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Resumo 
 
Introdução: O câncer de mama é a neoplasia mais comum em mulheres de todo o 

mundo. Vários são os fatores de risco para esse câncer: sexo, idade, índice de massa corporal 
(IMC), terapia hormonal, história familiar, mutações genéticas entre outras. 

A grande maioria dos tumores de mama é caracterizada como carcinomas e podem 
ter origem em ductos ou lóbulos. A avaliação imunohistoquímica está  relacionada à 
expressão do receptor de estrogênio (RE) e receptor de progesterona (RP); expressão do 
receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), proliferação celular ou 
ausência de expressão de qualquer receptor em membrana tumoral. 

Os telômeros protegem as extremidades naturais dos cromossomos da perda de DNA 
(ácido desoxirribonucleico). A telomerase é um complexo proteico ribonuclear (RNA e 
proteínas) que neutraliza o encurtamento dos telômeros. 

Mutações pontuais recorrentes no promotor de TERT  da telomerase foram 
identificadas em uma série de cânceres e o polimorfismo rs2242652 é uma alteração de 
nucleotídeo único e foi descrita associada ao risco de câncer de mama.  

Objetivo: O objetivo desse trabalho é analisar o polimorfismo TERT rs2242652 em 
mulheres com câncer de mama e testar a correlação de tais dados com o prognóstico e 
variáveis clínicas diversas.  

Métodos: O estudo foi conduzido como estudo clínico observacional constituído por 
mulheres com câncer de mama. Era coletado amostra de sangue da paciente, feito extração 
do DNA e a reação em cadeia da polimerase (PCR) e analisado os polimorfismos da 
telomerase nessa população. Para análise descritiva os dados planilhados foram utilizados na 
construção de tabelas e gráficos que foram qualitativamente estudados. As associações foram 
analisadas por testes de correlação direta seguida de comparação de grupos compostos por 
categorização.  

Resultados e discussão: 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 gênicas GA/AA e GG. 

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

Conclusão: Os dados encontrados nesse trabalho da relação do polimorfismo 
rs2242652 do gene TERT da telomerase com o câncer de mama referem uma tendência de 
tumores de pior prognóstico se associarem à variante gênica ligada ao alelo A desse gene, 
porém é necessário um número amostral maior para confirmação estatística. 

 
 
Palavras-chave: câncer 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 TERT 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 rs2242652 
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. 
 



 

Lista de Figuras e Tabelas 
 
Figura 1: A: Telossoma ou sheltrin; B: T-loop............................................................15   
Figura 2: Gel de agarose a 2% .....................................................................................20 
Figura 3: Polimorfismos da telomerase em seus loccus...............................................22 
Figura 4: Imagem gráfica da leitura das bases nitrogenadas gênicas...........................23 
Figura 5: Média da idade das pacientes por grupo de variante gênica.........................24 
Figura 6: Variação numérica do tamanho tumoral.......................................................25 
Figura 7: Distribuição em porcentagem da expressão de positividade de receptor de 
estrogênio (RE).............................................................................................................27 
Figura 8: Distribuição em porcentagem da expressão de positividade de receptor de 
progesterona (RP).........................................................................................................27 
Figura 9: Distribuição em porcentagem da superexpressão da proteína HER 2 .........28 
Figura 10: Porcentagem de expressão de Ki67 ...........................................................28 
 
 
 
Tabela 1: Distribuição em porcentagem do perfil imunohistoquímico: ......................24 
Tabela 2: Distribuição em porcentagem do estadiamento em tamanho T....................25 
Tabela 3: Distribuição em porcentagem do estadiamento............................................26 
Tabela 4: Distribuição em porcentagem do grau histológico ......................................26 
Tabela 5: Distribuição em porcentagem de características histológicas.......................27 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Sumário 
 
1. Introdução............................................................................................................. 9  
1.1. Câncer de mama...................................................................................................9 
1.2 Rastreamento e diagnóstico .................................................................................11 
1.3 Telômero e telomerase ........................................................................................14 
1.4 Marcadores genéticos e moleculares de prognóstico em câncer de mama .........16 
1.5 rs2242652.............................................................................................................17 
2. Objetivos ..............................................................................................................18  
2.1. Objetivo geral......................................................................................................18 
2.2.Objetivos específicos............................................................................................18 
3. Métodos .................................................................................................................19 
3.1.Coleta de sangue...................................................................................................19 
3.2. Extração de DNA................................................................................................19 
3.3.Análise do polimorfismo......................................................................................19 
3.4.Coleta de dados clínicos.......................................................................................21 
3.5. Análises estatísticas.............................................................................................21 
4. Resultados .............................................................................................................22 
5. Discussão................................................................................................................22 
6. Conclusão ..............................................................................................................32 
7. Referências bibliográficas ...................................................................................33 
8. Apêndices ..............................................................................................................39 
Apêndice A: Termo de Consentimento HUB.............................................................39 
Apêndice B: Termo de Consentimento IHBDF..........................................................40 
Apêndice C: Voucher para coleta de sangue no Sabin................................................41 
Apêndice D: Tabela com dados das 54 amostras que apresentaram polimorfismo 
rs2242652.....................................................................................................................42 
9. Anexos.....................................................................................................................43 
Anexo A: Aprovação da pesquisa pelo Comitê de Ética e Pesquisa...........................43 
Anexo B: .....................................................................................................................47



 9 

1. Introdução  
 

1.1 Câncer de mama 
 

O câncer de mama é a neoplasia mais comum em mulheres de todo o mundo. No 
Estados Unidos é o segundo câncer mais relacionado com óbito na população feminina (1) 
no Brasil é o primeiro. O Instituto Nacional de Câncer (INCA) estima que em 2018 surgiram 
cerca de 59.700 novos casos, sendo responsável por 14.388 mortes (2). 

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

O risco de câncer de mama aumenta com o avançar de idade principalmente acima 
dos 50 anos (4). E ocorre 100 vezes mais em mulheres do que em homens. A maior taxa 
desse câncer está entre as mulheres brancas, embora continue sendo o câncer mais comum 
entre as mulheres de todos os grupos étnicos (5). Apesar disso, as mulheres negras 
apresentam-se mais comumente com doença localmente avançada (45% versus 35%). Muitas 
diferenças étnicas nas taxas de câncer de mama são atribuíveis a fatores associados ao estilo 
de vida e acesso a cuidados de saúde (6).  

A obesidade está associada a um aumento global na morbi-mortalidade em todo o 
mundo. No entanto, o risco de câncer de mama associado ao índice de massa corporal (IMC) 
parece depender do status menopausal das mulheres (7). Essa associação entre um maior 
IMC e risco de câncer de mama na pós-menopausa pode ser explicada pelos altos níveis de 
estrogênio resultantes da conversão periférica de precursores de estrogênio (do tecido 
adiposo) em estrogênio através da enzima aromatase ou pela hiperinsulinemia (8). 

A estatura mais elevada está associada a um maior risco de câncer de mama em 
mulheres na pré e pós-menopausa. Van den Brandt et al, mulheres com mais de 175 cm de 
altura tiveram 20% mais chances de desenvolver a doença do que aquelas com menos de 160 
cm de altura (9). O mecanismo subjacente a essa associação é desconhecido, mas pode refletir 
a influência das exposições nutricionais durante a infância e a puberdade. 

Os fatores hormonais são extremamente importantes na indução neoplásica mamária. 
Altos níveis de estrogênio endógeno aumentam o risco de câncer de mama em mulheres na 
pós-menopausa e na pré-menopausa (10). 

Mulheres com tecido mamário denso, geralmente definido como tecido glandular que 
compreendendo 75% da mama em mamografia (classe D), têm um risco quatro a cinco vezes 
maior de câncer de mama em comparação com mulheres de idade semelhante, com menor 
densidade (11). No entanto, isso não reflete  maior mortalidade pela doença (12). 

O uso isolado de estrogênio exógeno parece não aumentar o risco de câncer de mama 
porém, em conjunto com a progesterona pode causar um aumento na divisão celular no tecido 
mamário, levando a um acúmulo de erros de DNA que podem promover uma maior 
proliferação de células malignas (13).  Além disso, sabemos que a atividade proliferativa da 
mama em mulheres na pré-menopausa é mais alta durante a fase lútea do ciclo menstrual, 
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uma época de aumento da secreção de progesterona (14). E mulheres tratadas com terapia 
combinada de estrogênio e progesterona têm aumento na densidade mamográfica e maior 
proliferação celular em biópsias benignas da mama (15). 

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

O número de gestações é inversamente proporcional ao risco para desenvolvimento 
do câncer de mama, sendo assim, as nulíparas apresentam o risco mais elevado. Mulheres 
que engravidam mais velhas também têm um risco aumentado (17). Sabe-se ainda que ocorre 
uma diferenciação celular completa na glândula mamária durante e após a gravidez, com a 
formação de lóbulos tipo 4, que protege a mama por aumentar o número de lóbulos bem 
diferenciados (18). 

A história pessoal de carcinoma ductal in situ (CDIS) ou câncer 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 câncer de mama primário demonstrou que a incidência 
de câncer de mama invasivo contralateral foi de 4% durante um acompanhamento médio de 
7,5 anos (19). 

A história familiar de câncer de mama também é um fator de risco importante e é 
afetado pelo número de parentes de primeiro grau do sexo feminino com câncer. Em uma 
análise usando dados de mais de 50.000 mulheres com a doença e 100.000 controles, o risco 
de câncer 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 mutações genéticas herdadas que predispõem ao câncer de mama são raras. 
Apenas 5 – 10% de todos os cânceres de mama são diretamente atribuíveis à herança de um 
gene de suscetibilidade ao câncer de mama, como BRCA1, BRCA2, p53, ATM e PTEN (20). 

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

A exposição à radiação ionizante do tórax em idade jovem, como ocorre com o 
tratamento do linfoma de Hodgkin ou em sobreviventes de bomba atômica ou acidentes em 
usinas nucleares também está associada a um risco aumentado de câncer de mama. As idades 
mais vulneráveis 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 duração da amamentação (24), e a atividade física que oferece proteção modesta contra o 
câncer de mama, particularmente em mulheres pós-menopausadas (25). 
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1.2 Rastreamento e diagnóstico 
 
O diagnóstico do câncer de mama pode ser feito por detecção de alterações clínicas 

ou imaginológicas. Toda mulher acima de 40 anos deve fazer anualmente a mamografia. Esse 
é o exame de rastreamento preconizado para diagnóstico precoce do tumor de mama (26). 

A descrição das lesões encontradas  em mamografia foi padronizada pelo sistema de 
classificação Bi-Rads. Sendo 0 a categoria de lesões 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 histopatológica 
para diagnóstico 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 já tendo conhecimento por biopsia prévia que existe uma lesão maligna naquela 
mama (27). 

Quando a mamografia não é conclusiva, podem ser feitos métodos complementares. 
Um deles é a ultrassonografia de mamas  que é capaz de determinar se a lesão de densidade 
aumentada em mamografia é sólida ou cística além de aumentar a precisão na medida da 
lesão (28). Além de ser um bom exame para avaliação de linfonodos axilares. 

Outro método de imagem complementar é a ressonância magnética que tem uma 
sensibilidade maior que a mamografia, porém um especificidade menor (29), além de fazer 
uma avaliação dinâmica da lesão com a injeção de contraste gadolíneo.  

O exame físico feito pelo profissional de saúde ou até mesmo o auto-exame das 
mamas são aliados importantes no diagnóstico do câncer de mama. Mas apenas 15% das 
lesões palpáveis não são detectadas mamograficamente (30). 

Após a suspeita de câncer de mama por exame físico e/ou imagem é necessário a 
confirmação histopatológica. Os métodos de biópsia de mama incluem biópsia de punção 
cutânea (quando existe lesão visível em pele), aspiração por agulha fina (PAAF), biópsia por 
agulha grossa e biópsia cirúrgica. Em geral, a biópsia percutânea deve ser realizada como 
abordagem de primeira linha, seguida de cirurgia definitiva. 

A PAAF permite uma análise citológica. Pode ser feita com a palpação da lesão ou 
guiada por ultrassom, e seu resultado é importante para diferenciar se as células coletadas 
sugerem malignidade ou não (31). 

A Punção por agulha grossa acontece para que se possa retirar fragmentos do tumor 
para uma análise histopatológica. Ela pode ser feita com agulha cortante ou por sistema à 
vácuo. A agulha deve ser introduzida após anestesia local, obedecendo o trajeto mais próximo 
da pele até o tumor (32). 

A biopsia cirúrgica só deve ser usada se os outros métodos não 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 são de origem 
epitelial, porém raras vezes algumas pacientes desenvolvem tumor no tecido conjuntivo 
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mamário, como por exemplo o sarcoma que representa menos de 1% de todas as patologias 
malignas da mama (34). 

Os tumores epiteliais são caracterizados como carcinomas e podem ter origem em 
ductos ou lóbulos. Podem ser in situ, quando não invadem a membrana basal ou invasivos.  

Os carcinomas mamários são divididos de acordo com suas especificidades 
histológicas e possuem incidências 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%; mataplásico 
e micropapilar < 5% (35, 36). 

Complementando a análise histopatológica, se faz necessária a análise 
imunohistoquímica. Estudos de expressão gênica identificaram vários subtipos distintos de 
câncer de mama que diferem acentuadamente no prognóstico e nos alvos terapêuticos que 
expressam (37).  São conjuntos de genes relacionados à expressão do receptor de estrogênio 
(RE) e receptor de progesterona (RP); expressão do receptor 2 do fator de crescimento 
epidérmico humano (HER2), proliferação celular ou ausência de expressão de qualquer 
receptor em membrana tumoral. 

O câncer de mama tem origem por mutação em células da unidade ducto-tubular da 
mama, em células tronco tumorigênicas que estão nos lóbulos 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 estrogênio, ou evolui para células basais 
mioepiteliais, formando os tumores basalóides (39). 
 Esse processo é complexo e sequencial podendo demorar anos e ocorre em três etapas: 
Iniciação, promoção e progressão (40).  

A iniciação, que depende da lesão do DNA da célula matriz gerando o clone 
modificado (41). Pode acontecer por translocação, quando segmentos cromossômicos ou 
genes se inserem em outra parte do cromossomo segmentado; amplificação, que são 
múltiplas cópias de alelos promovendo mais transcrição; deleção, que é a perda completa ou 
parcial de um gene ou segmento cromossômico ou mutação pontual, que é a alteração no 
pareamento de bases. Estima-se que a mutação ocorra normalmente a cada 1.000.000 
divisões celulares, porém quando já há instabilidade genômica por inativação de vias de 
reparo do DNA lesado, como o p53 ou BRCA 1 ou BRCA 2, essa taxa aumenta 
consideravelmente. 

A via das proteínas codificadas pelo p53 não-mutado é importante para evitar  a 
evolução de células com DNA lesado. Ela inibe o ciclo célular na fase G2, regulando 
apoptose e impedindo angiogênese. Quando o p53 apresenta mutação esse sistema fica 
compromotido (42). 

Os cânceres de mama podem ser esporádicos (90 – 95%) ou hereditários (5-10%) e 
acontecem por perda de ação dos genes supressores ou ativação dos proto-oncogenes. Nos 
tumores ocasionais o gene supressor mais afetado é o CDH1 e nos hereditários são o BRCA 
1 BRCA 2. 
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Nos cânceres hereditários a primeira mutação é germinativa (ocorre em todas as 
células do corpo ao nascimento) e a segunda é somática (só nas células tumorais). Nos 
cânceres esporádicos, as duas são somáticas e verificadas apenas nas células do tumor. 

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

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

A principal via de disseminação de células neoplásicas de mama é a linfática. Uma 
vez dentro dos canalículos linfáticos os êmbolos neoplásicos são transportados até o 
linfonodo sentinela e a partir desse, pode atingir os outros linfonodos, podendo atingir o ducto 
torácico à esquerda ou o ducto linfático direito, atingindo átrio direito, pulmões e podendo 
metastizar par o corpo inteiro.  

A metástase à distância compreende as etapas de embolização intravascular,  a 
retenção em determinados órgãos, o extravasamento capilar seguido de infiltração e 
reprodução em sítio secundário (44). 

A maioria dos casos de câncer de mama hereditário está relacionada à síndrome 
mama-ovário, que tem como principal genes mutados o BRCA 1 e o BRCA 2, porém esses 
não são os únicos genes descritos que favorecem o aparecimento do câncer de mama. 
 Diretrizes da National Comprehensive Cancer Network (NCCN), do Colégio 
Americano de Genética Médica e Genômica e da Sociedade Nacional de Conselheiros 
Genéticos fornecem critérios detalhados para identificar candidatos para aconselhamento 
genético e possíveis testes para o câncer de mama e/ou ovário hereditário (45, 46): 
 Câncer de mama feminino diagnosticado antes de 50 anos; câncer de mama triplo-
negativo (TNBC) diagnosticou antes de 60 anos; dois ou mais cânceres de mama primários; 
câncer de ovário ou de Falópio invasivo ou câncer peritoneal primário; câncer de mama 
masculino; quaisquer tipos de câncer associados a síndrome mama-ovário, 
independentemente da idade no diagnóstico, e de ascendência judaica de Ashkenazi (centro 
ou leste europeu); câncer de mama e um parente com câncer de mama diagnosticado abaixo 
dos 50 anos ou câncer de ovário, ou dois parentes com câncer de mama, próstata e / ou 
pancreático, diagnosticados em qualquer idade; variante patogênica de BRCA identificada a 
partir da análise genômica do tumor, independentemente do tipo de tumor; pacientes incluem 
aqueles com câncer de mama metastático e câncer de pâncreas, independentemente da 
história familiar (47); pacientes sem história pessoal de câncer com uma variante patogênica 
no BRCA1 ou BRCA2 em um parente de primeiro grau biológico, pelo menos dois 
indivíduos com primárias de câncer de mama do mesmo lado da família com pelo menos um 
diagnosticado antes de 50 anos, um parente de primeiro ou segundo grau com câncer de 
mama antes de 45 anos ou história familiar de três ou mais cânceres relacionados a síndromes 
de câncer hereditário. 
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 Outras síndromes hereditárias são: Síndrome de Li-Fraumeni que está associada a 
variantes patogênicas germinativas no gene da proteína p53 tumoral (TP53), e os portadores 
têm maior risco de desenvolver múltiplos cânceres primários na infância ou na idade adulta 
jovem (48). As neoplasias associadas, além do câncer de mama, incluem sarcomas, câncer 
cerebral, leucemias, meduloblastoma e câncer adrenocortical.  

A síndrome de Peutz-Jeghers é rara e está associada a variantes patogênicas no gene 
da serina-treonina quinase 11 (STK11, também chamado de LKB1) (49).  Síndrome de 
Cowden é a do gene supressor de tumores homólogos à fosfatase e à tensina (PTEN). 
Portadores têm riscos elevados para câncer de mama, endométrio e tireoide folicular (50). 

A síndrome hereditária do câncer gástrico difuso causada pela alteração do gene 
CDH1, é caracterizada por uma suscetibilidade ao câncer gástrico difuso em anel de sinete e 
também estão associadas ao desenvolvimento de câncer de mama lobular em mulheres, com 
um risco cumulativo ao longo da vida estimado em 50% a 60% (51). 

A mutação PALB2 está relacionada ao câncer de mama pois ele codifica uma proteína 
que interagem com o BRCA2 o que é crucial para as principais funções de resposta ao dano 
ao DNA, bem como para a atividade de supressão tumoral (52). 

Os tumores hereditários geralmente conferem perfis histopatológicos e 
imunohistoquímicos mais agressivos, além de acometerem mulheres mais jovens. Entender 
geneticamente o câncer de mama auxilia na prevenção nesses casos específicos. 
 

1.3 Telômero e telomerase 
 
 Os telômeros que são estruturas especializadas no final dos cromossomos, compostas 
de ácido nucléico e componentes proteicos que mantêm a integridade das extremidades dos 
cromossomos, protegendo as extremidades naturais dos cromossomos da perda de DNA (53). 
São organizadas em sequências repetitivas de TTAGGG. Em humanos, o comprimento da 
faixa de telômeros de fita dupla (ds) é de cerca de 9 a 15 kb.  

A cada divisão celular, 50 a 100 pares de bases deste DNA telomérico são removidos 
devido a replicação incompleta das extremidades 3'. Quando os telômeros atingem um limiar 
criticamente curto, a célula não consegue mais se dividir adequadamente e sofre apoptose ou 
senescência (54). Na maioria das células somáticas, o encurtamento do comprimento dos 
telômeros é uma consequência normal do envelhecimento. Porém a enzima telomerase é 
capaz de reestabelecer esse telômero permitindo que essa célula se perpetue por mais tempo 
(55). 

Essa telomerase é um complexo proteico ribonuclear (RNA e proteínas) que 
neutraliza o encurtamento dos telômeros pela adição de DNA nas extremidades dos 
cromossomos. É um complexo de seis proteínas conhecido como o telossoma, ou shelterin e 
funcionam como uma plataforma para manutenção e proteção do cromossomo. 

Esse complexo proteico possui ligados diretamente ao telômero o TRF1 (TTAGGG 
repeat binding factor 1), o TRF2 (TTAGGG repeat binding factor 2) e o POT1 (Protection 
Of Telomeres1). As outras três proteínas interagem com os telômeros através de interações 
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proteína-proteína: TIN2 (Proteína Nuclear Interativa de TRF 2) liga as proteínas 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 telômeros. A 
superexpressão de TRF1 ou TRF2 in vivo induz um declínio gradual no comprimento dos 
telómeros. A formação da alça T foi proposta para envolver tanto o TRF1 quanto o TRF2. O 
mecanismo baseado em T-loop para proteção de telômeros poderia prever que tanto o TRF1 
quanto o TRF2 são cruciais para a homeostase do comprimento dos telômeros humanos (57). 

A função TRF1 é regulada por TIN2 e duas proteínas homólogas, TANK1 e TANK2. 
A ligação do TRF1 às seqüências de repetições teloméricas é aprimorada pelo TIN2. Uma 
mutação na proteína TIN2 leva ao alongamento dos telômeros, sugerindo que o TIN2 é um 
regulador negativo do comprimento dos telômeros (58). 

Quando o TRF2 é inibido, 15% dos telômeros são fundidos e o DNA telomérico 
persiste no local da fusão, demonstrando que a repetição do TTAGGG não é suficiente para 
a integridade dos telômeros. Assim, o TRF2 protege os telômeros críticos de fusão fim-a-fim 
e retarda a entrada da senescência. Parece que o status de proteção dos telômeros, além da 
perda dos telômeros, é importante para a entrada na senescência (59). 
 

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

 
 

A telomerase funcional é composta pela proteína TERT (do termo em inglês 
“telomerase reverse transcriptase”, ou transcriptase reversa da telomerase) e pelo 
componente de RNA de telomerase (TERC) que atua como um molde para a síntese de DNA. 
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O produto do gene TERT contém três domínios estruturais distintos: o domínio de ligação ao 
RNA (TRBD), o domínio da transcriptase reversa e a extensão carboxi-terminal (CTE), que 
representa o domínio putativo do polegar de TERT (61). 

A expressão do hTERT (subunidade catalítica da telomerase humana) é capaz de 
restaurar o comprimento dos telômeros, evitando o processo de senescência e tornando a 
célula imortalizada. Esse processo é vital para a manutenção de células replicantes no tumor, 
já que mantém a integridade dos telômeros e capacita tais células a dividirem-se 
continuamente (61,62). A imortalização celular permite que os tumores cresçam e dá tempo 
às células pré-cancerosas ou cancerosas para acumularem mutações adicionais. Na maioria 
dos casos, se a telomerase for bloqueada nas células  
cancerosas, seus telômeros encurtarão de novo sempre que se dividirem, levando a apoptose 
ou à crise (63). Portanto, a telomerase caracteriza-se como uma enzima chave no processo 
da carcinogênese, e potencial marcador molecular para prognóstico de diversos tipos de 
câncer.  

A atividade da telomerase é ausente na maioria dos tecidos somáticos humanos 
normais mas é frequentemente detectável em quase todos os tipos de tumores, reforçando a 
importância da telomerase no desenvolvimento de câncer (64). 

Em 85-90% dos tumores, a telomerase está envolvida no processo seletivo da 
tumorigênese (65). A telomerase ativada produz um equilíbrio dinâmico entre o alongamento 
e o encurtamento e tende a resultar no comprimento homogêneo dos telômeros. A 
estabilização resultante do comprimento do telômero promove a estabilidade dos 
cromossomos.  

Mutações pontuais recorrentes no promotor da proteína TERT foram identificadas em 
uma série de cânceres, com uma frequência geral de cerca de 19%, embora alguns cânceres 
apresentem uma incidência maior (66). Múltiplas famílias de fatores de transcrição têm sítios 
de ligação no promotor TERT e vários estudos sugerem que o ambiente da cromatina 
desempenha um papel na reativação da telomerase (67). 

Considera-se que a instabilidade do genoma conduzida por telômeros está 
intimamente ligada à oncogênese, promovendo a diversidade clonal e a evolução do genoma 
através de ganhos ou perdas no número de cópias, reorganização do genoma e efeitos de 
remodelação da cromatina. Investigar as consequências das fusões de telômeros na 
arquitetura do genoma, portanto, fornece uma visão dos mecanismos que governam a 
progressão do câncer (68). Assim, o comprimento dos telômeros poderia ser usado como 
marcador prognóstico para determinar o desfecho do câncer. 
 

1.4 Marcadores genéticos e moleculares de prognóstico em câncer de mama 
 
Um pior prognóstico clínico foi observado em pacientes com comprimentos de 

telômero de leucócitos mais longos para um número de cânceres: no câncer de próstata, o 
comprimento dos telômeros longos foi considerado um fator negativo independente para a 
sobrevida livre de metástases e morte específico (69). Achados semelhantes também foram 
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observados em pacientes com carcinoma de mama, onde pacientes com longo comprimento 
de telômeros de leucócitos apresentaram um resultado pior (70). 
 Embora se estima que até 80% da variação do comprimento dos telômeros seja devido 
a fatores hereditários, estudos de associação sobre polimorfismo de nucleotídeo único de 
TERT e diferenças no comprimento dos telômeros de leucócitos têm sido, até o momento, 
inconclusivos (71). 

O câncer de mama é bastante estudado e vários polimorfismos de nucleotídeo único 
em TERT, TEP1, TERF2 e TNKS estão associados a essa patologia, principalmente com 
relação à expressão de RE e RP pelo tumor, além da relação com tumores em pacientes com 
mutação genética, principalmente de BRCA 1 e BRCA 2. 

Cinco polimorfismos de nucleotídeo único em TERT: rs4246742, rs10069690, 
rs2242652, rs2736100 e rs2853676, foram associados ao risco global de câncer de mama, 
embora a maioria das associações tenha sido modesta. (72). 
 

1.5 rs2242652 
 
O polimorfismo rs2242652 é uma alteração de nucleotídeo único localizado na 

posição 5p15.33 do gene TERT da polimerase entre os íntrons 1,227,693 – 1,361,969 (73). 
Esse polimorfismo foi descrito em algumas publicações relacionado ao aumento da 

chance de algumas neoplasias malignas, como câncer colorretal, próstata, pulmão e mama, 
porém como fator de diminuição do risco de mieloma múltiplo (74). 

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

Alguns polimorfismos de nucleotídeo único da hTERT estão associados a outras 
doenças que não apenas o câncer. O polimorfismo que estudamos rs2242652 está relacionado 
com doenças como hepatite B crônica em população chinesa. Acredita-se que essa associação 
se faz pois essa alteração pode ser responsável por alterar a regulação da atividade 
imunológica do hospedeiro. (75). 

Há estudos em que os autores levantam a hipótese de que variantes gênicas dos genes 
TERC e TERT poderiam diminuir o comprimento dos telômeros de leucócitos que aumentam 
a probabilidade de acidente vascular isquêmico. Assim,  as variantes GA e AA para 
polimorfismo rs2242652 também estão relacionados com esse fato. (76). 

O estudo de polimorfismos como esse podem demonstrar que alterações na 
telomerase interferem no organismo como um todo, pois modificam o tempo de vida natural 
da célula. Por isso é tão importante reconhecer essas alterações nas pacientes com câncer de 
mama, pois apontando erros cromossômicos poderemos no futuro identificar possíveis 
pacientes susceptíveis ao câncer de mama ou até mesmo aquelas com piores prognósticos, 
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 câncer de mama. 

 
2.2   Objetivos específicos:  

 
a) Descrever a população estudada quanto aos aspectos clínicos relevantes;  
 
b) Identificar a presença do polimorfismo rs2242652 na população estudada;  
 
c) Descrever as frequências gênica e alélica para o polimorfismo estudado 
 
d) Estudar a associação do polimorfismo com características clinicamente relevantes 

na determinação de prognóstico;  
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3. Métodos 
 

O trabalho foi conduzido como estudo clínico observacional e a população do estudo 
foi constituída por mulheres com câncer de mama que aceitaram participar da pesquisa 
atendidas no período de março de 2015 a novembro de 2018 no Hospital Universitário de 
Brasília (HUB), no Centro de Câncer de Brasília (CETTRO) e no Instituto Hospital de Base 
do Distrito Federal (IHB- DF). 

O projeto de estudo foi aprovado pelo comitê de Ética em Pesquisa da Fundação de 
Ensino e Pesquisas em Ciências da Saúde (FEPECS) sob o número CAAE: 
81655317.0.0000.5553 (Anexo A) e a proposta ainda integra o projeto “Estudo de 
marcadores moleculares associados à resposta de pacientes oncológicos à quimioterapia para 
uso em terapêutica racional em saúde pública”, aprovado pelo comitê de ética em pesquisa 
(CEP/FS-UnB) na área temática “Genética humana” sob número CAAE: 
30711114.3.0000.0030 (Anexo B).  

Foram incluídas mulheres que tiveram diagnóstico de câncer de mama em algum 
momento de suas vidas com histopatológico confirmado, independente da idade. Foram 
excluídas as mulheres que não tinham seus dados clínicos anotados em prontuário, ou 
amostras inválidas para análise. 
 

3.1 Coleta de Sangue 

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

Foram coletados 4 mL de sangue periférico das pacientes, em tubo EDTA específico 
para biologia molecular, sem custos para a paciente. O material era levado para o laboratório 
da Universidade de Brasília, campus Ceilândia e processado para extração do DNA. 

 

3.2 Extração do DNA 

Foi executada a extração padrão por desidratação e precipitação com uma solução 
saturada de NaCl, segundo metodologia de Miller, Dykes & Polesky (77). Após extração, o 
DNA foi diluído em água ultrapura (grau cromatográfico). A concentração 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 Análise de Polimorfismo 

A abordagem metodológica usada para o estudo do polimorfismo foi a técnica 
sequenciamento de fragmento amplificado. O procedimento de PCR (amplificação) foi 
realizada sob condições padrão em uma mistura reacional de 30 µl, contendo: 20 nanogramas 
de DNA extraído; 0,6 µM de cada iniciador; 0,2 mM de desoxirribonucleótidos fosfatados; 
1,5 mM de MgCl2; 0,03U de polimerase Ampli Taq (Uniscience Corporation, Miami, USA, 
5U/µl); e tampão adequado (fornecido pelo fabricante). As condições de reação 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 à eletroforese em gel de 
agarose a 2% para verificação de tamanho da banda, condição de controle negativo e presença 
de banda única (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 realização 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 
Análises Moleculares Ltda (Alvorada, Rio Grande do Sul), empresa responsável 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’) e 0,5 µL do 
reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standart (Applied Byosystems) com um 
volume final de 10 µL. As reações de marcação foram realizadas em termociclador (LGC 
XP Cycler) nas seguintes condições: 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%), diluídas em formamida Hi-Fi (Applies Byosystems), 
desnaturadas a 95°C por 5 min, resfriadas em gelo e eletroinjetadas no sequenciador. Após o 
sequenciamento, os resultados obtidos foram analisados utilizando o software Chromas Lite 
(versão 2.01, Technelysium Pty Ltd.) e com a ferramenta PHPH disponível online 
(http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html). Essas ferramentas foram utilizadas para 
averiguar a qualidade do sequenciamento e confirmar mutações em regiões de interesse. Os 
alinhamentos foram realizados utilizando o BLAST (78). 

3.4 Coleta de dados clínicos 

Os dados clínicos foram coletados através dos prontuários eletrônicos das pacientes 
disponíveis no HUB, CETTRO e IHB-DF e tabelados em planilha de Excel. As variáveis 
coletadas foram: registro do paciente, ano de nascimento, peso, altura, idade ao diagnóstico 
de câncer de mama, informações imuno-histoquímicas e anatomo patológico pré-operatórias 
e da peça do tumor: Receptores hormonais, Ki67, HER2, tamanho do tumor, número de 
linfonodos acometidos, estadiamento, classificação histológica e grau nuclear tumoral. 

3.5 Análise estatística 

Para análise descritiva, os dados planilhados foram utilizados na construção de tabelas 
e gráficos que foram qualitativamente estudados. 
      As associações foram analisadas por testes de correlação direta numa primeira 
abordagem, seguida de comparação de grupos compostos por categorização. No caso das 
variáveis quantitativas, pontos de corte foram definidos para a composição dos grupos, 
conforme informado na apresentação dos resultados. 
  As diferenças entre os grupos foram avaliadas pelos testes t ou ANOVA para os dados 
com distribuição normal e Mann Whitney ou Kruskal-Wallis para dados com distribuição 
não normal. O teste do Χ2 foi empregado para o estudo de associações de variáveis 
categóricas ou categorizadas.  Para todos os testes estatísticos o valor de P<0,05 foi 
considerado estatisticamente significativo. Foi utilizado o software GraphPad Prism versão 
7.02 para todas as análises. 
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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 clínicos e patológicos 
descritos em prontuários suficientes para análise, além de terem amostras apropriadas para 
PCR e extração do DNA (Apêndice D). Das 72 amostras, 54 apresentaram resultados de 
sequenciamento com qualidade suficiente para permitir a determinação da variante gênica do 
polimorfismo estudado de forma segura. Esse polimorfismo foi descrito entre o loccus 
1.279.910 e o 1.279.920 do cromossomo, conforme a figura 3. 
  
 

 
 
          Figura 3: Polimorfismos do gene hTERT em seus loccus. O polimorfismo rs2242652 
destacado em vermelho possibilita as seguintes variantes gênicas: GG; GA; AA 
 
           Os eletroferogramas da região amplificada do gene da telomerase de cada paciente 
foram analisados para determinação da sequência de interesse e respectiva variante, 
permitindo a distinção da ocorrência da troca G>A em homozigose e heterozigose, como 
demonstrado na figura 4. 
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Figura 4: Fragmento dos eletroferogramas contendo a região 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). 
 
      Após a análise, verificou-se a presença do polimorfismo de interesse na amostra 
estudada. Este é o primeiro trabalho que demonstra tal polimorfismo em população brasileira.  
As frequências alélicas foram de 90% para o alelo G e 10% para o alelo A, levando às 
frequências gênicas de 81% para a variante majoritária GG e 17% e 1% para as variantes GA 
e AA, respectivamente, sendo essa última descrita em apenas uma paciente. A frequência 
relativamente baixa das variantes minoritárias comprometeu a análise estatística pois 
determinou um grupo com alelos A com baixo número amostral, ainda assim, algumas 
análises foram possíveis. 
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No grupo estudado, a mediana de idade ao diagnóstico foi de 53 anos nas pacientes 
com o alelo A (variantes gênicas GA e AA) e 50 anos nas pacientes com variante gênica GG, 
sendo a paciente mais nova com 28 anos e a mais idosa com 78 anos (Figura 5). Segundo o 
INCA o câncer de mama é raro antes dos 35 anos e a partir dessa idade a incidência da doença 
cresce, principalmente após os 50 (2).  
   
 

 
Figura 5: Mediana da idade das pacientes por grupo de variante gênica 
 
Em relação às características clínicas, o primeiro parâmetro estudado foi o perfil 

imunohistoquímico 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 GG), é perceptível que 
o grupo GA/AA teve uma tendência à tumores mais agressivos, apresentando 33% de triplo 
negativo e 22% de tumor com superexpressão 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 superexpressão de HER2 (tabela 1). 

 
Tabela 1: Distribuição em porcentagem do perfil imunohistoquímico nas pacientes 

com as variantes gênicas 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 característica que chama atenção é que tumores T4, ou seja, 

 GA/AA (%) GG (%) 
Luminal A 11 26 
Luminal B 34 45 

HER 2 22 10 
Triplo negativo 33 19 
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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 ). 
 
 

 GA/AA (%) GG (%) 
T1 20 24 
T2 40 54 
T3 20 14 
T4 20 8 

 
 

Tabela 2: Distribuição em porcentagem do estadiamento em tamanho T nas pacientes 
com as variantes gênicas 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 torácica e/ou 
pele ou infalmatório. 
 
 Quando avaliado em centímetros, a mediana do tamanho tumoral é maior no grupo 
GA/AA como mostra a figura 6. 
  

 
Figura 6: Variação numérica do tamanho tumoral 
 
Quando analisamos conjuntamente o tamanho tumoral (T), com o status linfonodal 

(N), se há câncer em cadeias ganglionares, e se a presença ou não de metástases sistêmicas 
(M), temos o estadiamento do câncer de mama. Para todas a variantes o estadiamento mais 
prevalente foi o IIA, mas seguindo o que já foi descrito, é relevante o fato de no grupo da 
variante GA/AA ser descrito 30% das pacientes com tumor em estadiamento IIIB, o que não 
é correspondente no grupo GG que tem apenas 9% das pacientes com essa agressividade 
tumoral (Tabela 3). 

Na avaliação da diferença na frequência de tumores em estadiamento III B, a análise 
estatística mostrou p 0,1.  
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 GA/AA (%) GG (%) 
Estadiamento I 20 11 

Estadiamento IIA 30 46 
Estadiamento IIB 20 26 
Estadiamento IIIA 0 8 
Estadiamento IIIB 30 9 

 
 

Tabela 3: Distribuição em porcentagem do estadiamento nas pacientes as variantes 
gênicas GA/AA e GG. Estadio I (T0 a 1 N0 ou mic M0), estádio IIA (T1 N1 M0 ou T2 N0 
M0), estádio IIB (T2 N1 M0 ou T3 N0 M0), estádio IIIA (T0 a 2 N2 M0 ou T3 N1 a 2 M0), 
estádio IIIB (T4 N0 a 2 M0), estádio IIIC (qualquer T N3 M0) e  estádio IV (qualquer T 
qualquer N M1). 
 

A análise do grau histológico mostra que 62% das mulheres com a variante gênica 
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). 
 

 GA/AA (%) GG (%) 
Grau 1 0 3 
Grau 2 62 72 
Grau 3 38 25 

 
Tabela 4: Distribuição em porcentagem do grau histológico nas pacientes com as 

variantes gênicas GA/AA e GG. 
 
Além do tipo de tumor, se ductal, lobular ou algum tipo específico (tubular, medular, 

adeno-cístico, mucinoso ou metaplásico), a análise histopatológica descreve ainda 
características, que se presentes, conferem maior agressividade ao tumor, como a presença 
de carcinoma ductal insitu associado, se há multifocalidade, a presença de invasão 
vasolinfática, invasão perineural, infiltrado inflamatório ou necrose tumoral. Nessa análise 
os grupos foram semelhantes entre si conforme mostra a tabela 5. 
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 GA/AA (%) GG (%) 
CDIS 33 23 

Multifocalidade 0 7 
IVL 25 26 
IPN 17 21 

Infiltrado Inflamatório 8 9 
Necrose 17 14 

 
 

Tabela 5: Distribuição em porcentagem de características histológicas nas pacientes 
com as variantes gênicas GA/AA e GG. Descrito Carcinoma ductal insitu (CDIS), 
multifocalidade, invasão vasolinfática (IVL), invasão perineural (IPN), infiltrado 
inflamatório e necrose tumoral. 

 
Sobre a expressão de receptores hormonais vimos que tanto receptor de estrogênio 

(RE) – Figura 7, quanto receptor de progesterona (RP) – figura 8, foram mais expressos em 
pacientes do grupo de variante gênica 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 tendência a menor agressividade no grupo da variante gênica GG. 
 

 
Figura 7: Distribuição em porcentagem da expressão de positividade de receptor de 

estrogênio (RE) nas pacientes com as variantes gênicas GA/AA e GG. 

 
Figura 8: Distribuição em porcentagem da expressão de positividade de receptor de 

progesterona (RP) nas pacientes com as variantes gênicas GA/AA e GG 
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A análise da superexpressão de HER 2 também segue a mesma tendência, 
demonstrando tumores de pior prognóstico nas variantes GA/AA sendo representada por 
20% das pacientes nesse grupo e 9 % no grupo GG (Figura 9). 
 

 
Figura 9: Distribuição em porcentagem da superexpressão da proteína HER 2 nas 

pacientes com as variantes gênicas GA/AA e GG 
 

Para analisar o índice de proliferação celular no tumor dessas pacientes foi visto que 
ambos os grupos expressão em média 20% de Ki67 (Figura 10). 
 

   
Figura 10: Porcentagem de expressão de Ki67. Do total de paciente, 45 tinham a 

expressão descrita em %, sendo 7 no grupo GA/AA e 38 no grupo GG. 
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5. Discussão 
 

          O polimorfismo rs2242652 foi descrito em algumas publicações relacionado ao 
aumento da chance de algumas neoplasias malignas, como câncer colorretal, próstata, 
pulmão e mama, porém como fator de diminuição do risco de mieloma múltiplo (74). Nesse 
trabalho foi feito a relação desse polimorfismo com o câncer de mama. 

Existe uma complexa regulação genética da biologia dos telômeros, tendo a 
telomerase um papel crucial na carcinogênese. Isso se confirma com a relação do 
polimorfismo rs2242652 com o aumento no risco de câncer de esôfago com OR de 1,51 (79). 
Há descrição de uma relação de aumento do tamanho do telômero em pacientes usuárias de 
aspirina ou antiinflatórios não-esteroidais que tiveram câncer de cólon e apresentavam 
polimorfismo do gene da telomerase no alelo rs2242652, principalmente com a variante 
gênica GG (80). O melanoma, por sua vez, é o cancer de pele mais estudado por ter um 
prognóstico pior que os outros, e quando as pacientes com esse tipo de câncer foram testadas 
para polimorfismos da telomerase identificou-se uma relação significativa do polimorfismo 
rs2242652 com essa neoplasia (81). 
 Encontramos no nosso estudo encontramos 33% das pacientes com variante gênica 
GA/AA com tumores triplo negativos e 19% na variante gênica GG, o que confere um pior 
prognóstico ao grupo da variante gênica com alelo A. 

Os tumores Luminal A, que provavelmente constituem cerca de 40% de todos os 
cânceres de mama, geralmente apresentam alta expressão de genes relacionados a RE, baixa 
expressão de genes HER2 e baixa expressão de genes relacionados à proliferação celular 
(82).  São o subtipo mais comum e, em geral, têm o melhor prognóstico de todos os subtipos 
de câncer de mama. 

Os tumores luminal B são menos comuns (cerca de 20%) têm expressão relativamente 
menor (embora ainda presente) de genes relacionados à RE, expressão variável HER2 e 
expressão mais alta índice de proliferação. Possuem um prognóstico pior do que os tumores 
luminais A (83). 

O subtipo enriquecido-HER2 representa cerca de 10 a 15 por cento dos cânceres da 
mama e é caracterizada por uma elevada expressão do HER2, baixa ou nula expressão de 
luminal e alto índice de proliferação celular (84). 

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

A taxa de proliferação celular no câncer de mama parece ser um fator prognóstico. 
Na imunohistoquímica o antígeno mais usado é o Ki-67. Quanto mais alto a sua expressão, 
maior a chance de comprometimento linfonodal, sendo pior o prognóstico (86). 

O tamanho do tumor é um fator determinante para o prognóstico do paciente. Para os 
pacientes com tumores menores que 2 cm há indicação de uma sobrevida em 20 anos de 88%. 
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Os tumores de menor tamanho estão relacionados a um melhor prognóstico tanto para 
sobrevida global quanto para sobrevida livre da doença (87). 

A fase clínica do tumor (T) é avaliada por exame clínico e / ou imagiológico. O estado 
dos gânglios linfáticos regionais é um dos fatores prognósticos mais importantes no câncer 
de mama. O exame físico tem valor preditivo positivo da palpação clínica varia de 61 a 84 
por cento, enquanto o valor preditivo negativo é de apenas 50 a 60 por cento (88). 

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

Os carcinomas mamários São divididos em três graus com base em uma combinação 
de características arquiteturais e citológicas, geralmente avaliadas utilizando um sistema de 
pontuação baseado em três parâmetros (89): 

Bem diferenciado (grau 1) que têm células que se infiltram no estroma como ninhos 
sólidos de glândulas. Os núcleos são relativamente uniformes, com pouca ou nenhuma 
evidência de atividade mitótica. 

Moderadamente diferenciado (grau 2) que possuem células que se infiltram como 
ninhos sólidos com alguma diferenciação glandular. Há algum pleomorfismo nuclear e uma 
taxa mitótica moderada. 

Pouco diferenciado (grau 3) que são compostos de ninhos sólidos de células 
neoplásicas sem evidência de formação de glândulas. Há atipia nuclear acentuada e 
considerável atividade mitótica. 

No presente estudo no grupo da variante gênica GA/AA 38% eram grau 3 e 25% 
tinham esse grau na variante gênica GG, o que aponta um pior prognóstico nas pacientes 
encontradas com variante gênica com alelo A.  
            A presença de invasão vasolinfática parece ser um indicador de mau prognóstico, 
particularmente em tumores de maior grau. Isso foi demonstrado em um estudo de coorte de 
1704 pacientes que não receberam nenhuma terapia adjuvante sistêmica, na qual a invasão 
vasolinfática peritumoral foi um fator de risco independente para recidiva local e morte (90). 
No nosso trabalho essa característica foi detectada em ¼ das pacientes em ambos os grupos. 

A expressão do receptor de estrogênio (ER) e do receptor de progesterona (PR) 
geralmente está associada a melhores resultados de câncer de mama. Os dados sugerem que 
a sobrevida global, a sobrevida livre de doença (DFS) e o tempo até a falha do tratamento 
estão todos relacionados positivamente aos níveis de ER e PR (91). 

Em um estudo com mais de 4.000 pacientes com câncer de mama operável inscritos 
nos ensaios clínicos I a V do Grupo Internacional de Estudo do Câncer de Mama, os pacientes 
com doença ER-positiva tiveram um risco anual menor de recorrência durante os primeiros 
cinco anos após o tratamento inicial. com aqueles com doença ER-negativa (9,9 versus 
11,5%) (92). 

A superexpressão de HER2 tem um prognóstico desfavorável, particularmente se os 
pacientes não são tratados com terapia alvo direcionados a HER2. Em mulheres com câncer 
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de mama, o principal benefício do teste de HER2 é seu valor preditivo para candidatos 
apropriados que devem receber agentes direcionados a HER2 (93). 

A relação entre o status Ki67 e o prognóstico no câncer de mama precoce tem sido 
extensivamente estudada (85). Apesar da heterogeneidade nos ensaios clínicos e dos métodos 
de avaliação do Ki67 utilizados, os resultados de grandes meta-análises são consistentes com 
o valor prognóstico do Ki67. Uma metanálise que incluiu 46 estudos (mais de 12.000 
pacientes) relatou que níveis elevados de Ki-67 estavam associados a (94): Maior risco de 
recaída em linfonodos positivos (razão de risco (RR) 1,59, IC 95% 1,35-1,87) e doença com 
linfonodos negativos (HR 2,31, IC95% 1,83-2,92). E pior sobrevida do câncer de mama em 
linfonodos positivos (FC para óbito 2,33; IC95% 1,83-2,95) e doença por linfonodos 
negativos (HR 2,54; IC95% 1,65-3,91). 
Quando descrito em pacientes com câncer de mama, a relação do polimorfismo 
rs2242652com o mesmo se faz em tumores de pior prognóstico, como nas pacientes mutadas 
para BRCA1, que geralmente apresentam tumores triplo negativos (73). 

De maneira muito interessante, a variante gênica AA do rs2242652 ainda foi 
associada ao aumento no risco de câncer de mama de maneira isolada. Quando testada com 
outras variantes polimórficas de outros alelos não houve uma relação importante, indicando 
que os polimorfismo não se sobrepõe no risco dessa patologia, devendo ser estudados de 
maneira isolada (95).  

Isso confirma as características demonstradas nas nossas análises e a grande tendência 
a ter tumor de pior prognóstico no grupo da variante que possui o alelo A, sendo um grande 
incentivo para que continuemos o estudo com maior número amostral afim de comprovar 
essa associação. 

É importante ressaltar que todos os testes estatísticos foram realizados, mas não 
encontraram diferenças significantes devido ao baixo número amostral. Porém, é razoável 
propor que a associação com prognostico ruim exista já que a diferença na frequência de 
muitas variáveis é notável entre os grupos, desfavorecendo sempre o grupo das variantes 
GA/AA, e que o aumento do número amostral poderá demonstrar se isso de fato ocorre. Esse 
estudo apresenta limitação e daremos continuidade ao trabalho afim de alcançar amostra 
suficiente para análises mais robustas dos dados.  
 

6. Conclusão 
 

Este é o primeiro estudo que demonstra polimorfismo rs2242652 em população 
brasileira. Descrevemos a população de mulheres com esse polimorfismo quanto aos seus 
aspectos histopatógicos mais relevantes com relação ao câncer de mama. É bastante razoável 
propor que um pior prognóstico esteja associado ao alelo A, já que a diferença na frequência 
de muitas variáveis desfavorece sempre o grupo das variantes GA/AA. O aumento do número 
amostral poderá demonstrar se isso de fato ocorre. 
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