeto () 1° grau incompleto ()1°
grau completo

() 2° grau incompleto (') 2° grau completo () superior
incompleto

() superior completo () pds graduacéao

Peso: Altura:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia:
Materna, Paterna

Etnia: () Euro descendente () Afro descendente

() Asiatico descendente ( )Indigena descendente
Cor da pele: () negra () mulata () amarela () branca
Observacoes:

Dados Familiares:
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Nome do pai:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia do pai:
Materna, Paterna

Profisséo:

Nome da mée:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mae:
Materna Paterna

Profisséo:

Possui Irméos: () Sim () Ndo Quantos:

Possui filhos: (') Sim () Nao Quantos:

Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ()Sim ()N&o

Frequéncia: () Todos os dias ()Fim de semana

() Esporadicamente (Festas)

Quantidade (copos 200ml):

Que tipo de bebida alcodlica ingere mais frequentemente?

() Cerveja ( ) Vinho ( ) Cachaca ( ) Outro

Que tipo de bebida alcodlica nunca ingere?
() Cerveja ( ) Vinho ( ) Cachagca ( ) Outro

Pratica EXERCICIOS FiSICOS? () Sim ( )N&o
Tipo:
Quantidade: () menos de 30 min () 30 min () 1h () mais de 1 h
Frequéncia: () 1x semana () 2-3x semana ( )4-6x semana

() Todo os dias () Menos de 1x semana

Vocé FUMA? ()Sim () Nao  Vocé ja FUMOU? ( )Sim () Néo
Tipo: ( ) Cigarro ( ) Charuto ( ) Cachimbo ( ) Outro

Quantidade e Frequiéncia (n° de cigarros por dia):
Tempo que fuma ou fumou:
Ha quanto tempo parou:

Histérico Hormonal e Reprodutivo
Idade da MENARCA.:
MENOPAUSA: () Sim () Nao ldade:
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HISTERECTOMIA: () Sim () N&o
PARIDADE:
N° de gestacoes Idade da 12 gestacdo__
Ne° de filhos () nulipara N:
Abortos () P () EN:
Amamentou: () Sim () Ndo Tempo total (meses):
TRAT. HORMONAL:
Utiliza AC? ()Sim () Nédo Ja utilizou AC? ()Sim () Néo
Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel) do AC:
Tempo que usa ou usou AC:;
Ha quanto tempo parou?
Faz TRH? ()Sim () Néo Ja fez TRH? ()Sim () N&o
Nome do Horménio:
Tempo que faz ou fez TRH:
Ha quanto tempo parou?
() Outros hormdnios Tempo total:
Observacoes
Histérico Médico
Caso de CANCER pessoal? ( )Sim () N&o
Tipo:
Casos de CANCER DE MAMA na familia? ( )Sim () N&o
Grau de Parentesco: () filha () irma () mée () avd

() tia materna 1° grau () tia paterna 1° grau

() prima materna 1° grau () prima paterna 1° grau

() Outros
Casos de CANCER de outro tipo na familia? ( )Sim () N&o
Grau de Parentesco e tipo:

Caso de TUMOR BENIGNO pessoal? ( )Sim () Nao
Local:

Caso de DOENCA AUTOI MUNE pessoal? ( )Sim () Nao
Qual?
Tempo de diagnostico:

Casos de DOENCA AUTOI MUNE na familia? ( )Sim () N&o
Grau de Parentesco e tipo:

Vocé tem alguma DOENCA CARDIOVASCULAR?: ()Sim () Nao

Qual? (s)
82




HAUSMANN, L.D. 2012 Anexos

HIPERTENSAO ARTERIAL: ( )Sim () Néo
HIPERCOLESTEROLEMIA: ()Sim () Néo
OSTEOPOROSE: ()Sim () Nao

DOENCA REUMATICA: ()Sim () N&o
DIABETES: ()Sim () N&o

ASMA: ()Sim () Nao

HIV:  ()Sim () Ndo () Nunca fez exame
HEPATITE: ()Sim () N&o () Nuncafez exame
DENGUE: ()Sim () Néo
TUBERCULOSE: ()Sim () Nao
DISTURBIO RENAL: ()Sim () Nao
DISTURBIO PULMONAR: ()Sim () N&o
DISTURBIO HEPATICO: ()Sim () N&o

Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: ( )Sim () Nao
Grau de parentesco:

Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: ( )Sim () Néo
Grau de parentesco:

OUTRAS DOENCAS?:
Alérgico a algum medicamento?
Alérgico a algum alimento?
Teve DEPRESSAO?
Utilizou ou utiliza alguma medicacao por longo tempo? () Sim () Nao

Nome do medicamento (dosagem e frequéncia) e tempo que utilizou:
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ANEXO D - Questionario pacientes cancer de mama

Uniersidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Bioldgicas

QUESTIONARIO — PACIENTES

IDENTIFICACAO

Data: _ /_/__ Coleta: (). SANGUE (). TUMOR

ENTREVISTADOR

_ ____MEDICO RESPONSAVEL
HOSPITAL

Dados Pessoais:

Nome:

Enderego:

Cidade: ______Telefone Residencial:

Telefone Trabalho: Celular:

Idade:  Sexo: (). M (). F Data de nascimento:

Estado Civil: Tipo de
sangue:

Profissdo: Aposentado: (). Sim ().Néo

Escolaridade: (). analfabeto (). 1° grau incompleto
(). 1° grau completo (). 2° grau incompleto
(). 2° grau completo (). superior incompleto
(). superior completo (). pds graduacao
Peso: Altura:
Cidade onde nasceu:
Ascendéncia: Materna Paterna
Etnia: (). Euro descendente (). Afro descendente
(). Asiéatico descendente ().Indigena descendente
Cordapele: (). negra (). mulata (). amarela (). branca
Observacdo:

Dados Familiares:
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Nomedopai:__
Cidade onde nasceu:
Ascendéncia do
Materna Paterna

pai:

Profissdo:

Nome da mde:
Cidade onde nasceu:
Descendéncia da

Materna Paterna
Profissdo:

Possui Irmdos: (). Sim (). Ndo Quantos:
Possui filhos: (). Sim (). Ndo Quantos:

Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ().Sim ().Nao

Frequéncia: (). Todos os dias ().Fimde semana
(). Esporadicamente (Festas).

Quantidade (copos 200ml).:

Que tipo de bebida alcodlica ingere mais frequentemente?
(). Cerveja (). Vinho (). Cachaga (). Outro

Que tipo de bebida alcodlica nunca ingere?

(). Cerveja (). Vinho (). Cachaga (). Outro

Pratica EXERCICIOS FISICOS? (). Sim ().Nao
Tipo:

Quantidade: (). menos de 30 min (). 30 min (). 1h (). mais de 1h
Frequéncia: (). 1xsemana (). 2-3x semana ( ).4-6x semana

()- Todo os dias (). Menos de 1xsemana

Vocé FUMA? ().Sim (). Néo Vocé ja FUMOU? ().Sim (). Ndo

Tipo: (). Cigarro (). Charuto (). Cachimbo (). Outro
Quantidade e Freqliéncia (n° de cigarros por dia).:

Tempo que fuma ou fumou:

Ha quanto tempo parou:

Historico Hormonal e Reprodutivo

Idade da MENARCA:
MENOPAUSA: ().Sim (). Ndo Idade:_
HISTERECTOMIA: (). Sim (). Ndo
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PARIDADE:

N° de gestacdes Idade da 1% estacdo__
N°de filhos (). nulipara N:___ _

Abortos ().P().EN___

Amamentou: (). Sim (). Nao Tempo total (meses).:

TRAT. HORMONAL:

Utiliza AC? ().Sim (). Ndo Ja utilizou AC? ().Sim
(). Néo

Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel). do AC:

Tempo que usa ou usou AC:
Ha quanto tempo parou?
Faz TRH? ().Sim (). Nédo JafezTRH? ().Sim (). Ndo
Nome do Horménio:

Tempo que fazou fez TRH:
Ha quanto tempo parou?

().Outros horménio Tempo total:

Obeservacoes:

Histérico Médico

Casos de CANCER DE MAMA na familia? ().Sim (). N&o
Grau de Parentesco: (). filha (). irma (). mée (). avo
(). tia materna 1° grau ().tia paterna1°grau (). prima
materna 1° grau (). prima paterna 1° grau
(). Outros___
Casos de CANCER de outro tipo na familia ou pessoal? ().Sim (). N&o
Grau de Parentesco e tipo:

Caso de TUMOR BENIGNO DE MAMA pessoal? ().Sim (). Ndo
Classificagéo:
HISTORICO do cancer de mama (versdo PACIENTE):
HISTORICO do cancer de mama (PRONTUARIO):
CLASSIFICACAO do tumor (bidpsia ap6s cirurgia):
(). Carcinoma ductal (). Invasivo

(). Carcinoma lobular (). “in situ”
()-Microcalcificagdes (). Doenca de Paget

(). Outro
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Resultado imunohistoquimica:

Vocé tem alguma DOENCA CARDIOVASCULAR?: ().Sim (). Ndo
Qual? (s).
HIPERTENSAO ARTERIAL: ().Sim (). Nao
HIPERCOLESTEROLEMIA: ().Sim (). Nado

OSTEOPOROSE: ().Sim (). Ndo

DOENCA REUMATICA: ().Sim (). N&o

DIABETES: ().Sim (). Nao

ASMA: ().Sim (). Néo

HIV: ().Sim (). N&o (). Nunca fezexame

HEPATITE: ().Sim (). N&o (). Nunca fezexame

DENGUE: ().Sim (). Néao

TUBERCULOSE: ().Sim (). Nao

DISTURBIO RENAL: ().Sim (). N&o

DISTURBIO PULMONAR: ().Sim (). Ndo

DISTURBIO HEPATICO: ().Sim (). Ndo

Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: ().Sim (). Ndo
Grau de parentesco:
Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: ().Sim (). Nao
Grau de parentesco:
OUTRAS DOENCAS?:_
Alérgico a algum medicamento?
Alérgico a algumalimento?
Teve DEPRESSAO?
Utilizou ou utiliza alguma medicacdo por longo tempo? (). Sim (). Nao
Nome do medicamento (dosageme freqliéncia). e tempo que utilizou:
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