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RESUMO




Introducdo: O céancer de mama € uma doenca de etiologia desconhecida e
multifatorial, que envolve fatores reprodutivos, ambientais e genéticos, tendo como
principal fator de risco, as alteracbes genéticas. Estudos tém mostrado uma
associacao entre o polimorfismo do gene do Fator de Crescimento Insulina Simile 1
(IGF-1) com a proliferacao celular e reducdo da apoptose, assim como o0 seu papel
no crescimento e agressividade do cancer mamario. Duas variantes polimorficas do
gene IGF-1 destacam-se na associagdo com o cancer de mama, rs6220 e
rs7136446. Objetivo: Avaliar a associacdo entre o polimorfismo de nucleotideo
anico do gene IGF1 e o cancer de mama. Pacientes e Métodos: estudo transversal
controlado, envolvendo 137 mulheres, conforme dimensionamento amostral,
atendidas no Setor de Mastologia do Hospital Getulio Vargas da Universidade
Federal do Piaui e Hospital S. Marcos. As mulheres foram divididas em dois grupos:
grupo |, caso (mulheres com cancer de mama, n=68) e grupo Il, controle (mulheres
sem cancer de mama, n=69). Uma pequena amostra de 3 ml de Sangue periférico
foi coletado das participantes para estudo do DNA genémico extraido de leucocitos
pela técnica de genotipagem por Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(RT-PCR). Resultados: O genétipo CC (rs7136446) esteve presente em 4 mulheres
(5,7%) do grupo | (caso) e em 2 (2,8%) do grupo controle (p=0,67), enquanto a
frequéncia do gendtipo GG (rs6220) foi em 8 (11,4%) mulheres do grupo | (caso) e
em 5 (7,2%) das mulheres do grupo controle (p=0,75). Conclusdo: No presente
estudo ndo houve associacao estatisticamente significante entre o polimorfismo do
gene IGF-1 com o cancer de mama.

Palavras chaves: Polimorfismo genético, gene IGF-1, Cancer de mama.
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Introduction: Breast cancer is a disease of unknown etiology and multifactorial,
involving reproductive, environmental and genetic factors, being the main risk factor,
genetic changes. Studies have shown an association between a polymorphism of the
insulin-like growth factor 1 gene (IGF-1) with increase of cell proliferation and
reduction apoptosis, as well as its role in the growth and aggressiveness of breast
cancer. Two IGF-1 polymorphic variants stand out in association with breast cancer
rs6220 and rs7136446. Objective: To evaluate the association between single
nucleotide polymorphism of the IGF1 gene and breast cancer. Patients and
Methods: controlled cross-sectional study involving 137 women according to sample
dimension, treated at Hospital Mastology Sector Getulio Vargas of the Federal
University of Piaui and S. Marcos Hospital. The women were divided into two groups:
Group |, case (women with breast cancer, n = 68) and group Il, control (women
without breast cancer, n = 69). A small sample of 3 ml of peripheral blood was
collected from the women for the study of genomic DNA extracted from leucocytes by
genotyping technique of polymerase chain reaction in real time (RT-PCR). Results:
The genotype CC (rs7136446) was present in 4 (5.7%) women of group | (case) and
in 2 (2.8%) of the control group (p = 0.67), whereas the frequency of GG genotype
(rs6220) was present in 8 (11.4%) women of group | (case) and in 5 (7.2%) of
women of control group (p = 0.75). Conclusion: At present study there was no
statistically significant association between polymorphism of the IGF-1 gene with

breast cancer.

Keywords: Genetic Polymorphism, IGF-1 gene, breast cancer.
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1. INTRODUCAO
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O cancer de mama € a neoplasia maligna que mais comumente acomete
mulheres no mundo, apdés o cancer de pele ndo melanoma (HUANG et al., 2016).
Para o ano de 2012, foram estimados mais de 1.600.000 casos novos e uma taxa de
mortalidade de 522.000 casos pela doenca. A incidéncia € mais elevada nas regiées
mais desenvolvidas do mundo em comparacdo com as regiées em desenvolvimento
e subdesenvolvidas, com uma varia¢éo de 27 casos por 100.000 mulheres na Africa
Oriental para 96 casos por 100.000 mulheres na Europa Ocidental (FERLAY et al.,
2015). Nos Estados Unidos, o cancer de mama feminino responde por 32% de todos
0S Novos casos de cancer e € a segunda principal causa de morte por cancer, apés
o cancer do pulméao (HADJIISKI et al., 2006; VEISY et al., 2015).

Ja, no Brasil, pais em desenvolvimento, o cancer de mama € a neoplasia
maligna que mais acomete as mulheres, apds o cancer de pele ndo melanoma, com
uma incidéncia anual crescente e consoante o Instituto Nacional do Cancer, foram
estimados 57.960 casos novos para o ano de 2016 e 14.206 casos de morte
ocorreram em 2013 pela doenca, sendo que para o estado do Piaui sdo estimados
cerca de 580 casos novos (INCA, 2016).

As altas taxas de mortalidade pelo cancer de mama despertam interesse na
selecdo de pacientes de alto risco, visando o estabelecimento de estratégias
redutoras de risco e de diagnostico precoce da doenca, pois a alta mortalidade
significa uma sobrevida reduzida, principalmente devido ao diagndstico da neoplasia
em estadios avancados (JUSTO et al., 2013). O diagndéstico precoce através do
rastreamento mamografico, que mesmo em mulheres de médio risco para cancer de
mama, esta associado a uma reducédo de cerca de 20% na mortalidade (MYERS et
al., 2015).

O cancer de mama possui etiologia desconhecida, todavia é multifatorial,
tendo como principal fator de risco as alteragbes genéticas, pois mulheres com um
parente de primeiro grau afetado por cancer de mama tém um maior risco de
desenvolver a doenca (PHAROAH et al., 1997). A proposito, sdo bem conhecidas as
mutacdes dos genes do cancer de mama (BRCA) 1 e 2 que aumentam o risco para
o desenvolvimento de cancer de mama e ovario hereditarios ao longo da vida
(MERSCH et al., 2015). A participacdo de mutacbes em diferentes genes para o
cancer de mama hereditario ndo esta totalmente esclarecida, pois apenas 16%
corresponde aos genes BRCA 1 / 2 e aproximadamente 1% aos genes TP53 e

PTEN, ficando 83% das mutac¢des restantes, correspondentes a genes ainda nao
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identificados (VAN DER GROEP; VAN DER WALL; VAN DIEST, 2011).

A propdsito, um gene que tem chamado a atencdo para o0 risco de
desenvolvimento do cancer de mama € o do fator de crescimento insulina simile tipo
| IGF-1). O IGF-1 é um polipeptidio de cadeia simples de 7,7 kDa codificado pelo
cromossomo 12. Ele foi isolado pela primeira vez em meados da década de 1950 e
os “fatores de crescimento semelhantes a insulina” foram assim chamados porque
sua estrutura faz lembrar o da pro-insulina, sendo que IGF-1 e IGF-2 mostram
aproximadamente 50% de homologia com a insulina (BONEFELD; MOLLER, 2011)
(Figura 1).
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Figura 1- Sequéncia de aminoacidos do IGF - | e insulina humana. A coloracao
cinza mostra 0os aminoacidos idénticos entre IGF-I e a insulina humana.

Fonte: BONEFELD; MOLLER, (2011).

O sistema do IGF compreende 2 ligandos (IGF-1, IGF-2), 2 receptores de
superficie celular (receptor de IGF-1 (IGF-1R), receptor de IGF-2 (IGF-2R)) e pelo
menos seis proteinas de ligacdo ao IGF (IGFBP 1-6) que controlam o crescimento
normal e a diferenciacdo da maior parte dos 6rgaos. O eixo IGF regula uma grande
variedade de processos fisiologicos, incluindo as vias metabdlicas, nutricionais,
enddcrinas, além do crescimento e eventos ligados ao envelhecimento. A propdsito,
além das suas agfes normais, evidéncias experimentais, clinicas e epidemioldgicas
indicam que as vias de sinalizacdo do eixo IGF sdo mediadoras importantes na
cadeia bioquimica e molecular de eventos que conduzem a partir de uma célula
fenotipicamente normal a uma célula abrigando tracos neoplésicos (DENLEY, A. et
al., 2005; BRUCHIM; WERNER, 2013).

DISSERTACAO DE MESTRADO — Danylo Rafhael Costa Silva
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Consoante Winston; Kao; Kiang (1994) na via sinalizadora de IGF, o horménio
de liberacdo do hormonio de crescimento (GHRH), produzido no hipotalamo,
estimula a liberagcdo do horménio de crescimento (GH) pela hipdéfise, enquanto a
somatostatina inibe o GH. O hormdnio de crescimento, por sua vez, estimula o
figado a produzir IGF-1 e IGF-2, os quais estimulam as células estromais mamarias
a produzir IGF-1 e IGF-2, que por acdo paracrina estimulam as células tumorais
mamarias a produzir IGF-2, que por acao autécrina estimula a proliferacdo das
proprias células tumorais (Figura 2).

Retro-alimentagio Endocrino

Figura 2- Eixo de atuacéo do IGF-1 e IGF-2 na mama.

Fonte: Adaptado de WINSTON; KAO;KIANG, (1994).
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As acoes da proteina IGF-1 sdo mediada pelo IGF-1R, e 0 acesso ao receptor
€ regulado pelas IGFBPs, que variam em tamanho (~22-31 kDa) e compartilham
uma sequéncia global e uma estrutura homologa com entre si. As IGFBPs ligam-se
fortemente com os IGFs (KD ~ 300-700 pM) e inibem a acdo deste, bloqueando seu
acesso aos receptores. A protedlise da IGFBP dissocia o IGF-1 do complexo, o que
Ihe permite ligar-se e ativar os receptores da superficie celular (BRAHMKJATRI;
PRASANNA; ATREYA, 2015). Aproximadamente 1% de todo IGF-1 em circulacéo
permanece nao ligado, enquanto o restante liga-se principalmente ao IGFBP-3,
formando um complexo com uma subunidade &cido-labil (Figura 3) (BACH, 2015).

IGFBP
fragments

Extracellular matrix

Cytoplasm

IGF-1R

Figura 3- Complexos binarios com IGFBP-IGF e complexo ternario com IGFBP-IGF-
ALS.

Fonte: BRAHMKJATRI; PRASANNA; ATREYA, (2015).

Os efeitos mitogénicos, anti-apoptoticos da proteina IGF-1 sdo mediados
principalmente pela proteina transmembrana tirosina-quinase do receptor de IGF-1
(IGF-1R) (ROTA et al.,, 2014). O IGF-1R é tetramero composto por duas
subunidades a- idénticas e duas subunidades B — idénticas (BRAHMKJATRI;
PRASANNA; ATREYA, 2015). A ligacdo do IGF-1 e subsequente fosforilacdo do

DISSERTACAO DE MESTRADO — Danylo Rafhael Costa Silva
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IGF-1R desencadeia a ativacdo de duas grandes cascatas de sinalizacao através do
substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1): via fosfatidilinositol 3-quinase / AKT
quinase (PI3K / AKT) e via RAF-quinase/proteinas quinases ativadas por mitdbgenos
(RAF / MAPK) que estimulam a proliferacdo e protegem contra a apoptose (Figura 4)
(PHILIPPOU et al., 2014). O IRS-1 foi encontrado super-expresso em tumores
primarios da mama (PORTER et al., 2013).

Hybrid
IGF1R/INSR

Ras-raf-MAPK ./ ~.

Pathway PI3K-PDK1/PKB
Pathway

T
T Metabolic actions <+

----------------------

e o | Apoptosis e IGF Signaling Pathways

Figura 4- As ac¢les biolégicas do IGF-1 e IGF-2 mediada pelo IGF-1R e modulado
por uma familia de seis IGFBP.

Fonte: BRUCHIM; WERNER, (2013).

O IGF-1 é encontrado em quase todos os tecidos humanos, assim como na
mama normal e neoplasica , sendo expresso principalmente no estroma e raramente
nas células epiteliais. Ele é necessario para a morfogénese ductal e o
desenvolvimento mamario ndo ocorre na sua auséncia (WAGNER; HEMMINKI;
FORSTI, 2007). O IGF-1 encontra-se em concentragdes relativamente elevadas no
plasma, cerca de 150-400 ng por mL, principalmente na forma ligada a proteina, que

variam de acordo com a idade, havendo inicialmente um aumento no IGF-1 no
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plasma desde o nascimento até a puberdade, seguido por um declinio com a idade
em resposta aos niveis mais baixos de GH (CHRISTOPOULOS; MSAOUEL,;
KOUTSILIERIS, 2015). Ha evidéncias de que os niveis séricos de IGF-1 variam
consideravelmente entre adultos saudaveis. Estudos mostraram que 50% da
variabilidade inter-individual do IGF-1 circulante é determinada geneticamente
(CHONG et al., 2007).

E cada vez mais evidente que a hereditariedade do cancer ndo esta apenas
relacionada com mutacdes germinativas graves, mas também com variacdes
polimorficas na sequéncia do DNA. Para as variantes de baixas penetrancia, os
meétodos de analise de ligacdo familiar ndo sdo adequados devido ao baixo impacto
dos genes no fendtipo. Em vez disso, é mais eficiente realizar estudos de
associacao, que se baseiam na hip6tese de que, se um fator contribui para um risco
de uma doenca esse deveria ser encontrado com maior frequéncia na populacéo
dos individuos afetados do que entre os controles ndo afetados (WAGNER;
HEMMINKI; FORSTI, 2007).

A propdsito, um importante exemplo de variagbes genéticas sdo 0s
polimorfismos. Estes podem afetar a expressdo génica e, portanto, ocasionar
alteracbes funcionais do produto proteico do gene. Os polimorfismos sao
frequentemente encontrados na sequéncia de DNA e ocorrem quando, para um
mesmo locus génico, existe um ou mais alelos, sendo que a frequéncia do alelo
mais raro, ou seja, de menor frequéncia, deve ser maior que 1% na populacdo para
definir-se como polimorfismo (DRAZEN et al., 1999; LOPEZ- CIMA et al., 2007).

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), do inglés Single Nucleotide
Polymorphism, ocorrem quando ha troca de apenas um nucleotideo no lécus génico,
0s SNPs sao abundantes, estaveis e amplamente distribuidos pelo genoma humano,
cerca de 12.000.000 ja foram descritos (BROCKMOLLER; TZVETKOV, 2008).
Alguns estudos de associacdo de SNPs em diferentes genes foram e estdo sendo
realizados, sendo que um grande numero destes foi identificado como preditor para
o risco de desenvolvimento de cancer (ULRICH; ROBIEN; MCLEOD, 2003; DONG et
al., 2010). Portanto, polimorfismos do tipo SNP podem ser considerados
biomarcadores para a suscetibilidade a diversos tipos de cancer (BROCKMOLLER,;
TZVETKOQOV, 2008).

Os polimorfismos ocorrem com uma frequéncia de aproximadamente 1 em
cada 1.000 pares de base (pb), onde o principal € o SNP, mas também ha
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delecdes, insercdes ou duplicacbes de um ou mais nucleotideos. Os SNPs podem
ser classificados como codificante e ndo codificante, dependendo do local do gene
onde eles ocorrem. Os polimorfismos podem ter consequéncias sobre o fendtipo,
alterando a estrutura da proteina, assim como reduzindo ou elevando sua expresséo
e por conseguinte elevando os seus niveis plasmaticos (TEMPFER et al., 2006).

Os niveis circulantes de IGF-1 parecem desempenhar um papel significativo
como fator de risco para o surgimento e desenvolvimento de tumores mamarios, pois
estudos in vivo sugerem que a progressado do cancer é influenciada por genes que
codificam as moléculas de sinalizagdo do eixo GH-IGF-1 (VOTTERO; GUZZETTI,
LOCHE, 2013). O sistema do IGF-1 tem se mostrado como possivel promotor da
transformacdo maligna de células normais da mama, da manutencdo do fenotipo
maligno, do aumento do potencial metastatico, da resisténcia a apoptose e estas
caracteristicas fenotipicas mais agressivas podem levar a um pior prognostico para
as pacientes com cancer de mama com atividade do IGF-1 aumentada (CHONG et
al., 2007).

O destino de milhdes de células com DNA danificado é determinado a cada
hora e uma modesta influéncia do nivel de IGF-1 pode levar a uma maior
probabilidade de sobrevivéncia celular, portanto um maior risco para o0
desenvolvimento do cancer. (BRAHMKJATRI; PRASANNA; ATREYA, 2015). A
propdsito, o nivel plasmético de IGF-1 pode ser utilizado como um biomarcador,
permitindo a avaliacdo do risco de cancer de mama na populacdo geral ou em
grupos de pacientes com maior risco de desenvolver a doenca mais precocemente,
tais como os portadores das mutacées BRCA1 e BRCAZ2 e pacientes sob tratamento
com estrogénio exdégeno (CHONG et al., 2007). Essas observacdes epidemiologicas
poderiam ter grandes implicacdes para a avaliagdo do risco e prevencéo do cancer,
todavia tais associacOes parecem ser superestimadas. (BRUCHIM, ATTIAS,
WERNER, 2009).

Hankinson et al. (1998) observaram uma associacdo significativa entre
niveis elevados de IGF-1 e o risco de cancer de mama em mulheres na pré-
menopausa. Uma vez que IGF-1 e o estrogénio agem sinergicamente para estimular
o cancer de mama, sendo que IGF-1 parece ter pouco efeito sobre a proliferacédo
celular na auséncia de estrogénio. Por sua vez, Holdaway et al. (2003) observaram,
tanto em mulheres na pré como na pés-menopausa, que os niveis de IGF-1 basais e

uma semana apos quimioterapia em cancer de mama avancado ndo apresentaram
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correlacéo significante com a sobrevida destas pacientes.

Todavia, mais recentemente algumas variantes polimorficas (SNP),
localizadas no gene IGF-1, tais como rs1520220 e rs6220, foram associadas com 0s
niveis circulantes do fator de crescimento insulina simile tipo 1 e também com a
densidade mamografica (TAMIMI et al., 2007; DIORIO et al., 2008).

Verheus et al. (2008) estudaram a densidade mamografica em mulheres
holandesas, que reflete a propor¢do da mama ocupada por tecido epitelial e
estromal e que estd fortemente associada com o risco de cancer de mama e
mostraram o aumento da densidade mamaria e maior risco para cancer de mama na
presenca de alguns gendtipos de variantes polimérficas do gene IGF-1,
especialmente a rs6220 (A>G) e a rs7136446 (T>C), sendo os alelos maiores, Ae T
normais, enquanto os genétipos GG e CC mostraram-se associados a uma
elevacdo dos niveis séricos de IGF-1 e a um maior risco para cancer de mama
(VERHEUS et al., 2008).

Contudo, a associacdo do aumento nos niveis plasméticos de IGF-1 com o
aumento de risco para cancer de mama parece diferir de acordo com a etnia da
populacdo (KING; WONG, 2012). Todavia, Al-Zahrani et al. (2006) estudaram a
associacdo entre o SNP rs6220 do IGF-1 com niveis circulantes de IGF-1 em um
estudo caso-controle de cancer de mama em mulheres inglesas e n&o encontraram
associacao dos niveis séricos de IGF-1 com o cancer de mama.

Assim, diante das controvérsias na literatura médica em relacdo a associacao
do polimorfismo do gene IGF-1 e o risco para cancer de mama e também devido a
escassez de estudos sobre tal associacdo em mulheres brasileira € que o presente

estudo foi desenhado.
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2. OBJETIVOS
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Geral: Avaliar a associacao entre o polimorfismo de nucleotideo Unico do gene IGF-

1 e a presenca de cancer de mama.
Especificos:

1. Avaliar a associacdo entre a variante polimorfica rs6220 e o risco para cancer
de mama.

2. Avaliar a associacdo entre a variante polimérfica rs7136446 e o risco para
cancer de mama.

3. Avaliar a associacao entre a variante polimaorfica rs6220 e o risco para cancer
de mama na pré-menopausa e na pés-menopausa.

4. Avaliar a associacao entre a variante polimorfica rs7136446 e o risco para

cancer de mama na pré-menopausa e na pés-menopausa.
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3. PACIENTES E METODOS
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3.1. Tipo de estudo e local da realizacéo

Trata-se de um estudo transversal controlado, com pacientes atendidas no
ambulatorio de Mastologia do Hospital Getulio Vargas (HGV), ambulatério Hospital
Sao Marcos e realizado no Laboratorio de Biologia Molecular do Hospital Natan
Portela, que envolveu 137 mulheres, divididas em 2 grupos: Grupo |, caso ( com

carcinoma de mama, n=68) e Grupo Il, controle (sem carcinoma mamario, n=69).

3.2. Critérios de inclusdao da amostra

Foram incluidos neste estudo pacientes com cancer de mama confirmado
histologicamente, e pacientes saudaveis (controles) confirmadas por meio de exame fisico

e de imagem negativos para malignidade.
3.3. Critérios de ndo-inclusdo da amostra

e Mulheres maiores de 80 anos
e Pacientes portadoras de doencas hepdaticas, metabdlicas, cardiovasculares,
renais

e Pacientes com relatos de outros tipos de malignidade.
3.4. Célculo Amostral

Determinacédo do tamanho da amostra para estudo sobre proporcdo em dois
grupos.
Grupo 1: Mulheres com céancer de mama com polimorfismo gene IGF — 1.
Grupo 2: Mulheres sem cancer de mama com polimorfismo gene IGF — 1.
Estudo mostrou que a proporc¢éo de polimorfismo gene IGF-1 no grupo 1, pl1 = 0,32.
Estudo mostrou que a proporcado de polimorfismo gene IGF -1 no grupo 2, pl =
0,20.
Questdo: Quantas mulheres com cancer de mama devemos pesquisar, cOm 0 erro
tipo I, a de 5% — ou falsamente concluindo que existe diferenca de ocorréncia do
polimorfismo entre 0s grupos, quando na verdade ela ndo existe - e uma
probabilidade de 0,80 (B) de deteccdo da verdadeira diferenga da ocorréncia de
polimorfismo do gene IGF — 1 entre os dois grupos. Supondo outrossim, que esta

diferenca nao seja superior a 7% (erro amostral (pl —p2).Za=1,96e ZB =- 1 Pela
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seguinte formula fica: n=[ zav2p1(1-p1)-zpNp1(1-p1)+p291- p2) / (p1-p2)]2. n= 66

3.5. Métodos
3.5.1. Coleta de Material Bioldgico

Foi coletado 3 ml do sangue apds a consulta médica por um técnico especializado
utilizando seringa e agulha descartaveis. O sangue total foi armazenado em frasco proprio
com anti-coagulante (EDTA), conservado em freezer, a -20°C. Foi solicitado a todas as
mulheres do estudo que nao usassem medicamentos anti-inflamatérios durante as 72

horas que antecederem a coleta do sangue.

3.5.2. Extragc&do de DNA

Para a extracdo do DNA de leucocitos das amostras foi usado o PureLink
Genomic® DNA Mini Kit (Life Technologies,) e seguindo as etapas determinadas
pelo fabricante.

Para a extracao foi utilizado 200 pL de sangue de cada amostra. O sangue foi
colocado em um microtubo de 1,5 mL estéril e contendo 20 pL de proteinase K, 20
uL de RNAase A, o conteudo entdo foi vortexado e incubado em temperatura
ambiente por 2 minutos. Posteriormente foi adicionado 200 pL Purelink Genomic
Lysis/ Binding Buffer, essa mistura foi entdo vortexada para uma melhor
homogeneidade. A seguir, foi incubada a 55 °C durante 10 minutos no intuito de
promover a digestdo das proteinas. ApOs esse procedimento, foi adicionado ao
lisado 200 pL de etanol 96-100% e a solucédo foi homogeneizada. O conteudo foi
transferido para a coluna de centrifugacado e centrifugado a 10000x(g) durante 1
minuto em temperatura ambiente. A seguir foi descartado o tubo de coleta antigo e o
material colocado em um tubo de coleta limpo, posteriormente o tampéao de lavagem
1 foi adicionado ao tubo de coleta e este centrifugado 10000x(g) durante 1 minuto,
apos o descarte tubo de coleta, o material foi transferido para outro tubo de coleta
limpo, para adicdo do tampé&o de lavagem 2, este foi centrifugado em velocidade
méaxima durante 3 minutos. A seguir, a coluna de centrifugagéo foi inserida em um
tubo de microcentrifuga de 1,5 ml estéril. Finalmente 200 pL do tampé&o de eluicédo
Purelink® foi adicionado a coluna, o material ficou em incubando em temperatura

ambiente durante 1 minuto, seguido de uma centrifugacdo em velocidade maxima
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durante um minuto. Ao final do processo o DNA ficou contido tubo de microcentrifuga

de 1,5 ml estéril.
3.5.3. Genotipagem

Apos isolamento, a concentragcdo de DNA foi determinada por meio do
espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). As
genotipagens foram realizadas por meio de reagdo em cadeira da polimerase em
tempo real (RT-PCR). A técnica de RT-PCR & muito sensivel e permite a detecgéo,
ciclo a ciclo, com elevada sensibilidade e especificidade da intensidade de
fluorescéncia emitida em decorréncia da amplificacdo da sequéncia de DNA-alvo,
possibilitando a analise comparativa da expressao de tal gene entre as amostras
logo no inicio da fase exponencial de amplificagdo, em que ndo ha saturagdo da
amplificagdo. Isto acontece porque, a medida que a enzima Taq polimerase replica o
DNA a cada ciclo da reacdo de PCR, também é liberado um fluoréforo que emite
fluorescéncia. A quantificagdo da fluorescéncia emitida indica o numero exato de
copias de DNA presentes inicialmente. A quantificagdo absoluta do DNA de uma
amostra é feita com o uso de uma curva padrdao, obtida com amplificagdo de
quantidades conhecidas do mesmo DNA. Os ensaios de genotipagem de SNP
contém a sonda VIC® marcada com corante e a sonda FAM ™ marcada com
corante. As sondas TagMan ® incorporam a tecnologia MGB, onde a sonda VIC®
detecta o Alelo 1 e a sonda FAM ™ detecta o alelo 2. A sequéncia de nucleotideos
que rodeia o local SNP é chamada de sequéncia de contexto, onde (Alelo 1 =
corante VIC® / Alelo 2 = corante FAM ™). Se a sequéncia de contexto é... XXXX [A/
B] XXXX ...:(alelo A sempre é detectado pelo VIC®; alelo B sempre é detectado pelo
FAM ™ (Figura 5). Procedimentos: As reacdes foram conduzidas em volumes de
final de 20 ul para cada paciente, contendo: 10 yL TagMan® Genotyping Master Mix;
0,5 L de sonda TagMan® customizada para genotipagem de SNPs do Gene IGF-1
humano (SNP ID rs6220. Cod. C_2801119_10 Sequéncia de contexto VIC/FAM:
AGAATATTATTTATAGTATTAAACIA/GIAGGTTTTACTAGATATGTAGTAACT) ou SNP
ID rs7136446. Cod. C__ 2801095 10 (Sequéncia de contexto: VIC/FAM:
ACATTGAAAGCACTGCCCTAAGTGCIC/TIGCGTAGTATGTGAAAATGAATAGGC)
(Tabela 1); 5,5 uL de agua deionizada livre de DNA/RNA e 4 uyL da amostra de DNA
de cada paciente, esses volumes foram distribuidos em placas de 96 pocos
MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL (AppliedBiosystems, EUA)
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em duplicata. A amplificagao foi realizada utilizando o Fast Real-Time PCR System
7500 com o software SDS 2.2 incorporado para genotipagem de SNP
(AppliedBiosystems, EUA), seguido as seguintes etapas: 1- Pré PCR, com duragao
de 1 minuto a 60° 2- Pré -incubagdo da mistura de reagdo a 95 ° C durante 10
min,3- termociclagem a 95 ° C por 15s e 60 ° por 60 s por 40 ciclos, 4- P6s-PCR,
com duragao de 1 minuto a 60° . Os dados de fluorescéncia foram capturados
durante 40 ciclos da reacdo. O controle de qualidade da RT-PCR foi realizado por
selecdo aleatéria de 20% do total de amostras para re-genotipados por um técnico

independente.

1. Assay Components and DNATemplate

‘T'rr'rr'r'l"r" Probe »9’ Probe w
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"
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Figura 5-. The TagMan® SNP Genotyping Assay.

Fonte: Life Tecnologies.
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Tabela 1. Codigos de identificacdo do gene e SNPs usados nos ensaios TagMan®

Cddigo do Sequencia de contexto VIC/FAM
Gene
IGF-1 TAGAATATTATTTATAGTATTAAACIA/GIAGGTTTTACTAGATATGTAGT

rs6220 AACT
A>G
IGF-1 ACATTGAAAGCACTGCCCTAAGTGCIC/T]|GCGTAGTATGTGAAAATGA
rs7136446 | ATAGGC
T>A

Fonte: Life Technologies.
3.5.4. Método Estatistico

O teste Qui-quadrado foi utilizado para determinar se as distribuicdes
genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias genotipicas
observadas nas mulheres com céancer de mama foram comparadas com as
mulheres do grupo controle usando o teste exato de Fisher. O odds ratio (OR) e o
intervalo de confianga (IC) de 95% foram calculados utilizando o teste exato de
Fisher pelas baixas frequéncias nas linhas. A significancia estatistica foi estabelecida
em p < 0,05.

3.6. Aspectos Legais e Eticos

O estudo foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Piaui obedecendo a resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude, sendo aprovado com o numero CAAE 43447015.8.0000. Todas
as pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, prévio ao

estudo.
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4. RESULTADOS
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O estudo incluiu 137 mulheres, 68 casos e 69 controles, com média de idade
e desvio padrdo de 49.2 £11,2 anos nos casos e 45,3 +12,7 nos controles. As
Frequéncias genotipicas das duas variantes (rs6220 e rs7136446) do gene IGF-1
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. A frequéncia do gendtipo CC
(rs7136446) foi de 4 (5,7%) mulheres casos e 2 (2,8%) controles (p=0,67), a0 passo
que a frequéncia do gendtipo GG (rs6220) foi de 8 (11,4%) mulheres caso e 5
(7,2%) controle (p=0,75) (Tabela 3). Apds estratificacdo por status menopausal, ndo
foi observada diferenca estatisticamente significante entre o genétipo CC do
rs7136446 das mulheres pré-menopausicas do grupo caso 3 (7,1%) e as do grupo
controle 1 (2%) (p=0.31), assim como também na p6s-menopausa, caso 1 (3,8%) e
controle 1 (5,2%) (p=1.00). Da mesma forma ndo houve diferenca entre o genotipo
GG do rs6220 na pré-menopausa, tanto de mulheres caso 6 (14,2%) quanto
controle 4 (8%) (p=0.71), n&o houve também diferenca entre mulheres caso 2

(7,6%) e controle 1 (5,2%) na pés-menopausa (p=1.00) ( Tabelas 4 e 5).
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Tabela 2. Caracteristicas das Pacientes

43

Casos Controle
N 68 69
Média de Idade (Desvio Padréo) 49,2 (£11,2) 45,3 (£12,7)
Pré-menopausicas 42 50
P&s-menopausicas 26 19

Fonte: Prépria.
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Tabela 3. Genotipagem do SNP rs7136446 e

pacientes caso e controle.

rs6220 do gene do IGF-1 nas

Caso(%) Controle(%) p OR(95% IC)
rs7136446
T 37(54,4) 38(55,0) - 1
cIT 27(39,7) 29(42.,0) 1 0,96 (0,45-2,02)
cc 4(5,9) 2(3,0) 0,67 2,04 (0,27-23,79)
rs6220
AA 28(40,0) 26(37,8) - 1
AIG 32(48,5) 38(55,0) 0,58 0,78 (0,36-1,69)
GG 8(11,5) 5(7,2) 0,75 1,48 (0,37-6,52)

Fonte: Prépria.

N&o houve diferenca estatisticamente signifincante entre os genotipos dos SNPs (rs7136446 e
rs6220) do grupo caso e controle ( p >0,05). Nao houve Odds Ratio (OR) significantemente maior

entre 0s grupos.
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Tabela 4. Genotipagem do SNP rs7136446 do gene do IGF-1 nas pacientes na pré-

menopausa € na pés-menopausa.

Pré-menopausa P&s-menopausa
Caso Controle p OR(95% IC)  Caso Controle p OR(95% IC)

TT 18 25 - 1 19 11 - 1
cT 21 24 0,67 1,21 6 7 0,33 0,50
(0,48-3,07) (0,11-2,26)
cc 3 1 0,31 4,05 1 1 1 0,59
(0,30-226,99) (0,01-49,54)

Fonte: Prépria.

N&o houve diferenca estatisticamente signifincante entre os genotipos dos SNP rs7136446 do grupo
caso e controle na pré-menopausa ( p >0,05), assim como na pés-menopausa (p>0,05) . Ndo houve
Odds Ratio(OR) significantemente maior entre 0s grupos.
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Tabela 5. Genotipagem do SNP rs6220 do gene do IGF-1 nas pacientes na pré-

menopausa € na pés-menopausa.

Pré-menopausa Pds-menopausa

Caso Controle p OR(95% IC) Caso Controle p OR(95% IC)
AA 14 16 - 1 14 10 - 1
AIG 22 30 0,81 0,84 10 8 1 0,90
(0,31-2,29) (0,22-3,66)
GG 6 4 0,71 1,69 2 1 1 1,41
(0,32-9,94) (0,06-92,54)

Fonte: Prépria.

N&o houve diferenca estatisticamente signifincante entre os genotipos do SNP rs6220 do grupo caso
e controle na pré-menopausa ( p >0,05), assim também como na pés-menopausa (p>0,05). Nao

houve Odds Ratio(OR) significantemente maior entre 0s grupos.
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5. DISCUSSAO
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s

A populacdo brasileira é caracterizada por uma significativa diversidade
genética que é o resultado de uma rica miscigenacdo racial, principalmente de
descendentes de Europeus, Africanos e populacdes nativas. Por conseguinte, a
distribuicdo de variantes gendmicas na populagéo brasileira em geral ndo mostra um
padrdo consistente, como é observado em outros paises cujas populacdes sao
predominantemente caucasiana, Africanas, ou asiaticas (QIAN et al., 2008;.
BARMANIA; POTGIETER; PEPPER, 2013; ZWOLINSKA et al., 2013). Portanto, a
populacdo de cada estado brasileiro deve ser estudada para esclarecer a
distribuicdo de polimorfismos genéticos que sdo relevantes dentro do contexto da
salude publica. No presente estudo, foi avaliado o polimorfismo do gene IGF-1 em
mulheres com cancer de mama atendidas em hospitais de referéncia do Estado do
Piaui, nordeste do Brasil. Os polimorfismos do gene IGF-1 tem sido relacionado a
um aumento do nivel sérico do IGF-1 assim como um maior risco e agressividade de
cancer mamario (FERREIRA-FERNANDES et al., 2015).

Até onde investigamos, ha escassez de estudos do polimorfismo do gene
IGF-1 em particular suas variantes rs6220 e rs7136446 em relagdo ao cancer de
mama na nossa populacdo. No presente estudo, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os gendtipos dos grupos caso e controle assim
como também nao houve diferenca entre os grupos supracitados com relacéo a pré
e a pés-menopausa para as variantes rs6220 e rs7136446.

Estes resultados corroboram com os de Henningson et al. (2011) que
estudaram 325 mulheres de etnia sueca de 194 familias de alto risco para cancer
da mama e mostraram que os niveis de IGF-1 ndo a presentaram diferenca
significante em relacdo aos SNPs rs6220 e rs7136446, por conseguinte n&o foi
observado um risco aumentado para cancer de mama pela presenca dessas
variantes.

Por sua vez, Gu et al. (2010) utilizaram dados coletados pelo Breast and
Prostate Cancer Cohort Consortium (BPC3) em que participaram 5.533 mulheres
caucasianas, que genotipou 302 SNPs da via IGF e ndo observaram qualquer
associagcdo com o risco de cancer de mama, porém mostraram uma associacao
positiva dos SNPs rs6020 e rs713646 com o0s niveis plasmaticos de IGF-1, com
critérios de significancia ajustados (p<2.1x107%), o que estad de acordo com o0s
resultados deste estudo.

J4, Muendlein et al. (2013) colheram amostra de sangue de 161 pacientes
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com cancer de mama HER2 positivo, onde todas as variantes genéticas incluidas no
estudo em especial a rs6220, foram significantemente associadas com o status dos
receptores hormonais, contudo ndo encontraram associagdo do SNP rs6220 do
gene IGF-1 com a sobrevida livre de doencga.

Por outro lado, Tsuchiya et al. (2013) realizaram um estudo com 215
japoneses nativos com cancer de prostata com metastase 0ssea na apresentacao
inicial e observaram uma significante associacdo da reducao da sobrevida especifica
para o cancer de pacientes com a variante com o rs6220, embora néo tenha
mostrado associagao significante com a variante rs7136446 em relacéo a sobrevida.

Ainda com relacdo cancer de prostata, Johansson et al. (2007) realizaram um
estudo de associacdo de SNP IGF-1 com o risco para cancer de pristata com 2.863
casos e 1.737 controles e observaram um aumento no risco de quase 50% para
cancer da prostata pela presenca de um haplétipo comum do gene IGF-1, contendo
as variantes analisadas no presente estudo.

Embora os nossos resultados ndo tenham mostrado uma maior associagao
entre as variantes polimorficas rs6220 e rs7136446 com o cancer de mama em
mulheres pré-menopausicas, alguns autores mostraram uma associacao destas
variantes com fatores de risco para cancer de mama, como elevacdo dos niveis
plasméticos de IGF-1 e aumento da densidade maméria em mulheres preé-
menopausicas (DIORIO et al., 2008).

Outrossim, Verheus et al. (2008) estudaram os niveis plasmaticos de IGF-1 e
a densidade mamografica de 1.928 mulheres na pré-menopausa e observaram que
os alelos menores dos SNPs rs6220 (GG) e rs7136446 (CC) estéo relacionados com
0 aumento dos niveis plasmaticos de IGF-1 em mulheres na pré-menopausa,
contudo, as relagdes entre as variantes genéticas comuns do gene IGF-1 e as
mudancas na densidade mama foram fracas e indecisas.

Por sua vez, Diorio et al. (2008) avaliaram a associagao de mais de 10 SNPs
do eixo IGF com os niveis circulantes de IGF-1 e com a densidade mamografica com
uma amostra composta por 171 mulheres brancas na pré-menopausa. Estes autores
observaram que mulheres carregando um aumento do numero de cépias do alelo
menor do SNP rs6220, ou seja, G tinham um aumento da média ajustada da
densidade da mama, assim como mulheres com homozigose deste alelo também
tinham niveis plasmaticos e densidade mamaria aumentada.

Al-Zahrani et al. (2006) avaliaram a associagéo entre os SNPs do IGF-1 e do

DISSERTACAO DE MESTRADO — Danylo Rafhael Costa Silva



50

Polimorfismo do Gene do Fator de Crescimento Insulina Simile Tipo 1 em Mulheres com Céancer de Mama

genes IGFBP-3 com niveis circulantes de IGF-1 e IGFBP-3 em uma coorte de
mulheres e homens ingleses de meia idade e em um estudo caso-controle de cancer
de mama, composto por 4.647 casos e 4.564 controles. Estes autores encontraram
em uma andlise univariada que o alelo raro (G) do SNP rs6220 estava associado
com um aumento dos niveis plasmaticos de IGF-1 e com um risco elevado para
cancer de mama em mulheres. Contudo, quando realizaram uma analise
multivariada essa associacdo ndo permaneceu. Todavia, embora alguns estudos
tenham mostrado que o aumento da presenca do polimorfismo do IGF-1 na pré-
menopausa esteja associado a um aumento dos niveis séricos de IGF-1 e do risco
para cancer de mama, estes autores ndo encontraram esta associacdo em mulheres
pré-menopausicas e pos-menopausicas (AL-ZAHRANI et al., 2006).

Por outro lado, Shi et al. (2016) investigaram as associagdes entre genes da
via IGF-1 e risco de cancer de mama, através de um estudo caso-controle de base
populacional, 1.037 casos e 1.050 controles, em mulheres europeias e do leste
asiatico e observaram uma associacao do alelo raro (C) e do genétipo CC do SNP
rs7136446 com uma diminuicdo do risco de cancer de mama em mulheres na pos-
menopausa, 0 que vai de encontro as associacfes supracitadas em relacdo ao
cancer de mama.

Dados contraditérios nos estudos de associacdo podem ser resultados de
diversos fatores dentre os quais podem ser citados a etnicidade, diferentes padrdes
de exposicao a carcindgenos, combinacdes de variantes de susceptibilidade ou o
numero de pacientes investigados (BATAR et al., 2009).

O presente estudo tem algumas limitacbes. Em primeiro lugar, este estudo
baseou-se apenas na genotipagem de SNPs, ndo sendo avaliados os niveis
plasmaticos de IGF-1, assim como nao foi observada a expressédo génica do gene
IGF-1. Assim, estudos futuros devem ser realizados em mulheres brasileiras com um
dimensionamento amostral maior, tendo em vista a nossa rica miscigenac¢ao racial, o

que favorece uma distribuicdo das variantes gendmicas sem um padrao consistente.
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6. CONCLUSAO
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No presente estudo ndo houve associacao estatisticamente significante entre
o polimorfismo do gene IGF-1, variantes rs6220 e rs7136446, com o cancer de

mama, tanto na pré como na pés—menopausa.
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APENDICE A- Instrumentos de coleta de dados.

IDENTIFICACAO N° Formulario:
Grupo:

Nome: Data: / /

DN:__ / [/ Ildade:__ anos idade da menarca:

Endereco:

Bairro: Cidade: CEP:

Telefone: Profisséo:

HISTORIA CLINICA:

1. Apresenta alguma doenca (diabetes, hipertensdo, doenca cardiovascular, etc.) ()
Ndo ( )Sim

2. Se sua resposta sim,

Qual (quais) as doenca

3. Faz uso de alguma medicagéao: N&o ( ) Sim ( )
4. Se sua resposta for sim

Qual (quais) as medicamentos

5. Uso de Suplementos nutricionais:

Sim () Nao ( ) Quais?

6. Diagnostico de cancer de mama positivo ou negativo:

7. Se positivo qual estagio da doenca?

8. Tratamento para o cancer: Sim () Nao ( )

9. Fumante: Sim ( ) Nao ( )
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ANEXO A- Parecer de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO & Plobaforme
PIAUI - UFPI %mrl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Biomarcadores Moleculares em Mulheres com Neoplasia Mamaria.
Pesquisador: benedito borges da silva

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 43447015.8.0000.5214

Instituicao Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.022.962
Data da Relatoria: 15/05/2015

Apresentacao do Projeto:

O projeto apresenta uma proposta de pesquisa de Mestrado intitulada: " Biomarcadores Moleculares em
Mulheres com Neoplasia Mamaria". Justifica a relevancia da investigacdo devido a necessidade de
identificacdo de substancias relacionadas a carcinogénese como candidatos naturais para explorar novos
fatores prognoésticos ou alvos potenciais para terapias especificas, utilizados como fatores prognésticos das
neoplasias mamarias como elemento facilitador do entendimento dos mecanismos fundamentais que
regulam a proliferacéo, a diferenciacdo e o desenvolvimento de metastases tumorais. Inicialmente os
marcadores tumorais eram identificados por meio de técnicas moleculares ou bioquimicas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar os biomarcadores moleculares em mulheres com neoplasias mamarias.

Objetivo Secundario: Expressdo imunoistoquimica das metaloproteinases 2 e 9 na neoplasia mamadria;
Avaliar as concentra¢des plasmaticas de metaloproteinases 2 e 9; Determinar as concentragdes plasmaticas
e eritrocitarias de zinco+ Analisar o consumo alimentar e adequagéo da dieta em relagdo a macronutrientes
e zinco; Avaliar a associacdo entre as metaloproteinases 2 e 9 com parametros de zinco; Correlacionar o
polimorfismo do receptor

do fator de crescimento epidérmico e os subtipos moleculares de cancer de mama; Relacionar os dados
antropémetricos com subtipos moleculares de cancer de mama.

Enderego: Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pro-Reitoria de Pesquisa

Bairro: Ininga CEP: 64.049-550
UF: PI Municipio: TERESINA
Telefone: (86)3237-2332 Fax: (86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpi edu br

Pagina 01 de 05
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ANEXO B- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Resolucdo CNS 466/12, item 11.2 considera como pesquisa em seres humanos as
realizadas em qualquer area do conhecimento e que, de modo direto ou indireto, envolva
pessoas ou coletividades, em sua totalidade ou partes, incluindo o manejo de informacoes e
materiais. Assim, também sdo consideradas pesquisas envolvendo seres humanos as
entrevistas, aplicacdes de questiondrios, utilizacdo de bancos de dados e revisbes de
prontuarios. Portanto, em consonéncia com esta resolugdo este projeto serd submetido ao
parecer da Comiss&o de Etica da UFPI, como também serdo respeitados todos os direitos dos
pacientes ao anonimato e a autonomia. Serd utilizado um termo de consentimento livre e
esclarecido, no qual o responsavel pelo paciente autorizard ou ndo a sua participacdo no

projeto.

Assim, vocé esta sendo convidada como voluntaria a participar da pesquisa: Biomarcadores
Moleculares em Mulheres com Neoplasia Mamaria.

A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS:

Justificativa: As neoplasias mamarias estdo entre as maiores causas de morte de mulheres no
Brasil. Portanto, um caminho para diminuicdo dessa mortalidade € a continua busca por
novos biomarcadores ou modelos de estagios que possam ajudar a prever a evolugdo clinica
da doenca, ou simplesmente melhorar a terapia. A este respeito, a identificacdo de substancias
relacionadas a carcinogénese sdo candidatos naturais para explorar novos fatores prognadsticos
ou alvos potenciais para terapias especificas. O objetivo desse projeto é Avaliar os

biomarcadores moleculares em mulheres com neoplasias mamarias.

Procedimentos: A voluntaria sera submetida a coleta de sangue venoso para exames
bioquimicos e analise de biomarcadores moleculares, sera determinado o consumo alimentar
por meio de registros alimentares. Nao sera realizada entrevista gravada ou filmada, aceitando
participar da pesquisa vocé terd garantia de manutencdo do sigilo e da privacidade dos

resultados durante todas as fases da pesquisa.
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DESCONFORTOS E RISCOS: Riscos: Como durante a pesquisa sera aplicado um
questionario, este poderd ocasionar um risco de constrangimento, mas as pesquisadoras
responsaveis, Carla Solange de Melo E. Dourado e Luana Mota Martins adotardo
procedimentos éticos no decorrer dessa aplicacdo conforme Resolucdo 466/2012 para evitar
esse risco. Ao participar da pesquisa, a voluntaria ndo sofrera nenhum prejuizo; no entanto,
podera sentir leve desconforto em vista da coleta do material biologico, requerido para
realizacdo desta pesquisa. No entanto providéncias e cautelas serdo empregadas para evitar
e/ou reduzir efeitos e condi¢bes adversas que possam causar dano, apds a coleta de sangue
sera oferecido um lanche patrocinado pelos pesquisadores. Ratificamos que nenhum dos
procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade. Nao ha riscos diretos aos participantes.
Beneficios: As participantes do estudo terdo como beneficios os resultados dos exames
referente aos biomarcadores moleculares, que serdo fornecidos apds a realizagdo dos mesmos,
bem como receberdo uma orientacdo nutricional, proporcionando uma orientacdo da melhor
alimentacdo. GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E
GARANTIA DE SIGILO: Vocé sera esclarecida sobre a pesquisa em qualquer aspecto que
desejar. Vocé € livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a
participacdo a qualquer momento. A sua participacao é voluntaria e a recusa em participar nao

ird acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios.

Os pesquisadores irdo tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os
resultados serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material
que indique a sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo serd
identificada em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma copia deste
consentimento informado serd arquivada na Universidade Federal do Piaui e outra sera

fornecida a vocé.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR
EVENTUAIS DANOS: A participagdo no estudo ndo acarretard custos para vocé e ndo sera

disponivel nenhuma compensacéo financeira adicional.

DECLARACAO DA PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELA
PARTICIPANTE: Eu, fui informada dos

objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que

em qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e motivar minha deciséo se assim
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o0 desejar. O professor orientador certifica-me de que todos os dados desta pesquisa serdo
confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da
pesquisa. Em caso de duvidas poderei localizar o professor orientador Benedito Borges da
Silva no seguinte endereco: Universidade Federal do Piaui, Centro de Ciéncias da
Saude. Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, CEP 64049-550
Teresina, Pl. Telefone: (86) 3215-5160 ou o Comité de Etica em Pesquisa se VOcé tiver
alguma consideragdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comité de Etica
em Pesquisa/UFPI, Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, CEP
64049-550

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma coépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas

davidas.

Nome Assinatura do Participante Data
Nome Assinatura do Pesquisador Data
Nome Assinatura da Testemunha Data
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ANEXO C- Comprovante de aceite do Artigo Cientifico da Dissertacdo, na Revista Anais
da Academia Brasileira de Ciéncias.

Decision Letter (AABC-2016-0169.R2)

From: editor-in-chief@abc.org.br
To: beneditoborges@globo.com
CC:

. Annals of the Brazilian Academy of Sciences - Decision on Manuscript ID
" AABC-2016-0169.R2

Body: 23-Aug-2016

Subject

Dear Prof. da Silva:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "Insulin-like Growth
Factor 1 gene polymorphism and breast cancer risk" in its current form for
publication in the Annals of the Brazilian Academy of Sciences. The
comments of the reviewer(s) who reviewed your manuscript are included at
the foot of this letter.

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of the Annals
of the Brazilian Academy of Sciences, we look forward to your continued
contributions to the Journal.

Sincerely,

Dr. Alexander Kellner

Editor-in-Chief, Annals of the Brazilian Academy of Sciences
editor-in-chief@abc.org.br

Associate Editor
Comments to the Author:
The ms is acceptable for publication in Anais.

Entire Scoresheet:
Date Sent: 23-Aug-2016
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