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Resumo

Introduc¢éo: O cancer de mama ¢ a neoplasia mais comum em mulheres de todo o
mundo. Varios sdo os fatores de risco para esse cancer: sexo, idade, indice de massa corporal
(IMC), terapia hormonal, historia familiar, mutagdes genéticas entre outras.

A grande maioria dos tumores de mama ¢ caracterizada como carcinomas e podem
ter origem em ductos ou lébulos. A avaliacdo imunohistoquimica estd relacionada a
expressdo do receptor de estrogénio (RE) e receptor de progesterona (RP); expressdao do
receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), proliferacdo celular ou
auséncia de expressdo de qualquer receptor em membrana tumoral.

Os telomeros protegem as extremidades naturais dos cromossomos da perda de DNA
(acido desoxirribonucleico). A telomerase ¢ um complexo proteico ribonuclear (RNA e
proteinas) que neutraliza o encurtamento dos teldomeros.

Mutagdes pontuais recorrentes no promotor de TERT da telomerase foram
identificadas em uma série de canceres e o polimorfismo rs2242652 ¢ uma alteracdo de
nucleotideo nico e foi descrita associada ao risco de cancer de mama.

Objetivo: O objetivo desse trabalho ¢ analisar o polimorfismo TERT rs2242652 em
mulheres com cancer de mama e testar a correlagdo de tais dados com o progndstico e
varidveis clinicas diversas.

Métodos: O estudo foi conduzido como estudo clinico observacional constituido por
mulheres com cancer de mama. Era coletado amostra de sangue da paciente, feito extragao
do DNA e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e analisado os polimorfismos da
telomerase nessa populagdo. Para analise descritiva os dados planilhados foram utilizados na
construcdo de tabelas e graficos que foram qualitativamente estudados. As associagdes foram
analisadas por testes de correlagdo direta seguida de comparagdo de grupos compostos por
categorizacao.

Resultados e discussao: Cinquenta e quatro mulheres apresentaram polimorfismo do
gene hTERT da telomerase rs2242652. E foram divididos em dois grupos de acordo com o
alelo A ou G que conferiam as variantes génicas GA/AA e GG.

Foi constatado que o grupo GA/AA teve uma tendéncia a tumores mais agressivos,
apresentando 33% de triplo negativo e 22% de tumor com superexpressio de HER 2,
diferente do grupo GG: 19% triplo negativos e 10% com superexpressdo de HER2. Tumores
mais agressivos, T4, foram mais expressivos no grupo da variante génica GA/AA
representando 20% das pacientes, enquanto no grupo GG eram apenas 8%.

Conclusdo: Os dados encontrados nesse trabalho da relagdo do polimorfismo
rs2242652 do gene TERT da telomerase com o cancer de mama referem uma tendéncia de
tumores de pior prognostico se associarem a variante génica ligada ao alelo A desse gene,
porém ¢€ necessario um nimero amostral maior para confirmacao estatistica.

Palavras-chave: cincer de mama; telomerase; polimorfismo; rs2242652; TERT.



Abstract

Introduction: Breast cancer is the most common neoplasm in women around the
world. There are several risk factors for this cancer: sex, age, body mass index (BMI),
hormone therapy, family history, genetic mutations, among several others.

The vast majority of breast tumors are characterized as carcinomas and may originate
from ducts or lobules. Immunohistochemistry is related to the expressions of the estrogen
receptor (ER) and progesterone receptor (PR), as well as the expression of the human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2), cell proliferation or the absence of any
expression from receptors on the tumor membrane.

The telomeres protect the chromosomes natural endings from suffering DNA loss.
Telomerase is a ribonuclear protein complex (RNA and protein) that neutralizes telomeres'
shortening.

Recurrent point mutations in the 7ERT telomerase promoter have been identified in
several cancers, and the rs2242652 polymorphism is a single nucleotide change, and has been
described as associated with breast cancer risk.

Objective: The objective of this study is to analyze the TERT r1s2242652
polymorphism in breast cancer women and to test the correlation of such data with the
prognosis and various clinical variables.

Methods: The study was conducted as an observational clinical study of women with
breast cancer. A blood sample was collected from the patient and PCR was performed to
extract the DNA and to analyze the telomerase polymorphisms in this population. To ensure
a more descriptive analysis, the data was used in the construction of tables and graphs, that
were then studied in a qualitative manner. The associations were analyzed through direct
correlation tests and were followed by comparisons of categorization groups.

Results and discussion: Fifty-four women presented polymorphism of the
telomerase hTERT gene rs2242652. They were divided into two groups according to the A
or G allele that confer the GA / AA and GG gene variants.

It was found that the GA / AA group had a trend towards more aggressive tumors,
presenting 33% triple negative and 22% of tumors with HER2 overexpression, different from
the GG group: 19% triple negative and 10% HER2 overexpression. More aggressive T4
tumors, were more expressive in the GA / AA gene variant group representing 20% of the
patients, whereas in the GG group they represented only 8%.

Conclusion: The data found in this study on the telomerase TERT gene
polymorphism rs2242652 with breast cancer refers to a tendency found in tumors that have
a more severe prognosis, to associate with the gene variant linked to the A allele of this gene,
however a larger sample number is required for statistical confirmation.

Keywords: breast cancer; telomerase; polymorphism; rs2242652; TERT.
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1. Introdugao
1.1 Cancer de mama

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais comum em mulheres de todo o mundo. No
Estados Unidos ¢ o segundo cancer mais relacionado com 6bito na populagdo feminina (1)
no Brasil ¢ o primeiro. O Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima que em 2018 surgiram
cerca de 59.700 novos casos, sendo responsavel por 14.388 mortes (2).

As taxas de mortalidade por essa neoplasia vém diminuindo desde a década de 1970
(3). Isso acontece provavelmente devido, pelo menos em parte, ao melhor rastreio do cancer
de mama e terapia adjuvante mais eficiente.

O risco de cancer de mama aumenta com o avangar de idade principalmente acima
dos 50 anos (4). E ocorre 100 vezes mais em mulheres do que em homens. A maior taxa
desse cancer esta entre as mulheres brancas, embora continue sendo o ciancer mais comum
entre as mulheres de todos os grupos étnicos (5). Apesar disso, as mulheres negras
apresentam-se mais comumente com doenca localmente avancada (45% versus 35%). Muitas
diferencas étnicas nas taxas de cancer de mama sdo atribuiveis a fatores associados ao estilo
de vida e acesso a cuidados de satude (6).

A obesidade esta associada a um aumento global na morbi-mortalidade em todo o
mundo. No entanto, o risco de cancer de mama associado ao indice de massa corporal (IMC)
parece depender do status menopausal das mulheres (7). Essa associa¢do entre um maior
IMC e risco de cancer de mama na poés-menopausa pode ser explicada pelos altos niveis de
estrogénio resultantes da conversdo periférica de precursores de estrogénio (do tecido
adiposo) em estrogénio através da enzima aromatase ou pela hiperinsulinemia (8).

A estatura mais elevada estd associada a um maior risco de cancer de mama em
mulheres na pré e pds-menopausa. Van den Brandt et al, mulheres com mais de 175 cm de
altura tiveram 20% mais chances de desenvolver a doenga do que aquelas com menos de 160
cm de altura (9). O mecanismo subjacente a essa associa¢do ¢ desconhecido, mas pode refletir
a influéncia das exposi¢des nutricionais durante a infincia e a puberdade.

Os fatores hormonais sdo extremamente importantes na indu¢do neoplasica mamaria.
Altos niveis de estrogénio endogeno aumentam o risco de cancer de mama em mulheres na
pés-menopausa e na pré-menopausa (10).

Mulheres com tecido mamario denso, geralmente definido como tecido glandular que
compreendendo 75% da mama em mamografia (classe D), tém um risco quatro a cinco vezes
maior de cancer de mama em comparagdo com mulheres de idade semelhante, com menor
densidade (11). No entanto, isso ndo reflete maior mortalidade pela doenga (12).

O uso isolado de estrogénio exdgeno parece ndo aumentar o risco de cancer de mama
porém, em conjunto com a progesterona pode causar um aumento na divisao celular no tecido
mamario, levando a um acimulo de erros de DNA que podem promover uma maior
proliferacdo de células malignas (13). Além disso, sabemos que a atividade proliferativa da
mama em mulheres na pré-menopausa ¢ mais alta durante a fase lutea do ciclo menstrual,



uma época de aumento da secrecao de progesterona (14). E mulheres tratadas com terapia
combinada de estrogénio e progesterona tém aumento na densidade mamografica e maior
proliferacdo celular em bidpsias benignas da mama (15).

A idade precoce da menarca estd associada ao aumento do risco também. Mulheres
com menarca apds os 15 anos de idade tiveram maior probabilidade de desenvolver cancer
de mama positivo para receptor de estrogénio (RE) / receptor de progesterona (RP) em
comparagao com mulheres que tiveram o primeiro ciclo menstrual antes dos 13 anos de idade
(16).

O ntimero de gestagdes ¢ inversamente proporcional ao risco para desenvolvimento
do cancer de mama, sendo assim, as nuliparas apresentam o risco mais elevado. Mulheres
que engravidam mais velhas também tém um risco aumentado (17). Sabe-se ainda que ocorre
uma diferenciacdo celular completa na glandula mamaria durante e apds a gravidez, com a
formagao de lobulos tipo 4, que protege a mama por aumentar o nimero de lobulos bem
diferenciados (18).

A histoéria pessoal de carcinoma ductal in situ (CDIS) ou cancer de mama invasivo
prévios aumenta o risco de desenvolver tumor invasivo na mama contralateral. Um estudo
de 2010 usando dados do SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results Program) que
incluiu quase 340.000 mulheres com cancer de mama primdrio demonstrou que a incidéncia
de cancer de mama invasivo contralateral foi de 4% durante um acompanhamento médio de
7,5 anos (19).

A historia familiar de cancer de mama também ¢ um fator de risco importante e ¢
afetado pelo ntimero de parentes de primeiro grau do sexo feminino com cancer. Em uma
analise usando dados de mais de 50.000 mulheres com a doenga ¢ 100.000 controles, o risco
de cancer de mama aumentou quase o dobro se uma mulher teve um parente de primeiro grau
afetado e o triplo se ela tivesse dois parentes de primeiro grau afetados (20).

As mutacgdes genéticas herdadas que predispdem ao cancer de mama sdo raras.
Apenas 5 — 10% de todos os canceres de mama sdo diretamente atribuiveis a heran¢a de um
gene de suscetibilidade ao cancer de mama, como BRCA1, BRCA2, p53, ATM e PTEN (20).

Fatores de risco relacionados ao estilo de vida também devem ser destacados. O
tabagismo estd associado ao aumento do risco (21), bem como o consumo de alcool, que
mesmo em doses baixas mostrou-se um fator de preocupacao (22).

A exposicdo a radiacdo ionizante do térax em idade jovem, como ocorre com o
tratamento do linfoma de Hodgkin ou em sobreviventes de bomba atdmica ou acidentes em
usinas nucleares também estd associada a um risco aumentado de cancer de mama. As idades
mais vulnerdveis parecem estar entre 10 e 14 anos (23). Essas pacientes devem, inclusive,
iniciar o rastreamento mais precocemente.

Como fatores protetores destacam-se o aleitamento materno cuja magnitude depende
da duracdo da amamentacgdo (24), e a atividade fisica que oferece protecdo modesta contra o
cancer de mama, particularmente em mulheres pds-menopausadas (25).
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1.2 Rastreamento e diagndstico

O diagnostico do cancer de mama pode ser feito por detecg¢do de alteragdes clinicas
ou imaginolégicas. Toda mulher acima de 40 anos deve fazer anualmente a mamografia. Esse
¢ o exame de rastreamento preconizado para diagndstico precoce do tumor de mama (26).

A descricdo das lesdes encontradas em mamografia foi padronizada pelo sistema de
classificagdo Bi-Rads. Sendo 0 a categoria de lesdes inconclusivas, 1 — negativa para
malignidade, 2 — achados benignos, 3 — achados possivelmente benignos com probabilidade
menor que 2% de malignidade, 4 — achados que dependem de amostragem histopatologica
para diagndstico com probabilidade de 2 a 95% de chance de malignidade, 5 — achados
altamente sugestivos de malignidade com probabilidade maior que 95% e 6 — quando se faz
mamografia ja tendo conhecimento por biopsia prévia que existe uma lesdo maligna naquela
mama (27).

Quando a mamografia ndo ¢ conclusiva, podem ser feitos métodos complementares.
Um deles ¢ a ultrassonografia de mamas que é capaz de determinar se a lesdo de densidade
aumentada em mamografia ¢ solida ou cistica além de aumentar a precisdo na medida da
lesdo (28). Além de ser um bom exame para avaliacdo de linfonodos axilares.

Outro método de imagem complementar ¢ a ressonancia magnética que tem uma
sensibilidade maior que a mamografia, porém um especificidade menor (29), além de fazer
uma avaliacdao dindmica da lesdo com a inje¢do de contraste gadolineo.

O exame fisico feito pelo profissional de saude ou até mesmo o auto-exame das
mamas sdo aliados importantes no diagndstico do cancer de mama. Mas apenas 15% das
lesdes palpaveis ndo sdo detectadas mamograficamente (30).

Ap0s a suspeita de cancer de mama por exame fisico e/ou imagem ¢ necessario a
confirmac¢do histopatolégica. Os métodos de bidpsia de mama incluem bidpsia de puncao
cutanea (quando existe lesdo visivel em pele), aspiragao por agulha fina (PAAF), bidpsia por
agulha grossa e biopsia cirurgica. Em geral, a bidpsia percutdnea deve ser realizada como
abordagem de primeira linha, seguida de cirurgia definitiva.

A PAAF permite uma analise citologica. Pode ser feita com a palpagdo da lesdo ou
guiada por ultrassom, e seu resultado ¢ importante para diferenciar se as células coletadas
sugerem malignidade ou ndo (31).

A Puncao por agulha grossa acontece para que se possa retirar fragmentos do tumor
para uma analise histopatologica. Ela pode ser feita com agulha cortante ou por sistema a
vacuo. A agulha deve ser introduzida apds anestesia local, obedecendo o trajeto mais proximo
da pele até o tumor (32).

A biopsia cirrgica s6 deve ser usada se os outros métodos ndo puderem ser aplicados
ou foram inconclusivos. Ela pode ser incisional, retirando apenas uma pequena parte do
tumor ou excisional, retirando o tumor por completo (33).

Histopatologicamente, a grande maioria dos tumores de mama sdo de origem
epitelial, porém raras vezes algumas pacientes desenvolvem tumor no tecido conjuntivo
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mamario, como por exemplo o sarcoma que representa menos de 1% de todas as patologias
malignas da mama (34).

Os tumores epiteliais sdo caracterizados como carcinomas € podem ter origem em
ductos ou lobulos. Podem ser in situ, quando ndo invadem a membrana basal ou invasivos.

Os carcinomas mamadrios sdo divididos de acordo com suas especificidades
histologicas e possuem incidéncias populacionais assim descritas: Carcinoma ductal
infiltrante (CDI) - 76%; Carcinoma lobular infiltrante (CLI) — 8%; Carcinoma mistos (ductal
/ lobular) — 7%; mucinoso — 2,4%; tubular — 1,5%; medular — 1,2%; papilar — 1%; mataplasico
e micropapilar < 5% (35, 36).

Complementando a andlise histopatologica, se faz necessaria a analise
imunohistoquimica. Estudos de expressdo génica identificaram varios subtipos distintos de
cancer de mama que diferem acentuadamente no prognostico e nos alvos terapéuticos que
expressam (37). Sao conjuntos de genes relacionados a expressdo do receptor de estrogénio
(RE) e receptor de progesterona (RP); expressdo do receptor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2), proliferacao celular ou auséncia de expressdo de qualquer
receptor em membrana tumoral.

O cancer de mama tem origem por mutacdo em células da unidade ducto-tubular da
mama, em células tronco tumorigénicas que estdo nos lobulos tipo 1 indiferenciados (38).
Essa célula por sua vez pode tomar dois caminhos: Ou evolui para linhagem de células
epiteliais luminais, que expressam receptores de estrogénio, ou evolui para células basais
mioepiteliais, formando os tumores basaloides (39).

Esse processo ¢ complexo e sequencial podendo demorar anos e ocorre em trés etapas:
Iniciagdo, promog¢ao e progressao (40).

A iniciagdo, que depende da lesdo do DNA da célula matriz gerando o clone
modificado (41). Pode acontecer por translocacdo, quando segmentos cromossomicos ou
genes se inserem em outra parte do cromossomo segmentado; amplificacdo, que sdo
multiplas copias de alelos promovendo mais transcri¢ao; delecdo, que ¢ a perda completa ou
parcial de um gene ou segmento cromossdmico ou mutagdo pontual, que ¢ a alteracdo no
pareamento de bases. Estima-se que a muta¢do ocorra normalmente a cada 1.000.000
divisdes celulares, porém quando j& ha instabilidade genomica por inativacdo de vias de
reparo do DNA lesado, como o p53 ou BRCA 1 ou BRCA 2, essa taxa aumenta
consideravelmente.

A via das proteinas codificadas pelo p53 ndo-mutado ¢ importante para evitar a
evolucdo de células com DNA lesado. Ela inibe o ciclo célular na fase G2, regulando
apoptose e impedindo angiogénese. Quando o p53 apresenta mutacdo esse sistema fica
compromotido (42).

Os canceres de mama podem ser esporadicos (90 — 95%) ou hereditarios (5-10%) e
acontecem por perda de agdo dos genes supressores ou ativagdo dos proto-oncogenes. Nos
tumores ocasionais o gene supressor mais afetado ¢ o CDH1 e nos hereditarios sio o BRCA
1 BRCA 2.
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Nos canceres hereditarios a primeira mutagdo ¢ germinativa (ocorre em todas as
células do corpo ao nascimento) e a segunda ¢ somatica (s6 nas células tumorais). Nos
canceres esporadicos, as duas sao somaticas e verificadas apenas nas células do tumor.

A etapa da promogdo ocorre quando as células geneticamente modificadas passam a
se multiplicar estimuladas por fatores promotores, como por exemplo os fatores esteroides
(43).

A progressao acontece quando as células neoplasicas ja se desenvolveram a ponto de
formar um tumor inicial e invadiram a membrana basal subepitelial atingindo o estroma
subjacente.

A principal via de disseminagdo de células neoplasicas de mama ¢ a linfatica. Uma
vez dentro dos canaliculos linfaticos os €mbolos neopldsicos sdo transportados até o
linfonodo sentinela e a partir desse, pode atingir os outros linfonodos, podendo atingir o ducto
toracico a esquerda ou o ducto linfatico direito, atingindo atrio direito, pulmdes e podendo
metastizar par o corpo inteiro.

A metastase a distdncia compreende as etapas de embolizagdo intravascular, a
retencdo em determinados Orgdos, o extravasamento capilar seguido de infiltracdo e
reproducdo em sitio secundario (44).

A maioria dos casos de cancer de mama hereditdrio estd relacionada a sindrome
mama-ovario, que tem como principal genes mutados o BRCA 1 e o BRCA 2, porém esses
ndo sdo os unicos genes descritos que favorecem o aparecimento do cancer de mama.

Diretrizes da National Comprehensive Cancer Network (NCCN), do Colégio
Americano de Genética Médica e Gendmica e da Sociedade Nacional de Conselheiros
Genéticos fornecem critérios detalhados para identificar candidatos para aconselhamento
genético e possiveis testes para o cancer de mama e/ou ovario hereditario (45, 46):

Cancer de mama feminino diagnosticado antes de 50 anos; cancer de mama triplo-
negativo (TNBC) diagnosticou antes de 60 anos; dois ou mais canceres de mama primarios;
cancer de ovario ou de Falopio invasivo ou cancer peritoneal primario; cancer de mama
masculino; quaisquer tipos de cancer associados a sindrome mama-ovario,
independentemente da idade no diagndstico, e de ascendéncia judaica de Ashkenazi (centro
ou leste europeu); cancer de mama e um parente com cancer de mama diagnosticado abaixo
dos 50 anos ou cancer de ovario, ou dois parentes com cancer de mama, prdstata e / ou
pancredtico, diagnosticados em qualquer idade; variante patogénica de BRCA identificada a
partir da analise genomica do tumor, independentemente do tipo de tumor; pacientes incluem
aqueles com cancer de mama metastatico e cancer de pancreas, independentemente da
historia familiar (47); pacientes sem historia pessoal de cancer com uma variante patogénica
no BRCAI ou BRCA2 em um parente de primeiro grau bioldgico, pelo menos dois
individuos com primarias de cancer de mama do mesmo lado da familia com pelo menos um
diagnosticado antes de 50 anos, um parente de primeiro ou segundo grau com cancer de
mama antes de 45 anos ou histdria familiar de trés ou mais canceres relacionados a sindromes
de cancer hereditario.
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Outras sindromes hereditarias s3o: Sindrome de Li-Fraumeni que estd associada a
variantes patogénicas germinativas no gene da proteina p53 tumoral (TP53), e os portadores
tém maior risco de desenvolver multiplos canceres primarios na infancia ou na idade adulta
jovem (48). As neoplasias associadas, além do cancer de mama, incluem sarcomas, cancer
cerebral, leucemias, meduloblastoma e cancer adrenocortical.

A sindrome de Peutz-Jeghers ¢ rara e estd associada a variantes patogé€nicas no gene
da serina-treonina quinase 11 (STK11, também chamado de LKBI) (49). Sindrome de
Cowden ¢ a do gene supressor de tumores homologos a fosfatase e a tensina (PTEN).
Portadores tém riscos elevados para cancer de mama, endométrio e tireoide folicular (50).

A sindrome hereditaria do cancer gastrico difuso causada pela alteracdo do gene
CDHL, ¢ caracterizada por uma suscetibilidade ao cancer gastrico difuso em anel de sinete e
também estdo associadas ao desenvolvimento de cancer de mama lobular em mulheres, com
um risco cumulativo ao longo da vida estimado em 50% a 60% (51).

A mutacdo PALB?2 esté relacionada ao cancer de mama pois ele codifica uma proteina
que interagem com 0 BRCA2 o que ¢ crucial para as principais fun¢des de resposta ao dano
ao DNA, bem como para a atividade de supressao tumoral (52).

Os tumores hereditarios geralmente conferem perfis histopatologicos e
imunohistoquimicos mais agressivos, além de acometerem mulheres mais jovens. Entender
geneticamente o cancer de mama auxilia na prevencao nesses casos especificos.

1.3 Telomero e telomerase

Os telomeros que sdo estruturas especializadas no final dos cromossomos, compostas
de 4cido nucléico e componentes proteicos que mantém a integridade das extremidades dos
cromossomos, protegendo as extremidades naturais dos cromossomos da perda de DNA (53).
Sdo organizadas em sequéncias repetitivas de TTAGGG. Em humanos, o comprimento da
faixa de telomeros de fita dupla (ds) ¢ de cerca de 9 a 15 kb.

A cada divisao celular, 50 a 100 pares de bases deste DNA telomérico sao removidos
devido a replicag@o incompleta das extremidades 3'. Quando os teldmeros atingem um limiar
criticamente curto, a célula ndo consegue mais se dividir adequadamente e sofre apoptose ou
senescéncia (54). Na maioria das células somaticas, o encurtamento do comprimento dos
telomeros ¢ uma consequéncia normal do envelhecimento. Porém a enzima telomerase ¢
capaz de reestabelecer esse telomero permitindo que essa célula se perpetue por mais tempo
(55).

Essa telomerase ¢ um complexo proteico ribonuclear (RNA e proteinas) que
neutraliza o encurtamento dos teldomeros pela adigdo de DNA nas extremidades dos
cromossomos. E um complexo de seis proteinas conhecido como o telossoma, ou shelterin e
funcionam como uma plataforma para manutengao e protecdo do cromossomo.

Esse complexo proteico possui ligados diretamente ao telomero o TRF1 (TTAGGG
repeat binding factor 1), o TRF2 (TTAGGG repeat binding factor 2) e o POT1 (Protection
Of Telomeresl). As outras trés proteinas interagem com os telomeros através de interagdes
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proteina-proteina: TIN2 (Proteina Nuclear Interativa de TRF 2) liga as proteinas TRF1 e
TRF2 e também interage com TPP1 (Tripeptidil-peptidase 1), que ao mesmo tempo se liga a
POT1. Finalmente, RAP1 interage exclusivamente com TRF2 (56).

O TRF1 e TRF2 regulam negativamente o comprimento dos telomeros. A

superexpressao de TRF1 ou TRF2 in vivo induz um declinio gradual no comprimento dos
telomeros. A formagao da al¢a T foi proposta para envolver tanto o TRF1 quanto o TRF2. O
mecanismo baseado em T-loop para protecdo de telomeros poderia prever que tanto o TRF1
quanto o TRF2 sdo cruciais para a homeostase do comprimento dos teldmeros humanos (57).

A fungdo TRF1 € regulada por TIN2 e duas proteinas homologas, TANK1 e TANK?2.
A ligacdo do TRF1 as seqiiéncias de repeti¢des teloméricas ¢ aprimorada pelo TIN2. Uma
muta¢do na proteina TIN2 leva ao alongamento dos telomeros, sugerindo que o TIN2 ¢ um
regulador negativo do comprimento dos telomeros (58).

Quando o TRF2 ¢ inibido, 15% dos teldmeros sdo fundidos e o0 DNA telomérico
persiste no local da fusdo, demonstrando que a repeticdo do TTAGGG nao ¢ suficiente para
a integridade dos telomeros. Assim, o TRF2 protege os teldmeros criticos de fusdo fim-a-fim
e retarda a entrada da senescéncia. Parece que o status de prote¢do dos telomeros, além da
perda dos telomeros, ¢ importante para a entrada na senescéncia (59).

Shelterin complex
A TPP1

TIN2

3 AAT [T ismnnnnns 5

>20 kb TTAGGG repeats

50-300 nt

Figura 1: A: Telossoma ou sheltrin; B: T-loop
Int. J. Mol.Sci. 2018,19,482 (60)

A telomerase funcional ¢ composta pela proteina 7ERT (do termo em inglés
“telomerase reverse transcriptase”, ou transcriptase reversa da telomerase) e pelo
componente de RNA de telomerase (7TERC) que atua como um molde para a sintese de DNA.
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O produto do gene TERT contém trés dominios estruturais distintos: o0 dominio de ligacdo ao
RNA (TRBD), o dominio da transcriptase reversa e a extensao carboxi-terminal (CTE), que
representa o dominio putativo do polegar de TERT (61).

A expressao do ATERT (subunidade catalitica da telomerase humana) ¢ capaz de
restaurar o comprimento dos teldomeros, evitando o processo de senescéncia e tornando a
célula imortalizada. Esse processo ¢ vital para a manuten¢do de células replicantes no tumor,
j& que mantém a integridade dos telomeros e capacita tais células a dividirem-se
continuamente (61,62). A imortalizag¢do celular permite que os tumores crescam e d4 tempo
as células pré-cancerosas ou cancerosas para acumularem mutacdes adicionais. Na maioria
dos casos, se a telomerase for bloqueada nas células
cancerosas, seus telomeros encurtardo de novo sempre que se dividirem, levando a apoptose
ou a crise (63). Portanto, a telomerase caracteriza-se como uma enzima chave no processo
da carcinogénese, e potencial marcador molecular para prognostico de diversos tipos de
cancer.

A atividade da telomerase ¢ ausente na maioria dos tecidos somaticos humanos
normais mas ¢ frequentemente detectavel em quase todos os tipos de tumores, reforcando a
importancia da telomerase no desenvolvimento de cancer (64).

Em 85-90% dos tumores, a telomerase estd envolvida no processo seletivo da
tumorigénese (65). A telomerase ativada produz um equilibrio dindmico entre o alongamento
e o encurtamento e tende a resultar no comprimento homogéneo dos telomeros. A
estabilizacdo resultante do comprimento do telomero promove a estabilidade dos
Cromossomos.

Mutagdes pontuais recorrentes no promotor da proteina TERT foram identificadas em
uma série de canceres, com uma frequéncia geral de cerca de 19%, embora alguns canceres
apresentem uma incidéncia maior (66). Multiplas familias de fatores de transcri¢ao tém sitios
de ligacdo no promotor TERT e varios estudos sugerem que o ambiente da cromatina
desempenha um papel na reativagdo da telomerase (67).

Considera-se que a instabilidade do genoma conduzida por telomeros esta
intimamente ligada a oncogénese, promovendo a diversidade clonal e a evolu¢do do genoma
através de ganhos ou perdas no nimero de cdpias, reorganizacdo do genoma e efeitos de
remodelacdo da cromatina. Investigar as consequéncias das fusdes de telomeros na
arquitetura do genoma, portanto, fornece uma visdo dos mecanismos que governam a
progressdo do cancer (68). Assim, o comprimento dos telomeros poderia ser usado como
marcador prognoéstico para determinar o desfecho do cancer.

1.4 Marcadores genéticos e moleculares de prognostico em cancer de mama
Um pior prognostico clinico foi observado em pacientes com comprimentos de
telomero de leucocitos mais longos para um niimero de canceres: no cancer de prdstata, o

comprimento dos telomeros longos foi considerado um fator negativo independente para a
sobrevida livre de metéstases e morte especifico (69). Achados semelhantes também foram
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observados em pacientes com carcinoma de mama, onde pacientes com longo comprimento
de telomeros de leucocitos apresentaram um resultado pior (70).

Embora se estima que até 80% da variacdo do comprimento dos teldmeros seja devido
a fatores hereditarios, estudos de associacdao sobre polimorfismo de nucleotideo tinico de
TERT e diferencas no comprimento dos telomeros de leucdcitos tém sido, até o momento,
inconclusivos (71).

O cancer de mama ¢ bastante estudado e varios polimorfismos de nucleotideo tinico
em TERT, TEP1, TERF2 e TNKS estdo associados a essa patologia, principalmente com
relacdo a expressdao de RE e RP pelo tumor, além da relagdo com tumores em pacientes com
mutagao genética, principalmente de BRCA 1 e BRCA 2.

Cinco polimorfismos de nucleotideo unico em TERT: rs4246742, rs10069690,
1s2242652, 1s2736100 e rs2853676, foram associados ao risco global de cancer de mama,
embora a maioria das associag¢des tenha sido modesta. (72).

1.5 rs2242652

O polimorfismo rs2242652 ¢ uma alteragdo de nucleotideo Unico localizado na
posi¢do 5p15.33 do gene TERT da polimerase entre os introns 1,227,693 — 1,361,969 (73).

Esse polimorfismo foi descrito em algumas publica¢des relacionado ao aumento da
chance de algumas neoplasias malignas, como cancer colorretal, prostata, pulmao e mama,
porém como fator de diminui¢ao do risco de mieloma multiplo (74).

Essa mesma alteragdo também foi descrita associada ao risco de cancer de mama em
pacientes portadores de mutagdo BRCA1 (73). O que desperta ainda mais a busca por
polimorfismos desse gene relacionados com o cancer de mama.

Alguns polimorfismos de nucleotideo tnico da hTERT estdo associados a outras
doengas que ndo apenas o cancer. O polimorfismo que estudamos rs2242652 esta relacionado
com doencas como hepatite B cronica em populacdo chinesa. Acredita-se que essa associagao
se faz pois essa alteracdo pode ser responsdvel por alterar a regulacdo da atividade
imunoldgica do hospedeiro. (75).

Ha estudos em que os autores levantam a hipotese de que variantes génicas dos genes
TERC e TERT poderiam diminuir o comprimento dos telomeros de leucécitos que aumentam
a probabilidade de acidente vascular isquémico. Assim, as variantes GA e AA para
polimorfismo rs2242652 também estdo relacionados com esse fato. (76).

O estudo de polimorfismos como esse podem demonstrar que alteragdes na
telomerase interferem no organismo como um todo, pois modificam o tempo de vida natural
da célula. Por isso ¢ tdo importante reconhecer essas alteragdes nas pacientes com cancer de
mama, pois apontando erros cromossdmicos poderemos no futuro identificar possiveis
pacientes susceptiveis ao cancer de mama ou até mesmo aquelas com piores prognosticos,
buscando sempre meios para melhoria de vida dessas mulheres.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral: Analisar o polimorfismo rs2242652 do gene hTERT em
mulheres com cancer de mama.

2.2 Objetivos especificos:
a) Descrever a populagdo estudada quanto aos aspectos clinicos relevantes;

b) Identificar a presenca do polimorfismo rs2242652 na populagdo estudada;
c) Descrever as frequéncias génica e alélica para o polimorfismo estudado

d) Estudar a associagdo do polimorfismo com caracteristicas clinicamente relevantes
na determinacdo de progndstico;
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3. Métodos

O trabalho foi conduzido como estudo clinico observacional e a populacao do estudo
foi constituida por mulheres com cancer de mama que aceitaram participar da pesquisa
atendidas no periodo de margo de 2015 a novembro de 2018 no Hospital Universitario de
Brasilia (HUB), no Centro de Cancer de Brasilia (CETTRO) e no Instituto Hospital de Base
do Distrito Federal (IHB- DF).

O projeto de estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da Fundagéo de
Ensino e Pesquisas em Ciéncias da Saude (FEPECS) sob o numero CAAE:
81655317.0.0000.5553 (Anexo A) e a proposta ainda integra o projeto “Estudo de
marcadores moleculares associados a resposta de pacientes oncologicos a quimioterapia para
uso em terapéutica racional em satide publica”, aprovado pelo comité de ética em pesquisa
(CEP/FS-UnB) na 4rea tematica “Genética humana” sob numero CAAE:
30711114.3.0000.0030 (Anexo B).

Foram incluidas mulheres que tiveram diagnodstico de cancer de mama em algum
momento de suas vidas com histopatologico confirmado, independente da idade. Foram
excluidas as mulheres que ndo tinham seus dados clinicos anotados em prontudrio, ou
amostras invalidas para analise.

3.1 Coleta de Sangue

Durante a consulta oncoldgica, a paciente era convidada a participar do estudo. As
que aceitavam, assinavam o Termo de Consentimento Livre e esclarecido (Apéndices A e B)
e recebiam o voucher para coleta de sangue (Apéndice C) ou tinham suas amostras coletadas
pelos pesquisadores no momento da consulta.

Foram coletados 4 mL de sangue periférico das pacientes, em tubo EDTA especifico
para biologia molecular, sem custos para a paciente. O material era levado para o laboratério
da Universidade de Brasilia, campus Ceilandia e processado para extracdo do DNA.

3.2 Extra¢ao do DNA

Foi executada a extragdo padrdo por desidratacdo e precipitagdo com uma solucdo
saturada de NaCl, segundo metodologia de Miller, Dykes & Polesky (77). Apds extragdo, o
DNA foi diluido em 4gua ultrapura (grau cromatografico). A concentragdo e pureza do DNA
foram determinadas por espectrofotometria através do equipamento NanoDrop One (Themo
Scientific, Madison, USA). As amostras de DNA foram aliquotadas e congeladas a —80°C.
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3.3 Analise de Polimorfismo

A abordagem metodologica usada para o estudo do polimorfismo foi a técnica
sequenciamento de fragmento amplificado. O procedimento de PCR (amplificagdo) foi
realizada sob condi¢des padrdo em uma mistura reacional de 30 pl, contendo: 20 nanogramas
de DNA extraido; 0,6 uM de cada iniciador; 0,2 mM de desoxirribonucleétidos fosfatados;
1,5 mM de MgCly; 0,03U de polimerase Ampli Taq (Uniscience Corporation, Miami, USA,

5U/ul); e tampao adequado (fornecido pelo fabricante). As condigdes de reacdo foram as
seguintes: 95°C durante 12 minutos; 35 ciclos de 95°C durante 30s, 58.5°C durante 30s, 72°C
durante 30s; e 72°C durante 5 min.

Os fragmentos de DNA, em seguida, foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% para verificagdo de tamanho da banda, condi¢do de controle negativo e presenga
de banda tnica (Figura 2).

Figura 2: Gel de agarose a 2% com marcador pares de base (25kb) mostrando a banda
de 160 pb de 5 amostras de pacientes e controle negativo que foram submetidos a PCR

Para a realizagdo do sequenciamento os produtos de PCR foram novamente
quantificados, padronizados para 60 nanogramas e submetidos a um processo de secagem
em termobloco a 70°C por 1 hora. As amostras foram enviadas pelos correios ao ACTGene
Andlises Moleculares Ltda (Alvorada, Rio Grande do Sul), empresa responsavel pelo
sequenciamento das amostras. O equipamento utilizado pela empresa foi o sequenciador AB
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3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os DNA-moldes foram marcados com 2,5
pmol do primer F (rs2736100 - F: 5’-ATG CGA CAG TTC GTG GCT CA-3") ¢ 0,5 uL do
reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standart (Applied Byosystems) com um
volume final de 10 pL. As reagdes de marcacdo foram realizadas em termociclador (LGC
XP Cycler) nas seguintes condi¢des: 96°C durante 3 minutos; 25 ciclos de 96°C durante 10s,
55°C durante 5s e 60°C durante 4m. Em seguida, as amostras foram purificadas (isopropanol
75%), lavadas (etanol 60%), diluidas em formamida Hi-Fi (Applies Byosystems),
desnaturadas a 95°C por 5 min, resfriadas em gelo e eletroinjetadas no sequenciador. Apos o
sequenciamento, os resultados obtidos foram analisados utilizando o software Chromas Lite
(versdo 2.01, Technelysium Pty Ltd.) e com a ferramenta PHPH disponivel online
(http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html). Essas ferramentas foram utilizadas para
averiguar a qualidade do sequenciamento e confirmar mutacdes em regides de interesse. Os
alinhamentos foram realizados utilizando o BLAST (78).

3.4 Coleta de dados clinicos

Os dados clinicos foram coletados através dos prontudrios eletronicos das pacientes
disponiveis no HUB, CETTRO e IHB-DF e tabelados em planilha de Excel. As varidveis
coletadas foram: registro do paciente, ano de nascimento, peso, altura, idade ao diagnéstico
de cancer de mama, informag¢des imuno-histoquimicas e anatomo patoldgico pré-operatorias
e da peca do tumor: Receptores hormonais, Ki67, HER2, tamanho do tumor, nimero de
linfonodos acometidos, estadiamento, classificagao histologica e grau nuclear tumoral.

3.5 Analise estatistica

Para analise descritiva, os dados planilhados foram utilizados na construgao de tabelas
e graficos que foram qualitativamente estudados.

As associagdes foram analisadas por testes de correlacdo direta numa primeira
abordagem, seguida de comparacdo de grupos compostos por categorizacdo. No caso das
variaveis quantitativas, pontos de corte foram definidos para a composi¢do dos grupos,
conforme informado na apresentacdo dos resultados.

As diferengas entre os grupos foram avaliadas pelos testes t ou ANOVA para os dados
com distribuicdo normal e Mann Whitney ou Kruskal-Wallis para dados com distribui¢ao
ndo normal. O teste do X? foi empregado para o estudo de associagdes de variaveis
categéricas ou categorizadas. Para todos os testes estatisticos o valor de P<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Foi utilizado o software GraphPad Prism versao
7.02 para todas as analises.
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4. Resultados

Foram selecionadas para o estudo 116 mulheres para o estudo atendidas no HUB,
CETRO e IHBDF. Dessas, apenas 72 pacientes continham dados clinicos e patologicos
descritos em prontudrios suficientes para analise, além de terem amostras apropriadas para
PCR e extragdo do DNA (Apéndice D). Das 72 amostras, 54 apresentaram resultados de
sequenciamento com qualidade suficiente para permitir a determinagao da variante génica do
polimorfismo estudado de forma segura. Esse polimorfismo foi descrito entre o loccus
1.279.910 e 0 1.279.920 do cromossomo, conforme a figura 3.

1,279,870 1,279,880 1,279,890 1,279,900 %2 rs2242652 & NEREk) 1,279,930 1,279,940 1,279,950

Live RefSNPs,
/ r 15915 I8 C/A

51186559865 IR C/A rsi254557839 I C/T

mc/T rs950668402 c/7

06140 I C/T

rs917044084 I8 6/A

rs949777347 M C/A
rsi381870767
rs1395582066 IR T/C rs1316240766 W C/T
rs1449801793 8
rs9455909
rs184s

rs2242652 M G/A

rs2242652 W 6/A

rs10078991 I T/C

rs558306140 W C/T

Figura 3: Polimorfismos do gene hTERT em seus loccus. O polimorfismo rs2242652
destacado em vermelho possibilita as seguintes variantes génicas: GG; GA; AA

Os eletroferogramas da regido amplificada do gene da telomerase de cada paciente
foram analisados para determinacdo da sequéncia de interesse e respectiva variante,
permitindo a distin¢do da ocorréncia da troca G>A em homozigose e heterozigose, como
demonstrado na figura 4.
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Figura 4: Fragmento dos eletroferogramas contendo a regido do polimorfismo
estudado. Acima uma paciente homozigoto com a forma mais frequente do gene, no centro
uma paciente heterozigoto, em que se observam os picos para Guanina e Adenina
simultaneamente (linha) e abaixo uma paciente homozigoto para a troca G>A (variante AA).

Apo6s a andlise, verificou-se a presenca do polimorfismo de interesse na amostra
estudada. Este ¢ o primeiro trabalho que demonstra tal polimorfismo em populagao brasileira.
As frequéncias alélicas foram de 90% para o alelo G e 10% para o alelo A, levando as
frequéncias génicas de 81% para a variante majoritaria GG e 17% e 1% para as variantes GA
e AA, respectivamente, sendo essa ultima descrita em apenas uma paciente. A frequéncia
relativamente baixa das variantes minoritdrias comprometeu a andlise estatistica pois
determinou um grupo com alelos A com baixo numero amostral, ainda assim, algumas
analises foram possiveis.
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No grupo estudado, a mediana de idade ao diagndstico foi de 53 anos nas pacientes
com o alelo A (variantes génicas GA e AA) e 50 anos nas pacientes com variante génica GG,
sendo a paciente mais nova com 28 anos e a mais idosa com 78 anos (Figura 5). Segundo o
INCA o cancer de mama € raro antes dos 35 anos e a partir dessa idade a incidéncia da doenca
cresce, principalmente apos os 50 (2).
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Figura 5: Mediana da idade das pacientes por grupo de variante génica

Em relacdo as caracteristicas clinicas, o primeiro parametro estudado foi o perfil
imunohistoquimico dessas pacientes. Encontramos que em ambos os grupos o perfil mais
prevalente foi o Luminal B (34% no grupo GA/AA e 45% no grupo GQG), € perceptivel que
o grupo GA/AA teve uma tendéncia a tumores mais agressivos, apresentando 33% de triplo
negativo e 22% de tumor com superexpressdo de HER 2 (conferindo um total de 55% das
pacientes) diferente do grupo GG, em que esses tumores representaram apenas 29% do total,
sendo 19% triplo negativos e 10% com superexpressao de HER2 (tabela 1).

11 26
34 45
22 10
33 19

Tabela 1: Distribuicdo em porcentagem do perfil imunohistoquimico nas pacientes
com as variantes génicas GA/AA e GG.

Em ambos os grupos o estadiamento T2, que compreende tumores maiores que 2 cm

até 5 cm, foi o mais prevalente, sento 40% das pacientes do grupo GA/AA e 54% das
pacientes do grupo GG. Uma caracteristica que chama atencao ¢ que tumores T4, ou seja,
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tumores mais agressivos foram mais expressivos no grupo GA/AA representando 20% das
pacientes, enquanto no grupo GG eram apenas 8% (Tabela 2 ).

o 20 24
e 10 54
. om 20 1
om 2 ;

Tabela 2: Distribui¢do em porcentagem do estadiamento em tamanho T nas pacientes
com as variantes génicas GA/AA e GG. Sendo T1 tumores até 2 cm, T2 tumores maiores que
2 cm até 5 cm, T3 tumores maior que 5 cm, T4 tumores que invadem parede toracica e/ou
pele ou infalmatdrio.

Quando avaliado em centimetros, a mediana do tamanho tumoral ¢ maior no grupo
GA/AA como mostra a figura 6.
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Figura 6: Variacdo numérica do tamanho tumoral

Quando analisamos conjuntamente o tamanho tumoral (T), com o status linfonodal
(N), se ha cancer em cadeias ganglionares, e se a presen¢a ou ndo de metastases sist€émicas
(M), temos o estadiamento do cancer de mama. Para todas a variantes o estadiamento mais
prevalente foi o IIA, mas seguindo o que ja foi descrito, ¢ relevante o fato de no grupo da
variante GA/AA ser descrito 30% das pacientes com tumor em estadiamento I1IB, o que ndo
¢ correspondente no grupo GG que tem apenas 9% das pacientes com essa agressividade
tumoral (Tabela 3).

Na avaliacdo da diferenca na frequéncia de tumores em estadiamento III B, a analise
estatistica mostrou p 0,1.
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Tabela 3: Distribuicdo em porcentagem do estadiamento nas pacientes as variantes
génicas GA/AA e GG. Estadio I (TO a 1 NO ou mic MO0), estadio IIA (T1 N1 MO ou T2 NO
MO), estadio IIB (T2 N1 MO ou T3 NO MO), estadio IIIA (T0 a 2 N2 MO ou T3 N1 a 2 MO0),
estadio IIIB (T4 NO a 2 MO), estadio IIIC (qualquer T N3 M0) e estadio IV (qualquer T
qualquer N M1).

A andlise do grau histologico mostra que 62% das mulheres com a variante génica
GA/AA era grau 2 e 38% grau 3, no grupo da variante GG 72% eram grau 2, 25% grau 3 e
apenas 3% eram grau 1 (Tabela 4).

0 3
62 72
38 25

Tabela 4: Distribuicdo em porcentagem do grau histologico nas pacientes com as
variantes génicas GA/AA e GG.

Além do tipo de tumor, se ductal, lobular ou algum tipo especifico (tubular, medular,
adeno-cistico, mucinoso ou metaplasico), a analise histopatoldgica descreve ainda
caracteristicas, que se presentes, conferem maior agressividade ao tumor, como a presenga
de carcinoma ductal insitu associado, se hd multifocalidade, a presen¢a de invasdo
vasolinfatica, invasdo perineural, infiltrado inflamatoério ou necrose tumoral. Nessa andlise
os grupos foram semelhantes entre si conforme mostra a tabela 5.
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33 23
0 7
25 26
17 21
8 9
17 14

Tabela 5: Distribuicdo em porcentagem de caracteristicas histologicas nas pacientes
com as variantes génicas GA/AA e GG. Descrito Carcinoma ductal insitu (CDIS),
multifocalidade, invasdo vasolinfatica (IVL), invasdo perineural (IPN), infiltrado
inflamatorio e necrose tumoral.

Sobre a expressdo de receptores hormonais vimos que tanto receptor de estrogénio
(RE) — Figura 7, quanto receptor de progesterona (RP) — figura 8, foram mais expressos em
pacientes do grupo de variante génica GG, sendo 60% RE positivo no grupo GA/AA e 80%
positivo no grupo GG e RP positivo 60% no grupo GA/AA e 75% no grupo GG, também
conferindo uma tendéncia a menor agressividade no grupo da variante génica GG.

GA/AA GG

ERE+
uRE-

Figura 7: Distribuicdo em porcentagem da expressdo de positividade de receptor de
estrogénio (RE) nas pacientes com as variantes génicas GA/AA e GG.

GA/AA GG

40%
ERP +

RP-

Figura 8: Distribuicdo em porcentagem da expressdo de positividade de receptor de
progesterona (RP) nas pacientes com as variantes génicas GA/AA e GG
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A andlise da superexpressio de HER 2 também segue a mesma tendéncia,
demonstrando tumores de pior prognostico nas variantes GA/AA sendo representada por
20% das pacientes nesse grupo € 9 % no grupo GG (Figura 9).

GA/AA GG

H Her2 +

o Her2

Figura 9: Distribuicdo em porcentagem da superexpressdo da proteina HER 2 nas
pacientes com as variantes génicas GA/AA e GG

Para analisar o indice de proliferacao celular no tumor dessas pacientes foi visto que
ambos os grupos expressao em média 20% de Ki67 (Figura 10).
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Figura 10: Porcentagem de expressao de Ki67. Do total de paciente, 45 tinham a
expressdo descrita em %, sendo 7 no grupo GA/AA e 38 no grupo GG.
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5. Discussao

O polimorfismo 1rs2242652 foi descrito em algumas publicagdes relacionado ao
aumento da chance de algumas neoplasias malignas, como cancer colorretal, prostata,
pulmdo e mama, porém como fator de diminuigdo do risco de mieloma multiplo (74). Nesse
trabalho foi feito a relagdo desse polimorfismo com o cancer de mama.

Existe uma complexa regulagdo genética da biologia dos telomeros, tendo a
telomerase um papel crucial na carcinogénese. Isso se confirma com a relagdo do
polimorfismo rs2242652 com o aumento no risco de cancer de esofago com OR de 1,51 (79).
Ha descri¢ao de uma relagdo de aumento do tamanho do telomero em pacientes usudrias de
aspirina ou antiinflatorios nao-esteroidais que tiveram cancer de coélon e apresentavam
polimorfismo do gene da telomerase no alelo rs2242652, principalmente com a variante
génica GG (80). O melanoma, por sua vez, ¢ o cancer de pele mais estudado por ter um
prognostico pior que os outros, € quando as pacientes com esse tipo de cancer foram testadas
para polimorfismos da telomerase identificou-se uma relag@o significativa do polimorfismo
rs2242652 com essa neoplasia (81).

Encontramos no nosso estudo encontramos 33% das pacientes com variante génica
GA/AA com tumores triplo negativos e 19% na variante génica GG, o que confere um pior
progndstico ao grupo da variante génica com alelo A.

Os tumores Luminal A, que provavelmente constituem cerca de 40% de todos os
canceres de mama, geralmente apresentam alta expressao de genes relacionados a RE, baixa
expressdao de genes HER2 e baixa expressdo de genes relacionados a proliferacdo celular
(82). Sao o subtipo mais comum e, em geral, tém o melhor progndstico de todos os subtipos
de cancer de mama.

Os tumores luminal B sdo menos comuns (cerca de 20%) tém expressao relativamente
menor (embora ainda presente) de genes relacionados a RE, expressdo varidvel HER2 e
expressao mais alta indice de proliferagdo. Possuem um progndstico pior do que os tumores
luminais A (83).

O subtipo enriquecido-HER?2 representa cerca de 10 a 15 por cento dos canceres da
mama e ¢ caracterizada por uma elevada expressao do HER2, baixa ou nula expressao de
luminal e alto indice de proliferacdo celular (84).

Os subtipos que ndo expressam nenhum tipo de receptor em membrana sdo os
chamados triplo negativos. Esses podem ser basal-like, com baixa expressdo de claudina
entre outros menos comuns (85).

A taxa de proliferacdo celular no cancer de mama parece ser um fator prognostico.
Na imunohistoquimica o antigeno mais usado ¢ o Ki-67. Quanto mais alto a sua expressao,
maior a chance de comprometimento linfonodal, sendo pior o prognostico (86).

O tamanho do tumor ¢ um fator determinante para o prognostico do paciente. Para os
pacientes com tumores menores que 2 cm ha indica¢do de uma sobrevida em 20 anos de 88%.
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Os tumores de menor tamanho estdo relacionados a um melhor progndstico tanto para
sobrevida global quanto para sobrevida livre da doenga (87).

A fase clinica do tumor (T) ¢ avaliada por exame clinico e / ou imagiologico. O estado
dos ganglios linfaticos regionais ¢ um dos fatores prognosticos mais importantes no cancer
de mama. O exame fisico tem valor preditivo positivo da palpagdo clinica varia de 61 a 84
por cento, enquanto o valor preditivo negativo ¢ de apenas 50 a 60 por cento (88).

No nosso estudo encontramos 30% das pacientes com variante génica GA/AA em
estadiamento IIIB e 9% na variante GG com esse estadiamento. Isso também nos d4 uma
visdo de pior progndstico para o grupo com variante génica com alelo A.

Os carcinomas mamarios Sao divididos em trés graus com base em uma combinagdo
de caracteristicas arquiteturais e citologicas, geralmente avaliadas utilizando um sistema de
pontuagdo baseado em trés parametros (89):

Bem diferenciado (grau 1) que tém células que se infiltram no estroma como ninhos
solidos de glandulas. Os nucleos sdo relativamente uniformes, com pouca ou nenhuma
evidéncia de atividade mitotica.

Moderadamente diferenciado (grau 2) que possuem células que se infiltram como
ninhos sélidos com alguma diferenciagdo glandular. Ha algum pleomorfismo nuclear e uma
taxa mitdtica moderada.

Pouco diferenciado (grau 3) que sdo compostos de ninhos sélidos de células
neoplasicas sem evidéncia de formagdo de glandulas. H4 atipia nuclear acentuada e
consideravel atividade mitotica.

No presente estudo no grupo da variante génica GA/AA 38% eram grau 3 e 25%
tinham esse grau na variante génica GG, o que aponta um pior prognostico nas pacientes
encontradas com variante génica com alelo A.

A presenca de invasdo vasolinfatica parece ser um indicador de mau prognostico,
particularmente em tumores de maior grau. Isso foi demonstrado em um estudo de coorte de
1704 pacientes que ndo receberam nenhuma terapia adjuvante sistémica, na qual a invasao
vasolinfatica peritumoral foi um fator de risco independente para recidiva local e morte (90).
No nosso trabalho essa caracteristica foi detectada em 4 das pacientes em ambos os grupos.

A expressdo do receptor de estrogénio (ER) e do receptor de progesterona (PR)
geralmente estd associada a melhores resultados de cancer de mama. Os dados sugerem que
a sobrevida global, a sobrevida livre de doenga (DFS) e o tempo até a falha do tratamento
estdo todos relacionados positivamente aos niveis de ER e PR (91).

Em um estudo com mais de 4.000 pacientes com cancer de mama operavel inscritos
nos ensaios clinicos I a V do Grupo Internacional de Estudo do Cancer de Mama, os pacientes
com doenca ER-positiva tiveram um risco anual menor de recorréncia durante os primeiros
cinco anos apds o tratamento inicial. com aqueles com doenca ER-negativa (9,9 versus
11,5%) (92).

A superexpressao de HER2 tem um progndstico desfavoréavel, particularmente se os
pacientes ndo sdo tratados com terapia alvo direcionados a HER2. Em mulheres com cancer
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de mama, o principal beneficio do teste de HER2 ¢ seu valor preditivo para candidatos
apropriados que devem receber agentes direcionados a HER2 (93).

A relagdo entre o status Ki67 e o prognostico no cancer de mama precoce tem sido
extensivamente estudada (85). Apesar da heterogeneidade nos ensaios clinicos e dos métodos
de avalia¢do do Ki67 utilizados, os resultados de grandes meta-analises sdo consistentes com
o valor progndstico do Ki67. Uma metanalise que incluiu 46 estudos (mais de 12.000
pacientes) relatou que niveis elevados de Ki-67 estavam associados a (94): Maior risco de
recaida em linfonodos positivos (razdo de risco (RR) 1,59, IC 95% 1,35-1,87) e doenca com
linfonodos negativos (HR 2,31, IC95% 1,83-2,92). E pior sobrevida do cancer de mama em
linfonodos positivos (FC para obito 2,33; 1C95% 1,83-2,95) e doenca por linfonodos
negativos (HR 2,54; IC95% 1,65-3,91).

Quando descrito em pacientes com cancer de mama, a relagdo do polimorfismo
rs2242652com o mesmo se faz em tumores de pior progndstico, como nas pacientes mutadas
para BRCA1, que geralmente apresentam tumores triplo negativos (73).

De maneira muito interessante, a variante génica AA do rs2242652 ainda foi
associada ao aumento no risco de cancer de mama de maneira isolada. Quando testada com
outras variantes polimorficas de outros alelos ndo houve uma relagdo importante, indicando
que os polimorfismo ndo se sobrepde no risco dessa patologia, devendo ser estudados de
maneira isolada (95).

Isso confirma as caracteristicas demonstradas nas nossas analises e a grande tendéncia
a ter tumor de pior prognostico no grupo da variante que possui o alelo A, sendo um grande
incentivo para que continuemos o estudo com maior nimero amostral afim de comprovar
essa associagao.

E importante ressaltar que todos os testes estatisticos foram realizados, mas nao
encontraram diferengas significantes devido ao baixo niimero amostral. Porém, ¢ razoavel
propor que a associacdo com prognostico ruim exista ja que a diferencga na frequéncia de
muitas varidveis ¢ notavel entre os grupos, desfavorecendo sempre o grupo das variantes
GA/AA, e que o aumento do nimero amostral podera demonstrar se isso de fato ocorre. Esse
estudo apresenta limitacdo e daremos continuidade ao trabalho afim de alcangar amostra
suficiente para analises mais robustas dos dados.

6. Conclusao

Este ¢ o primeiro estudo que demonstra polimorfismo rs2242652 em populagdo
brasileira. Descrevemos a populagdo de mulheres com esse polimorfismo quanto aos seus
aspectos histopatdgicos mais relevantes com relagio ao cancer de mama. E bastante razoavel
propor que um pior progndstico esteja associado ao alelo A, ja que a diferenca na frequéncia
de muitas variaveis desfavorece sempre o grupo das variantes GA/AA. O aumento do nimero
amostral poderd demonstrar se isso de fato ocorre.
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8. Apéndices

Apéndice A: Termo de Consentimento HUB

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Termo de Consemtimente Livre ¢ Esclarecide - TCLE

O(A) Sembon(a) es2 sendo comvidado(a) a partcipar do projeso "Estudo dé marcadores moleculares
asociades 2 resposta de pacientes ococologicos 2 QUITNOtEAPIA PArA W0 G tWApeutica macional s samde
poblica”. O prewat domumeato comtem imformagdes importantes sobre © estudo, caso olo %o st
esclarecide(a), ou teaba qualquer duvida dursate a leatum, podena sobicitar sxplicagde: adicionais.

Resumidaments. man-5e de um estudo cientfico que visa deseavolver novos tstes de Iaboratorio para
ajudar na escolba do maelhor medicamento 2 ser wsade em pacientes com cancer. Para isso, sardo estadadas
amostras de DNA extraido a partir de sangue coletado dos voluntanios. asiim como os dados de evolugdo climica
rogistrados em proafusno médico reforeates 3 respoit 304 tratamentos apls

Ao aceitar partcpar do esmde, o umico descomforto 2o qual sara submetido ¢ a coleta de sangue por
puncio do veia penfarica procedimanto que envolve baixo nisco. mas moderado grau do desconformo fiico.
Assim, 20 assimar este termo, o(a) Seabor(a) amtorizara a coleta de 4 mL de :angue, que serd feita por
profissional qualificado, em ambieate adequade ¢ com material estéril ¢ descartavel a fim de minimizar
qualguer rizco de damo fizice, além do ace:zo da equipe de pergquizadore: ao: dade: ne teu prontuario
médice. O acesso 20s resultades cbtidos com o estudo. bem como mformacles o cmiemtagles que possam
resultar am reavalacio ds conduta ssraplutica aconsolhamento genstico cu gualguer omtro bansficio diseto, ¢
garastido a todos os participantes.

O(A) sexbor(a) recebera todos os esclarecincatos necessizios aate:s & 2o decomsr da pesquisa, podera
fazar comtato com a equipe caso precise do asmistdncia em relagio aos procedimcmtos usilizades o estudo, o=
se=pre que julgar mecessarao, o [he asseguramos que seu nome nlo apavecera, sendo mamtido o mais ngorowe
sigzlo atraves da omzasdo total do quaisguer mformagdes qus perzmuitam identiBica-lofa).

Informame: o(s) Senbor(s) pode e recmiar 2 participar do estudo, ou dezistir de participar
da pesquiza em momento zem menbum prejuize para ofs) sembor({a) Sua partcipacie ¢
voluntaria, isto ¢, ndo ba pagamento por ima colaboracio, a:zim como mio kavers tambeém despesa de
qualguer narureza.

E swaatdo o seu & de revindicar pdemizaclo diaxte de evenmuad: damos decomsates da

O sangue coletado, apos processado, =3 compor biomspositério (ser2 amazenado pan fims de
PosqEia), & poder2 ser usade fumuaments paa eitmdos de polimorftme (3 exemplo do deschto pesie
documemto), s comjumo com s mformagdes clmicas obtidas por meio de analise de promnuario médico. Nie
faz parte da metodologia do esmdo o Rsteameate do individue doader do mamral ¢ das nformagdes.

Pan solicinr qualquer informagdo a respeito da pesquisa, deve-5e fazer commto com 0 Tesponsavel pelo
eitado, professer Digge Madwema de Olivema, amaves do emxl demadwena@uoh br, pelo telefons
msumcional (61) 3107 1996, ou 20 enderege “TCE - Faculdade de Ceilandia - Ceate Metropoitamo, comjunte
A, low 0], Umiversadade de Brasdlia, CEP: 72220-900". O paojeto foi aprovado pelo CEPFS-UaB (Comits de
Etica em Pesqusa da Faculdade de Cidmcias da Saude da Umivenidade de Brasdlia - Campus Univemsitano
Darcy Ribeiro, Brasilia - DF. selefons (061) 3107-1947 e-mail” cepfa/@unb.br). Esse TCLE esta em duas vias
(uma ficara com o pesquisador responsavel @ a outra com o(a) Senhoz(a). o swjemo da pesquisa) ¢ foi elaborado
sepundo a Resoluglo do Conselbo Nacicnal de Sands (CNS) N* 466, de 12 de dezambero de 2012, sspeciakmente

em wu item IV.3, cujas exigémcias o respomsawel pelo projeto compromets-so 2 seguir: ¢ 3 lur da Kesolugle
CNS N” 441 do 12 de mao do 2011 para composicio de biomepesitero.
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Apéndice B: Termo de Consentimento IHBDF

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

A Senhora estd sendo convidada a participar do projetc "Andlise de
polimorfismos do gene datelomerase como potenciais marcadores prognésticos
no cancer de mama“. O presente documento contém informagdes importantes sobre o
estudo, caso ndo se sinta esclarecida, ou tenha qualquer dlvida durante a leitura,
podera solicitar explicacdes adicionais.

Resumidamente, trata-se de um estudo cientifico que visa identificar novos
marcadores prognésticos para o cancer de mama. Para isso, serdo estudadas amostras
de DNA extraido a partir de sangue coletado de voluntarios, assim como os dados de
evolugdo clinica registrados em prontudrio médico.

Ao aceitar participar do estudo, o Gnico desconforto ao qual serd submetido é a
coleta de sangue por pungdo de veia periférica, procedimento que envolve baixo risco,
mas moderado grau de desconforto fisico. Assim, ac assinar este termo, a Senhora
autorizara a coleta de 5 mL de sangue, que sera feita por profissional qualificado, em
ambiente adequado e com material estéril e descartdvel, a fim de minimizar qualquer
risco de dano fisico, além do acesso da equipe de pesquisadores aos dados no seu
prontudric médico. O acesso aos resultados obtidos com o estudo, bem como
informacgdes e orientagbes que possam resultar em reavaliagdo de conduta terapéutica,
aconselhamento genético ou qualquer outro beneficio direto, é garantido a todos os
participantes.

A senhora recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decomer
da pesquisa, podera fazer contato com a equipe caso precise de assisténcia em relagio
aos procedimentos utilizados no estudo, ou sempre que julgar necessdrio, e lhe
asseguramos que seu nome ndo aparecera, sendo mantido o mais rigoroso sigilo
através da omissao total de quaisquer informagdes que permitam identifica-la.

Nao faz parte da metodologia do estudo o rastreamento do individuo doador do
material e das informacdes. Para solicitar qualquer informacgéo a respeito da pesquisa,
deve-se fazer contato com o responsavel pelo estudo, Miriam Monteiro Alvares, através
do e-mail miriam_alvares@ yahoo.com.br, ou no endereco St. Médico Hospitalar Sul -
301, Asa Sul - Brasilia - DF. Este projeto foi aprovado pelo CEP/FEPECS (Comité de
Etica em Pesquisa da Fundagio de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Satde do Distrito
Federal (St. Médico Hospitalar Norte, conjunto A, Bloco 1). Este documento estad em
duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel e a outra com a Senhora, ¢ sujeito
da pesquisa.

Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel
Nome e assinatura

Brasilia, ___ de de
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Apéndice C: Voucher para coleta de sangue no Sabin

sabin

sbotatonio chinice

| VAUCHER PARA AUTORIZAGCAQ DE EXAMES -~ NAP

DATA: / /

NOME DO PACIENTE:
DATA DE NASCIMENTO:

PESQUEA: “Andise do poimorfismo do telomerase @ sxpressdo da enzima no fecico tumorn como fotares
prognashicos pava © cancer de mama™.

PESQUISADOR: Or. Diego Madureiro de Cliveira (CRM 1050783)

Selicitacdo:
Nome do Exame Cédigo
Colketo de tubo de songue EDTA EDTANAFP

Convénio: 3491 - BSB-IS NAP KATHERINE RCORIGUES

Q 1ubo com O songue poderd ser colhico em quaolguer unidade do loboratdrio Sabin

Mandor esse fubo separado oos culdodos de Evanuza - Tringem escrito “Material pesquisa NAP - lubo
EDTA)"

Gula deve ser mandada no envelope para Simone Lima - NAP
Covidos: Smone Lima
NAP

(61) 3329-8000 {ramol 3217)
e-moi imoneimassokin.combx
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Tabela com dados das 54 amostras que apresentaram

Apéndice D
polimorfismo rs2242652
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9. Anexos
Anexo A: Aprovacido da pesquisa pelo Comité de Etica e Pesquisa

FUNDAGAO DE ENSINO E
A ... PESQUISAEM CIENCIAS DA Baa o™
== SAUDE/ FEPECS/ SES/ DF

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise de polimorfismos do gene da telomarase como potenciais marcadores
prognosticos no cancer de mama

Pesquisador: MIRIAM MONTEIRO ALVARES VILELA

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 81655317.0.0000.5553

Instituicao Proponente:DISTRITO FEDERAL SECRETARIA DE SAUDE
Patrocinador Principal: Financiameanto Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.836.017

Apresentacao do Projeto:
Trata-se de monografia para a obtengao do titulo de Mestre no PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS MEDICAS - UnB.

O projeto foi analisado, iniciaimente, pela CONEP (Parecer Consubstanciado: 2.548.411) por ter sido
"anquadrado como pertencente a area tematica "Genética Humana: Havera armazenamento de material
biokgico ou dados genaticos humanos no extarior @ no Pais, quando de forma conveniada com instituigoes
astrangeiras ou em instituigdes comerciais”. Entretanto, "a CONEP entende que o protocol de pesquisa
nao se enquadra na Area Tematica '‘Genética Humana: Havera armazenamento de material biokdgico ou
dados genaticos humanos no exterior @ no Pais, quando de forma conveniada com instituigdes astrangeiras
ou em instituigdes comerciais' (considerando as informagdas do item IX.4 da Resolugao CNS n® 466 de
2012 e na Cara Circular n® 172/2017/CONEP/CNS/MS)".

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Descraver novas potenciais marcadores prognasticos para o cancer de mama.
OBJETIVOS SECUNDARIOS

Enderego: SMHN 2 Qd 501 BLOCOA - FEPECS

Bairro: ASANORTE CEP: 70710904
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61033254940 E-mail: comitedestica secretaria @gmai.com

Py 01 da 04
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FUNDACAO DE ENSINO E
\ ... PESQUISA EMCIENCIAS DA Boa ™
P S SAUDE/ FEPECS/ SES/ DF

Continuacio do Parecer: 2836.017

a) entificar o perfil genético da populacao local em relacao a reglao do gene estudado,

D) estudar possivels assoclagoes entre os polimorfismos descritas e vanavels clinicas de Interesse;

) Identificar polimorfismos presentes na reglao promotora do gene da telomerase com potencial para
marcador prognastico.

Avallacao dos Riscos e Beneficlos:

"Riscos:

Minimo, apenas o Inerente ao procedimento coleta de sangue

Beneticlos:

Os beneficlos para os participantes serao Indiretos, na forma de possivel identificacao de novo Indicador
prognostico e de resposta terapéutica, ou eventualmente diretas, uma vez que achados que possam
implicar em alteracao da conduta médica em curso em favor do paclente poderao ser reportados aos
mesmos ou aos responsavels pelo acompanhamento clinico destes, com a devida autonzagao.”

Comentarios e Conslideracoes sobre a Pesquisa:

Estudo de coorte transversal, que tem como objetivo descrever novos potencials marcadores prognosticos
para 0 cancer de mama. A populacao sera constitulda por 112 pacienies com cancer de mama, atendidas
no Hospital de Base do Distnio Federal (HBDF) no periodo de outubro de 2017 a jJaneiro de 2019. Serao
coletados dados de caracterizagao da doenga e evolugao clinica bem como matenal blologico para as
analises moleculares. A coleta de dados sequira as seguintes etapas:

- Coleta de dados: dados clinicos abtidos atraves dos prontuanos medicos, para a construgao de um banco
de dados. Todas as Informagbes coletadas serao armazenadas em um banco de dados atraves do
programa Epl Info (versao 7).

- Analise molecular: O estudo do gene citado se fara por meko de sequenciamento da reqlao promotora do
gene TERT apos amplificacao por PCR convenclonal. As reagbes de amplificacao serao realizadas no
Laboratorio Multidisciplinar de Saude da Faculdade de Cellandia da Universidade de Braslla, e os
sequenciamentos serao feltos por empresa especializada em sequenciador automatico AB 3500 Genetic
Analyzer (Appled Blosystems). As sequéncias e eletroferogramas obtidos serao anallsados utiizando o
software Chromas Lite (versao 2.01, Technelysium Pty Lid.) @ os alinhamentos, utiizando o BLAST (NCBI -
nttp:idlastncbl.nim.nin.gov/Blast.cgl), revelarao as

regioes polimorticas.

Enderego: SMHN2Qd501 BLOCOA -FEPECS

Baro: ASANORTE CEP: 70710904
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Telefone: (61)3325.4340 E-mall: comitedeetcasecretana @gmail .com

Py (2 de 04
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FUNDAGAO DE ENSINO E
A oo PESQUISA EM CIENCIAS DA RBron ™
- SAUDE/ FEPECS/ SES/ DF

Continuacio do Parecer: 2836017

- Coleta de sangue: Serao coletados 5 mL do sangue das pacienies, com tubo de tampa roxa com EDTA
especitico para blologla molecular. A coleta sera realizada no momento de procedimento de coleta de rotina,
para evitar que o procedimento Invasivo seja efetuado duas vezes.

- Exrragao de DNA: Sera feito, sequndo metodologla de SHEN e colaboradores, por extragao padrao com
tenal e clorotormio/alcool isoamiiico e tratado com RNAse, conforme recomendagoes do tabricante do kit
especifico a ser empregado. As amostras de DNA serao etiquetadas e congeladas a -800C.

- Analises Estatisticas: Todos os dados constituirao um banco de dados e terao a disribuicao avallada
quanto a normalidade. O estudo nao prevé envio para o exteror de algum material genético humano
(DNA/RNA etc.) ou amaostra blologica humana. Quando estiver previsto no estudo que tals etapas serao
realizadas apenas no Brasil, o estudo nao devera ser enquadrado nesta area tematica.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Os Termos de apresentagao obrigatoria foram devidamente apresentados.

Conclusbtes ou Pendénclas e Lista de Inadequacoes:
Aresposta as pendéncias @ satisfatoria. Projeto aprovado.

O pesquisador assume 0 compromisso de garantir o siglo que assegure 0 anonimato e a privacidade dos
participantes da pesquisa e a confidenclalidade dos dados coletados. Os dados obtidos na pesquisa
deverao ser utiizados exclusivamente para a finalldade prevista no seu protocolo.

O pesquisador devera encaminhar relatorio parcial e final de acordo com o desenvolvimento do projeto da
pesquisa, conforme Resolugao CNSMS n* 466 de 2012.

O presente Parecer de aprovacao tem valldade de até dols anos, mediante apresentagao de relatorios
parclals, @ apos decorndo esse prazo, caso nNecessano, devera ser apresentada emenda para prorogacao
do cronograma.

Conslideracoes Finals a critério do CEP:

Endereco: SMHN2Qd 501 BLOCOA -FEPECS

Bairro: ASA NORTE CEP: 70.710.904
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Teletone: §51)33254940 E-mall: comitedeetica secretana @gmail com
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Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relaclonados:

Tipo Documento Arquivo Pastagem Autor Situacao
Informagoes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 30/07/2018 Acelto
pdt 124915

Projeto Detalhado/ |Projeto.docx 30/07/2018 |MIRIAM MONTEIRO | Aceito

Brochura 1214824 |ALVARES VILELA

Investigador

Ouras Cana.doc 30/07/2018 |MIRIAM MONTEIRO | Aceito
124715 JALVABES VILELA

TCLE /Termos de |TCLE.docx 30/07/2018 |MIRIAM MONTEIRO | Aceito

Assentimento / 1214439 |ALVARES VILELA

Justificativa de

Ouraos fapdt.docx 05/06/2018 |MIRIAM MONTEIRO | Aceito
222159 IALVABRES VILELA

Folha de Rosto Folhaderosto Telomerase.pdt 28/M11/2017 |MIRIAM MONTEIRO | Aceito
165757 JALVARES VILELA

Ouraos Diego.pdt 23/10/2017 |MIRIAM MONTEIRO | Aceito
170606 JALVABES VILELA

Ouraos JoaoNunes.pdt 23/10/2017 |MIRIAM MONTEIRO | Aceito
170530 JALVABES VILELA

QOuraos JoaoBatista pdt 23/10/2017 |MIRIAM MONTEIRO | Aceito
170446 JALVABES VILELA

Ouras Minam.pdt 23/10/2017 |MIRIAM MONTEIRO | Aceito
170330 JALVARES VILELA

Declaracao de anuencia.pdt 11/08/2017 |MIRIAM MONTEIRO | Aceito

Instuicao e 155514 |ALVARES VILELA

Orcamento Orcamento.doc 12/07/2017 |MIRIAM MONTEIRO | Aceito
171334 JALVARES VILELA

Sltuacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreclacao da CONEP:

Nao

BRASILIA, 22 de Agosto de 2018

Assinado por:

DILLIAN ADELAINE CESAR DA SILVA

(Coordenador)

Endereco: SMHN 2 Qd 501BLOCOA - FEPECS

Bairro: ASA NOATE
UF: DF
Telefone:

CEP: 707104904

Municiplo: BRASILIA
(61)3325.4940

E-mall: comtedectica secretariaG@gmal.com
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Anexo B:

FACULDADE DE CIENCIAS DA

SAUDE DA UNIVERSIDADE DEW
BRASILIA - CEP/FS-UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUNSA

Titulo da Peaquisa Estudo de marcadorss molecularnss assoclados A resposta de paclentes oncologicos a
qQUIMicterapia Para uso em terapéutica raciona em sa0de pdbiica
Peequisador: Digo Madursira de Oliveira
Area Tematica: Genetica Humana:
(Trata-6e 02 PesquUIS3 envoIvendo GEnetca HUMaENa que N0 necessita de analise
e2ca por parts 03 CONED;)

Versdo: 4

CAAE: 30711114.3.0000.0030

Instituig30 Proponents: Facuidace de C=ilanda - FUNDACAD UNIVERSIDADE DE SRASILIA
Patrocinacor Principal: Departaments de Cléncia & Teenoiogla

DADOS DO PARECER

NOmero do Parecer: 575552
Data da Relatoria: 03022015

Protocolo de pesquiss em conformidade com 3 Res. CNS 4662012 & complementares,
Situagio do Parecer

ADFOVa0

Necassita Apreciagio da CONEP:

N3o

Consideragdes Finals a critério do CEP:

Em acordo com 3 Resolugdo 466/12 CNS, Itens X 1.- 3.0. & X1.2.0, 06 PeSQUISITONEs MESDONSIVEIS OSVEran
apresantar relatonos parcial semastral @ Nnal 0o projeto de pesquisa, contados a partir 0a gata de

aprovagdo do protocolo de pesquisa Iniclal.

BRASILIA, 06 g2 Marpo ge 2015

Assinado por:

Marls Togashl
(Coordenador)
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