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RESUMO




Introducdo:O cancer de mama é uma doenca multifatorial que envolve um
desequilibrio entre fatores genéticos, dietéticos, hormonais e reprodutivos, sendo
determinada principalmente pela ocorréncia de mutacdes ou de alguma ativacao
anormal de genes que controlam o crescimento e a proliferacdo celular. Estudos tém
mostrado que o receptor da Vitamina D (VDR) estd presente em varios tipos
celulares, incluindo células malignas e normais da mama, com envolvimento na
proliferacdo celular e reducdo da apoptose, bem como no crescimento e
agressividade do cancer mamario. A proposito, a variante polimorfica Apal
(rs7975232) do gene VDR destaca-se como possivel biomarcador no cancer de
mama. Objetivo: Avaliar a associacao entre o polimorfismo de nucleotideo Unico do
gene VDR e o cancer de mama. Pacientes e Métodos: estudo transversal
controlado, envolvendo 140 mulheres, conforme dimensionamento amostral,
atendidas no Setor de Mastologia do Hospital Getulio Vargas e Hospital Sdo Marcos
em parceriacom a Universidade Federal do Piaui. As mulheres foram divididas em
dois grupos: grupo I, caso (mulheres com cancer de mama, n=70) e grupo II,
controle (mulheres sem cancer de mama, n=70). Uma pequena amostra de 3 ml de
Sangue periférico foi coletado das participantes para estudo do DNA gendmico
extraido de leucdcitos, a genotipagemfoi realizada pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (RT-PCR). Resultados: O gendtipo aa esteve presente
em 16 mulheres (22,8%) do grupo | (caso) e em 10 (14,3%) do grupo Il (controle)
(OR= 2,087; 1C95%=0,800-5,444; p=0,133), enquanto a frequéncia do gendétipo Aa
foi em 31 (44,4%) mulheres do grupo caso e em 30 (42,9%) das mulheres do grupo
controle (OR= 1,344; IC95%= 0,996-4,372; p=0,051). Com relacdo ao status
menopausal, as mulheres em pds-menopausa que apresentaram o genotipo Aa
tiveram uma maior associacdo com o cancer de mama (OR= 3,980; IC95%= 1,102-
14,373; p= 0,035) Concluséao:0Os achados do presente estudo sugerem que a
presenca do genotipo Aa da variante polimérficaApal (rs7975232) gene VDR esta
associado a uma maior susceptibilidade ao cancer de mama nas mulheres na poés-

menopausa.

Palavras chaves: Polimorfismo, VDR, Cancer de mama.
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Introduction: Breast cancer is a multifactorial disease and involves an imbalance
between genetic, dietary, hormonal and reproductive factors, being determined
mainly by the occurrence of mutations or some abnormal activation of genes that
control cell growth and mitosis. Studies have shown that the Vitamin D receptor
(VDR) is present in a variety of cell types, including malignant and normal breast
cells, and is involved in cell proliferation and reduced apoptosis, as well as in the
growth and aggressiveness of breast cancer. Thus, the polymorphic variant Apal
(rs7975232) of the VDR gene stands out as a possible biomarker in breast cancer.
Objective: To evaluate the association between the single nucleotide polymorphism
of the VDR gene and breast cancer. Patients and Methods: a controlled cross-
sectional study involving 140 women, according to sample size, attended at the
Mastology Sector of the Getulio Vargas Hospital of the Federal University of Piaui
and Hospital S. Marcos. The women were divided into two groups: group |, case
(women with breast cancer, n = 70) and group Il, control (women without breast
cancer, n = 70). A small sample of 3 ml of Peripheral Blood was collected from
participants to study genomic DNA extracted from leukocytes, genotyping was
performed by Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). Results: The
genotype aa was present in 16 females (22.8%) of group | (case) and 10 (14.3%) of
the group ll(control) (OR= 2.087; 95%IC=0.800-5.444; p = 0.133), whereas the
frequency of Aa genotype was 31 (44.4%) in case group and 30 (42.9%) in women in
the control group (OR= 1.344; 95%IC= 0.996-4.372; p = 0.051). Regarding
menopausal status, postmenopausal women who presented the Aa genotype had a
greater association with breast cancer (OR= 3.980; 95%IC= 1.102-14.373; p= 0.035).
Conclusion: The data suggest that the presence of Aa genotype of the
polymorphism Apal (rs7975232) of VDR gene is associated with susceptibility to

breast cancer in postmenopausal women.

Keywords: Polymorphism, VDR, Breast cancer.
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Polimorfismo do gene do receptor da vitamina D em mulheres com céancer de mama

1. INTRODUCAO
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Nas lltimas décadas, o cancer tornou-se um evidente problema de saude
publica, sendo estimados 27 milhdes de casos novos para o mundo até o ano de
2030. A incidéncia de cancer na populacédo tem aumentado significativamente, tendo
como principais fatores causais o estilo de vida e a longevidade. Dentre os tipos de
cancer, o da mama é a principal causa de morte por cancer nas mulheres em todo o
mundo, com cerca de 520 mil mortes estimadas no ano de 2012. E a segunda causa
de morte por cancer nos paises desenvolvidos, atras somente do cancer de pulméo,
e a principal causa de morte por cancer nos paises em desenvolvimento
(INCA,2014).

O problema do cancer no Brasil ganha relevancia pelo perfil epidemiolégico
gue essa doenca vem apresentando.Para o ano de 2016, foram estimados 57.120
casos novos de cancer de mama, com um risco estimado de 56,09 casos a cada
100 mil mulheres (INCA, 2015).

O céncer de mama é uma doenca multifatorial que envolve um desequilibrio
entre fatores genéticos, dietéticos, hormonais e reprodutivos, sendo determinada
principalmente pela ocorréncia de mutacdes ou de alguma ativacdo anormal de
genes que controlam o crescimento e a proliferacdo celular (SILVA et al., 2012). A
mamografia, aliada ao exame clinico das mamas, sé@o instrumentos fundamentais
para um diagndstico precoce da doenca, no entanto o diagndstico desta neoplasia €,
na maioria das vezes, estabelecido em uma fase tardia em paises em
desenvolvimento, o que justifica os elevados indices de mortalidade (ABREU;
KOIFMAN, 2002; THULER, 2003).

Dessa forma, novos métodos de estudo de imagem e da biologia tumoral
como ressonancia magnética e avaliacdo dos subtipos moleculares do carcinoma
mamario vem se destacando com o objetivo de se estabelecer um diagndstico mais
precoce, estratégias terapéuticas mais eficazes e uma melhor abordagem
prognoéstica, que sao de grande importancia na atencdo a saude da mulher
(NASCIMENTO; PITTA; REGO, 2015).

A propdsito, o desenvolvimento de técnicas gendmicas tem proporcionado a
elucidagédo de mecanismos envolvidos na carcinogénese, em destaque, para genes
da regulacéo e diferenciacdo celular (DELMONICO; ALVES; AMARAL, 2015). Nesse
sentido, estudos epidemioldgicos recentes tém chamado atencdo para uma possivel
associacao entre o gene do Receptor da Vitamina D e o cancer.

A vitamina D, ou colecalciferol (Figura 1), € um hormdénio esteroide enéo

DISSERTACAO DE MESTRADO —Jodo Paulo da Silva Sampaio
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exatamente uma vitamina com sua estrutura molecular assemelha-se a de
hormonios esteroides como estradiol, cortisol e aldosterona (MARQUES et al., 2010;
NORMAN, 2012). Sua principal funcdo consiste na regulacdo da homeostase do
calcio, formacéo e reabsorcdo 6ssea, através da sua interacdo com as paratireoides,
0s rins e os intestinos (ARNSON; AMITAL; SHOENFELD, 2007).

Figura 1: Estrutura quimica do colecalciferol (Vitamina D3).

Vitamin D3
or
cholecalciferol

Fonte: Adaptado de NORMAN, (2012).

A principal fonte da vitamina D é representada pela formacdo enddgena nos
tecidos cutdneos apds a exposicdo a radiacdo ultravioleta B (LEVENTIS; PATEL,
2008).A partir da exposi¢do aos raios ultravioleta B (UVB), o 7-dehidrocolesterol,
ester6ide presente na derme e epiderme, é transformado em vitamina D3. Esta
forma ndo metabolicamente ativa é transportada pela corrente sanguinea até o
figado, onde sofre uma hidroxilacdo, tornando-se a 25-hidroxivitamina D [25(OH)D]
ou calcidiol. A producdo da 25(OH)D no figado, além de rapida, sofre pouca
regulacdo. Deste modo, seus niveis plasmaticos refletem a reserva corporal de
vitamina D. Para se tornar ativa, a vitamina D necessita ainda de uma Ultima
hidroxilagdo, que ocorre nos rins, sob agdo da enzima 1a-hidroxilase,
transformando-se em 1,25 dihidroxivitamina D [1,25(OH)2D] ou calcitriolconforme
mostra a Figura 2(PEDROSA; CASTRO, 2005).

DISSERTACAO DE MESTRADO —Jodo Paulo da Silva Sampaio
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Figura 2: Metabolismo da Vitamina D.
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Além de sua acdo na homeostase do calcio, a vitamina D exerce acles
diretas ou indiretas em mais de 200 genes envolvidos na regulagéao do ciclo celular,
diferenciacdo, apoptose e angiogénese, promovendo ou inibindo a proliferacdo de
células normais ou neoplasicas (BOUILLON et al., 2006; BONETI; FAGUNDES,
2013). A vitamina D atua via mecanismo genbmico onde tem papel central, o
receptor da Vitamina D (VDR), uma fosfoproteina que é membro da super familia de
receptores nucleares (VAN SCHOOR; LIPS, 2000).

O receptor da vitamina VDR pertencente a familia dos receptores hormonais
presentes no nucleo (OZONO, 1991). Apesar do VDR, em sua forma livre, estar
presente no citoplasma (GRONEMEYER et al., 2004), quandose ligaaforma ativa da
vitamina D (1a, 25dihidroxivitamina D3 [1a,25(0OH)2D3] ou calcitriol), transloca-
separa o nucleo, onde ird associar-se a promotores de diversos genes modulando
a expressdo dos mesmos, produzindo multiplos efeitos biolégicos (ISSA; LEONG,;
EISMAN, 1998; BAKER et al., 1988). Além disso, oVDR forma heterodimero com o

DISSERTACAO DE MESTRADO —Jodo Paulo da Silva Sampaio
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receptor do &cido retindico RXR, que age como um fator transcricional, ligando-se a
elementos de resposta a vitamina D (VDRE), que consiste em duas sequéncias de
seis nucleotideos repetidos, mas separadas por trés nucleotideos aleatoérios,
sequéncias estas contidas em regides promotoras de genes responsivos a vitamina
D (Figura 3), entre eles, osteocalcina (KERNER et al, 1989), 24 hidroxilase
(OHYAMA et al, 1994).

Contudo, estudos tém relatado niveis séricos de 1,25 dihidroxivitamina D em
pacientes com cancer de mama sao menores quando comparadas a mulheres sem
cancer de mama ou controles. Por sua vez, a expressdo tecidual do receptor de
vitamina D (VDR), 1ahidroxilase e 24 hidroxilase foram similares em tumores
malignos da mama e tecido mamario normal (MILANE et al, 2013).

A identificacdo da expressao do receptor de vitamina D (VDR)na maioria das
células normais e cancerigenas e a descoberta que algumas células também
apresentam mecanismo relacionado com a complexagéo de 1,25-dihidroxivitamina D
e o receptor de vitamina D (VDR), que estimula a expressdo de muitas enzimas que
codificam genes responsaveis pela diferenciacao celular ou apoptose, tém mostrado
evidéncias da influéncia desta vitamina na patogenia de algumas neoplasias
(BONETI; FAGUNDES, 2013; LACZMANSK et al., 2017). Este conceito prevé que a
vitamina D pode ter relevancia para prevencdo e tratamento do cancer de mama
(WELSH, 2007).

Figura 3: Mecanismo de acao do Receptor da vitamina D
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A propdésito, os polimorfismos do gene do VDR podem ser de importancia
para o cancer. Polimorfismos séao definidos como muta¢oes de pelo menos 1% dos
alelos em uma determinada populacdo. Variacbes da sequéncia de DNA que
ocorrem frequentemente na populacdo podem ter efeitos biolégicos modestos, mas
reais. Por causa da abundancia do genoma humano, ele tem sido utilizado com o
objetivo de estudar variagdes no risco para doengas comuns (KOSTNER et al.,
2009);0s seres humanos carregam um grande numero de polimorfismos que podem
conduzir diferentes efeitos celulares devido a varios mecanismos, tais como
transcricdo reduzida, pOs- transcricdo ou pdés- traducdo alterada ou alteracdes
terciarias no produto do gene (ABBAS et al., 2008).

O gene do VDR humano esta localizado no bragco longo do cromossomo 12
na regidaoql2-14(Figura 4). Variantes alélicas comuns foram identificadas no gene
VDR (PEDEUTOUR et al., 1994). Os primeiros estudos de polimorfismo do VDR
foram feitos utilizando parametros de metabolismo G&sseo, especialmente
osteoporose (UITTERLINDEN, 2001). As abordagens do genedesta regido relataram
polimorfismos de um uUnico nucleotideo (SNPs) para serem associados a varias
doencas importantes, incluindo cancer de pulméao (FU; LI; ZHANG, 2014), cancer de
ovario (SONG; LEE, 2013), cancer de prostata, pele, colorretal, ovario e da bexiga,
carcinoma de células renais e cancer de mama (KOSTNER et al., 2009; LEE;
SONG, 2014).

Figura 4: Localizag&o do gene do Receptor da Vitamina D no cromossomo 12
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Fonte: GenomeDecoration Page/NCBI; SZPIRER et al., 1991.

O VDR esta presente numa variedade de tipos de células, incluindo células
malignas e normais da mama (ABBAS et al, 2008). Uma vez descoberto que o VDR
€ um mediador da via de vitamina D, os polimorfismos genéticos do VDR tém sido

investigados como fatores de risco de muitos tipos de cancer (GRANT et al., 2013;

DISSERTACAO DE MESTRADO —Jodo Paulo da Silva Sampaio
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HUANG et al., 2013; AZAD et al., 2013). Vérios estudos tém avaliado associacdes
entre varios polimorfismos no gene VDR e o risco de céncer de mama, com
resultados inconsistentes. Estes polimorfismos incluem frequentemente trés analises
de polimorfismo de nucleotideos unico (SNPs): Bsml, Fokl e Taql em extremidade 3’
do gene VDR.

Atualmente, poucos estudos investigaram a associacao entre o polimorfismo
Apal do gene VDR e o cancer de mama e com resultados contraditorios (CURRAN
et al., 1999; HOU et al., 2002; SILLAPAA et al., 2004; YANG et al., 2012; LUO et al.,
2014; REIMERS et al., 2015; ABD-ELSALAM et al., 2015).

A literatura sobre a matéria € escassa e controversa. Todavia, até onde
investigamos, ndo encontramos estudos da variante polimérfica Apal do receptor da
vitamina D em mulheres com cancer de mama no Brasil, o0 que nos levou a

concepcao do presente estudo.
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2. OBJETIVO
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Objetivo geral:

Avaliar a associacdo entre o polimorfismo do gene do receptor da vitamina D (VDR)

e 0 risco para cancer de mama.

Objetivos especificos:

1. Avaliar a associacao entre a variante polimorfica Apal (rs7975232) e o risco para
cancer de mama.

2. Avaliar a associacao entre a variante polimérfica Apal (rs7975232) e o risco para
cancer de mama em mulheres em pré-menopausa e em pds-menopausa.

3. Comparar as frequéncias alélicas do VDR entre o Grupo I(casos) e Grupo Il (controles).
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3. PACIENTES E METODOS
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3.1. Tipo de estudo e local da realizagao

Trata-se de um estudo transversal controlado, com pacientes atendidas no
ambulatorio de Mastologia do Hospital Getulio Vargas (HGV), ambulatério Hospital
S8o Marcos e realizado no Laboratério de Biologia Molecular do Hospital Natan
Portela, que envolveu 140 mulheres, divididas em 2 grupos: Grupo |, caso (com

carcinoma de mama, n=70) e Grupo Il, controle (sem carcinoma mamario, n=70).

3.2. Critérios de inclusdo 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 e que aceitaram participar da
pesquisa mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

3.3. Critérios de nao-inclusdo da amostra

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

e Pacientes com relatos de outros tipos de malignidade.

3.4.Célculo Amostral

Determinacéo do tamanho da amostra para estudo sobre propor¢do em dois grupos:
e Grupo 1: Mulheres com cancer de mama com polimorfismo gene VDR
e Grupo 2: Mulheres sem cancer de mama com polimorfismo gene VDR.
Estudo mostrou que a proporc¢éo de polimorfismo gene VDR no grupo 1, pl = 0,32.
Estudo mostrou que a proporc¢éo de polimorfismo gene VDR 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 os grupos, quando na verdade ela ndao existe - e uma
probabilidade de 0,80 (B) de detecgdo da verdadeira diferenga da ocorréncia de
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polimorfismo do gene VDR entre os dois grupos. Supondo outrossim, que esta
diferenca nao seja superior a 7% (erro amostral (pl —p2).Za=1,96e ZB =- 1 Pela
seguinte formula fica: n= [ zaV2p1(1-p1)-zBNp1(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 ap6s a consulta médica por um técnico
especializado utilizando seringa e agulha descartaveis. O sangue total foi
armazenado em tubo de coleta a vacuo com anti-coagulanteEDTA (Acido
Etilenodiamino Tetra-acético). As amostras foram conservadas em freezer a -20°C.
Foi solicitado a todas as mulheres do estudo que nédo usassem medicamentos anti-

inflamatorios durante as 72 horas que antecederem a coleta do sangue.

3.5.2. Extrag&do de DNA

Para a extracdo do DNA dos leucécitos das amostras utilizou-se o
PureLinkGenomic® DNA Mini Kit (Life Technologies). Seguiu-se 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 conteludo entdo foi vortexado e incubado em temperatura
ambiente por 2 minutos. Posteriormente, foi adicionado 200 pL
PurelinkGenomicLysis/ Binding Buffer, essa mistura foi entdo vortexada para uma
melhor homogeneidade. Em seguida, foi incubada a 55 °C durante 10 minutos para
promover a digestdo das proteinas. ApoOs esse procedimento, foi adicionado ao
lisado 200 pL de etanol 96-100% e a solugdo foi homogeneizada. O conteudo foi
transferido para a coluna de centrifugacdo e centrifugado a 10000x(g) durante 1
minuto em temperatura ambiente. Em seguida foi substituido o tubo de coletor antigo
por um tubo coletornovo, posteriormente o tampé&o de lavagem 1 foi adicionado ao
tubo de coleta e este centrifugado 10000x(g) durante 1 minuto, apds o descarte tubo
coletor, o material foi transferido para outro tubo coletor limpo, para adicdo do
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tampdo de lavagem 2, este foi centrifugado em velocidade maxima durante 3
minutos. A seguir, a coluna de centrifugacdo foi inserida em um tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml estéril. Finalmente 200 pL do tampé&o de eluicdoPurelink®
foi adicionado a coluna, o material ficou incubando em temperatura ambiente
durante 1 minuto, seguido de uma centrifugacéo em velocidade maxima durante um
minuto. Ao final do processo o DNA ficou contido tubo de microcentrifuga de 1,5 ml

esteril.
3.5.3. Genotipagem

ApoOs isolamento, a concentracdo de DNA foi determinada por meio do
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
As genotipagens foram realizadas por meio de reacdo em cadeira da polimerase em
tempo real (RT-PCR). A técnica de RT-PCR é 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 expressdo de tal gene entre as amostras
logo no inicio da fase exponencial de amplificacdo, em que ndo h& saturacdo da
amplificacdo. 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 quantificacdo da fluorescéncia emitida indica o0 niumero exato de
copias de DNA presentes inicialmente. A quantificacdo absoluta do DNA de uma
amostra é feita com o uso de uma curva padrdo, obtida com amplificacdo de
guantidades 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
gue 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 reag0es foram conduzidas em volumes
de final de 20ul para cada paciente, contendo: 10 pLTagMan® Genotyping Master
Mix; 0,5 pL de sonda TagMan® customizada para genotipagem de SNPs do Gene
IGF-1 humano (SNP ID rs7975232. Cod. C_28977635_10 Sequéncia de contexto
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VIC/FAM:
(AAGGCACAGGAGCTCTCAGCTGGGC[A/CICCTCACTGCTCAATCCCACCACCC
C) (Tabela 1); 5,5 pL de agua deionizada livre de DNA/RNA e 4 uL da amostra de
DNA de cada paciente, esses volumes foram distribuidos em placas de 96 pocos
MicroAmp® FastOptical 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL (AppliedBiosystems, EUA)
em duplicata. A amplificacao 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 duracao
de 1 minuto a 60° 2- Pré -incubacdo da mistura de reacdo a 95 ° C durante 10
min,3- termociclagem a 95 °C por 15s e 60°C por 60s por 40 ciclos, 4- Pés-PCR,
com duracdo de 1 minuto a 60°C. Os dados de fluorescéncia foram capturados
durante 40 ciclos da reacédo. 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.

Figura 5: The TagMan® SNP Genotyping Assay.

1. Assay components and DNA template
iy GB GB
For;vx;m pr;mer V“——'-—:rg?;"fr@}&/ Ty P.ff’bf T )&/ Fiaveren peimiee
G A Qassuss,
8 DNA template [GIA] %3'
%lllllllllllllllllllllll[llllltllllIlllllllll})%
3 (em 5
2. Denatured template and annealing assay components e O Legend
o V.  VIC®dye
Probe }E@g Probe }M.G/e Reverse primer
PR, Vi E—rrrg @ @ FAM™ dye
Forward primer G\ / A
\;LLL_I_LLLLLLLLLLLLLLI_LLLLLLLLLLLLLLLLLLI_LLLLLLL% @ Quencher
¥ M 5 ¢ Minor Groove
@- Bilnder
3. Polymerization and signal generation § v T 23 gﬂg’gg;ﬁ:}g;
“Reverse primer o
G!
Probe }V—\/ == Probe
Forward primer V,\ ’ )Mgg A &= Primer
= 9 7 [TP == Template
T T O 1.0
Mgch == Extended primer

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

Cddigo do Gene
(Apal) rs7975232

VDR
Sequéncia AAGGCACAGGAGCTCTCAGCTGGGCIA/CICCTCACTGCTCAAT
VIC/FAM CCCACCACCCC

Fonte: Life Technologies.

3.5.4. Método Estatistico

O teste Qui-quadrado foi utilizado para determinar se as distribuicbes
genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias genotipicas
observadas nas mulheres com cancer de mama foram comparadas com as
mulheres do grupo controle usando o teste exato de Fisher. O Raz&o de Odds (OR)
e o intervalo de confianca (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 numeroCertificado de Apresentacao para
Apreciacdo Etica(CAAE) (Anexo A) 43447015.8.0000.5214 Todas as pacientes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice A),

concordando com os termos da pesquisa.
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4. RESULTADOS
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O estudo incluiu 140 mulheres, 70 casos e 70 controles, com média de idade
e desvio padrao de 49,1+11,1 anos para 0s casos e 45,4112 8para 0s controles
(p=0,100) (Tabela 2). As Frequéncias genotipicas da varianteApal(rs7975232) do
gene VDR estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. A frequéncia do gendtipo aa
foi de 16 (22,8%) mulheres nos casos e de 10 (14,3%) controles (p=0,133), ao passo
que a frequéncia do gendtipo Aa foi de 31 (44,4%) mulheres caso e 30 (42,9%)
controle (p=0,051) (Tabela 3).

Apos estratificacdo por status menopausal, as mulheres em pré-menopausa,a
frequéncia genotipica ndo foi estatisticamente significante, o gendtipo aa esteve
presente em 7 (10%) dos casos e em 6 (5,2%) do grupo controle (p=0,744).J4, para
0 gendtipo Aa foi observadoem 16 (22,9%) casos e 23 (32,9%)controles (p=0,526)
Contudo, foi observada diferenca estatisticamente significante entre o genétipo Aa
nas mulheres pds-menopausicas, onde o0 grupo caso apresentou 15 (21,4%) e o
grupo controle com 7 (10%) mulheres (OR = 3,980; IC= 1,102;14,373; p=
0,035).(Tabelas 4).
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Tabela 2. Caracteristicas das pacientes

Caracteristicas Casos Controles p
n 70 70
Idade média (SD) 49,1 (¥11,1) 45,4 (+12,8) 0,1000
Pré-menopausa 39 46 0,3634
Pés-menopausa 31 24 0,0831

Fonte: prépria
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Tabela 3. Distribuicdo alélica do SNPApal(rs7975232) do gene VDR nas pacientes

dos grupos caso e controle.

Gendbtipo Caso (%) Controle (%) OR (95% IC) p
aa 16 (22,8) 10 (14,3) 2,087 (0,800; 5,444) 0,133
Aa 31 (44,4) 30 (42,9) 1,344 (0,996; 4,372) 0,051
AA 23 (32,8) 30 (42,9) 1 -

Alelo a 63 (45,0) 50 (37,7)
Alelo A 77 (55,0) 90 (62,3)

Fonte: prépria

Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os gendtipos do SNP (rs7975232) dos grupos
caso e controle (p>0,05). Nao houve Raz&o Odds (OR) significantemente maior entre 0s grupos.
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Tabela 4. Genotipagem do SNP Apal (rs7975232) do gene VDR nas pacientes na pré-

menopausa € na pés-menopausa.

Genatipo Caso(%) Controle(%) OR (95% IC) p
Pré-menopausa 39 (55,7) 46 (65,7)
aa 7 (10) 6 (8,6) 1,240 (0,342;4,487) 0,744
Aa 16 (22,9) 23 (32,9) 0,739 (0,290;1,882) 0,526
AA 16 (22,9) 17 (24,3) 1 -
Po6s-menopausa 31 (44,3) 24 (34,3)
aa 9 (12,9) 4 (5,7) 4,179 (0,938;18,612) 0,061
Aa 15 (21,4) 7 (10) 3,980 (1,102;14,373)  0,035*
AA 7 (10) 13 (18,6) 1 -

Fonte: prépria
*p< 0,05
N&o houve diferencga estatisticamente significante entre os gendtipos dos SNP rs7975232 dos grupos
caso e controle nas mulheresem pré-menopausa (p >0,05).Nas mulheres em po6s-menopausa foi

observadouma associagdo do genotipo Aa e o cancer de mama (p=0,035) e Razdo de Odds(OR)
significantemente maior entre 0s grupos.
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5. DISCUSSAO
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7

A populagdo brasileira é caracterizada por uma significativa diversidade
genética que € o resultado de uma rica miscigenacdo racial, principalmente de
descendentes de Europeus, Africanos e populagbes nativas. Por conseguinte, a
distribuicdo de variantes genémicas na populacéo brasileira em geral ndo mostra um
padrdo consistente, como € observado em outros paises cujas populacdes séo
predominantemente caucasianas, 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 séo relevantes dentro do contexto da
saude publica.

No presente estudo foi avaliado o polimorfismo Apal do gene VDR em
mulheres com cancer de mama atendidas em servicos de referéncia do Estado do
Piaui, Nordeste do Brasil. Os polimorfismos do gene VDR tem sido relacionado a
alteracdes no metabolismo da vitamina D, bem como um maior risco e agressividade
de cancer mamario (KOSTNER et al., 2015).

O VDR mede principalmente as atividades anticancerigenas de vitamina D
(SILLANPAA et al., 2004; YANG et al., 2012; DALESSANDRI et al., 2012;
CHAKRABORTY et al., 2009). Alguns estudos investigaram a associagcdo entre o
polimorfismo Apal do gene VDR e o cancer de mama, mas os resultados n&o foram
conclusivos (LUO et al., 2014). Até onde investigamos, ha uma escassez de estudos
do polimorfismo do gene VDR na populacéo brasileira, em particular a variante Apal
(rs7975232) em relagéo ao cancer de mama.

Os resultados do presente estudo mostraramque apenas o0 genotipo
heterozigoto (Aa) foi associado com um maior risco para o cancer de mama em
mulheres na péds-menopausa em comparagdo com O grupo controle pés-
menopausa. Todavia, ndo foram observadas qualquerassociacéo significante entre
0S genotipos dos grupos caso e controle, assim como nao foiobservada associacéo
do polimorfismo nas mulheres na pré-menopausa quando comparadas com 0S
respectivos controles.

O alelo a do polimorfismo Apal foi encontrado em maior nUmero nos casos
(63) quando comparados com o grupo controle (50), e, apesar desta diferenca nao
ter sido estatisticamente significante, outros estudos mostram a maior presenca do
alelo recessivo nas mulheres com cancer de mama.

Em um estudo conduzido por Curran et al. (1999)que investigaramo mesmo

DISSERTACAO DE MESTRADO —Jodo Paulo da Silva Sampaio



43

Polimorfismo do gene do receptor da vitamina D em mulheres com céancer de mama

polimorfismo e o risco para o cancer de mama em 135 casos e 110
controles,observou-se que o0s gendtipos Aa e aa foram significativamente
associados ao aumento do risco de cancer de mama. Assim como Reimers et al.
(2015), que encontraram uma associacdo do polimorfismo Apal e o aumento do
risco para o cancer de mama nos genotipos Aa e aa.

J&, Abd-Elsalam et al. (2015)encontraram em mulheres egipcias (130 casos e
100 controles),um aumento significativo do risco de cancer de mama entre as
mulheres portadoras de genétipo aa em comparacdo com mulheres portadoras de
gendtipo AA, enquanto que nenhum risco significativo foi observado entre mulheres
portadoras de gendtipo Aa em comparacao com aquelas portadoras de genétipo AA.

Por outro lado, resultados conflitantes foram relatados em um estudo
taiwanés com 46 casos e 169 controles, onde foiobservado uma tendéncia para o
risco de cancer de mama para as mulheres com o genoétipo AA, enquanto o genétipo
Aa tendeu a ser associado a um risco reduzido, assim como o gendétipo aa (HOU et
al., 2002).

Além disso, um estudo finlandésconduzido com 483 casos e 482 controles,
observouum menor risco de cancer de mama nas mulheres com o genétipo aa
quando comparado com o gendtipo AA.As mulheres com o alelo a apresentaram
menor risco de cancer de mama em relacdo ao gendtipo AA, essa associacao foi
mais forte nas mulheresque apresentaram histéria familiar de cancer de mama
(SILLANPAA et al., 2004).

Estudos mostram que caracteristicas menstruais e reprodutivas, sao
relevantes para o risco de cancer de mama ao longo da vida (TRENTHAM-DIETZ et
al., 2015; LUBIN et al., 1982; PATHAK et al.,, 1986).No presente estudo foi
observado que nas mulheres com gendétipo Aa em pds-menopausa apresentaram
3,9 vezes mais chances de ter cancer de mama quando comparadas com 0 grupo
controle, caracterizando um maior riscoao desenvolvimento do cancer de mama em
mulheres com o0 gendtipo Aa na pés-menopausa.Contrariandoalguns estudos que
sugerem uma relacdo inversa entre pos-menopausa e cancer de mama (NEWCOMB
et al., 1999).

Um estudo com 928 casos e 843 controles, composto de afro-americanas e
americanas de origem europeia, encontrou um aumento do risco para a cancer de
mama nas americanas de origem europeia que apresentavam genoétipo homozigoto

recessivo (aa), contudo essa associacdo foi limitada as mulheres em poés-
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menopausa (YAO et al. 2012).

J4, uma meta-andlise que incluiu 11 estudos caso-controle com um total
de3.738 casos e 4.489 controles, forneceram uma avaliacdo mais precisa sobre a
associacao entre o polimorfismo Apal do gene VDR e o cancer de mama.Onde néo
foi encontrada associacao entre o cancer de mama entre o alelo a (aa e Aa) e Alelo
A (ZHANG; SONG, 2014). Assim como em outra meta-analise com 12 estudos com
um total de 8.254 sujeitos, ndo encontraram associacdo do alelo a vs. A com o
cancer de mama (LUO et al., 2014).

Embora os resultados do presente estudo ndo tenham mostrado uma maior
associacao entre a variante polimorfica Apal (rs7975232) com o cancer de mama em
mulheres pré-menopausicas, alguns autores sugerem uma associacdo de outras
variantes polimérficas como fatores de risco para cancer de mama,
poisconcentragfes séricas significativamente menores da vitamina D foi observada
nas pacientes com cancer de mama quando comparada ao grupo controle
(NEMENQUANI et al., 2015).

Além disso, as variantes polimérficas do VDR podem afetar a concentracao
séricas da vitamina D, pois 0 VDR esta possivelmente envolvido na regulacdo do
feedback negativo da sintese de 1,25 (OH) 2D mediada pela 1a-hidroxilase, que € a
enzima que converte 25(OH)D para 1,25(0OH)2D ativo (TAKEYAMA et al., 1997).

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 carcindbgenos, combinacdes de variantes de susceptibilidade ou o
namero de pacientes investigados (BATAR et al., 2009).

Por fim, algumas limitagcbes que devem ser levadas em consideragdo no
presente estudo. Em primeiro lugar, sdo necessarios estudos com maior
dimensionamento amostral, devido nossa rica miscigenacao racial. Além disso,
outros fatores como os niveis de circulacdo e ingestdo da vitamina D, estagio da
doenca e expressdo do gene VDR, o que pode modificar a associagao entre o

polimorfismo Apal do gene VDR e o cancer de mama.
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6. CONCLUSAO
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Os achadosdo presente estudo sugerem que o genoétipo Aa do polimorfismo
Apal (rs7975232) do gene VDR est4 associado a uma maior susceptibilidade ao
cancer de mama nas mulheres na poés-menopausa. Entretanto, a mesma

susceptibilidade nao foi observada entre as mulheres no geral e na pré-menopausa.
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APENDICE A- Instrumentos de coleta de dados.

IDENTIFICAGAO N° Formulario:
Grupo:

Nome: Data: / /

BN: /4 J/  I|dade:  anos idade da menarca:

Endereco:

Bairro: Cidade: GER:

Telefone: Profisséo:

HISTORIA CLINICA:

1. Apresenta alguma doenca (diabetes, hipertensao, doenca cardiovascular, etc.) (
Nao ( )Sim

2. Se sua resposta sim,

Qual (quais) as doenca

3. Faz uso de alguma medicagdo: Nao () Sim ()
4. Se sua resposta for sim

Qual (quais) as medicamentos

5. Uso de Suplementos nutricionais:

Sim () N&o ( ) 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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APENDICE B- Termode Consentimento Livre e Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Resolugao CNS 466/12, item I1.2 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 informagoes e
materiais. Assim, também sdo consideradas pesquisas envolvendo seres humanos as entrevistas.
aplicagdes de questiondrios. utilizacdo de bancos de dados e revisdes de prontudrios. Portanto.
em consonancia com esta resolugdo este projeto serd submetido ao parecer da Comissdo de
Etica da UFPI, como também serdo respeitados todos os direitos dos pacientes ao anonimato e
a autonomia. Sera utilizado um termo de consentimento livre e esclarecido, no qual o

responsavel pelo paciente autorizara ou ndo a sua participa¢ao 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 diminui¢do dessa mortalidade ¢ a continua busca por novos
biomarcadores ou modelos de estagios que possam ajudar a prever a evolugdo clinica da doenga,
ou simplesmente melhorar a terapia. A este respeito. a identificacdo de substancias relacionadas
a carcinogénese sdo candidatos naturais para explorar novos fatores prognosticos ou alvos
potenciais para terapias especificas. O objetivo desse projeto ¢ Avaliar os biomarcadores
moleculares em mulheres com neoplasias mamarias.

Procedimentos: A voluntdria sera submetida a coleta de sangue venoso para exames
bioquimicos e andlise de biomarcadores moleculares, sera determinado o consumo alimentar
por meio de registros alimentares. N&o serd realizada entrevista gravada ou filmada. aceitando
participar da pesquisa vocé tera garantia de manutencdo do sigilo e da privacidade dos
resultados durante todas as fases da pesquisa.

DESCONFORTOS E RISCOS: Riscos: Como durante a pesquisa serd aplicado um
questiondrio, este poderd ocasionar um risco de constrangimento, mas as pesquisadoras

responsaveis, Carla Solange de Melo E. Dourado e Luana Mota Martins adotardo
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procedimentos éticos no decorrer dessa aplicacdo conforme Resolucdo 466/2012 para evitar
esse risco. Ao participar da pesquisa, a voluntaria ndo sofrer4 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¢des adversas que possam causar dano, apds a coleta de sangue serd
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 terfio como beneficios os resultados dos exames
referente aos biomarcadores moleculares, que serdo fornecidos apds a realizagio dos mesmos,
bem como receberio uma orientagdo nutricional, proporcionando uma orientacdo da melhor

alimentacdo.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E
sARANTIA 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
participa¢do a qualquer momento. A sua participa¢do ¢ voluntaria e a recusa em participar ndo
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 participagdo nio serd liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo sera identificada
em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo. Uma copia deste consentimento

informado seré arquivada na Universidade Federal do Piaui e outra sera fornecida a vocé.

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

disponivel nenhuma compensagio 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 dividas. Sei que
em qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e motivar minha decisdo se assim o
desejar. O professor orientador certifica-me de que todos os dados desta pesquisa serdo
confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdio absorvidos pelo orgamento

DISSERTACAO DE MESTRADO —Jodo Paulo da Silva Sampaio



Polimorfismo do gene do receptor da vitamina D em mulheres com cancer de mama

da pesquisa. Em caso de davidas poderei localizar o professor orientador Benedito Borges da
Silva no seguinte endereco: Universidade Federal do Piaui. Centro de Ciéncias da
Satide. Campus Universitario Ministro Petronio Portela. Bairro Ininga. CEP 64049-550
Teresina, PI. Telefone: (86) 3215-5160 ou o Comité de Etica em Pesquisa se vocé tiver alguma
consideracdio ou davida 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 copia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas

duvidas.

Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura do Pesquisador Data
Nome Assinatura da Testemunha Data
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ANEXO A- Parecer de aprovacdo do Comité de Etica em ExperimentagdoAnimal da

Universidade Federal do Piaui.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ™ Platoforma

PIAUI - UFPI Y Brasil

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 Proprio

DADOS DO PARECER

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

Apresentacéao do Projeto:

O projeto apresenta uma proposta de pesquisa de Mestrado intitulada: " Biomarcadores Moleculares em
Mulheres com Neoplasia Mamaéria". Justifica a relevancia da investigagdo devido a necessidade de
identificagdo de substancias relacionadas a carcinogénese como candidatos naturais para explorar novos
fatores prognosticos ou alvos potenciais para terapias especificas, utilizados como fatores progndsticos 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 mamaria;
Avaliar as concentracdes plasmaticas de metaloproteinases 2 e 9; Determinar as concentragdes plasmaticas
e eritrocitarias de zincoe Analisar o consumo alimentar e adequacado da dieta em relagdo a macronutrientes
e zinco; Avaliar a associagé@o 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
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO /" PlataForma

PIAUI - UFPI ¥ §rasi

Continuag&o do Parecer: 1.022.962

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Quanto aos riscos o pesquisador diz no Protocolo que: "Nao h& nenhum risco aos participantes da
pesquisa". No entanto no TCLE afirma que "Como durante a pesquisa sera aplicado um questionario, este
podera ocasionar um risco de constrangimento, mas as pesquisadoras responsaveis, [...] adotarao
procedimentos éticos no decorrer dessa aplicagao conforme Resolucéo 466/2012 para evitar esse risco. Ao
participar da pesquisa, a voluntaria nao sofrera nenhum prejuizo; no entanto, podera sentir leve desconforto
em vista da coleta do material biolégico, requerido para realizacao desta pesquisa. No entanto providéncias
e cautelas serdo empregadas para evitar e/ou reduzir efeitos e condigbes adversas que possam causar
dano, apés a coleta de sangue sera oferecido um lanche patrocinado pelos pesquisadores. Ratificamos que
nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade". Sendo o TCLE o documento de acesso
aos participantes a descricdo dos riscos foi considerada.

Beneficios:

Os participantes da pesquisa receberdo uma orientagao nutricional de acordo com as necessidades apos
todas as coletas de dados; Bem como receberdo todos os resultados referente as analises realizadas
durante a pesquisa. Acrescentando, ainda no TCLE que; "As participantes do estudo terdo como beneficios
os resultados dos exames referente aos biomarcadores moleculares, que serao fornecidos apos a
realizagio dos mesmos, bem como receberdo uma orientacado nutricional, proporcionando uma orientagé@o
da melhor alimentacao”.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Caracteriza-se como um estudo quantitativo do tipo grupo controle, para identificacdo de substancias
relacionadas a carcinogénese como candidatos naturais para explorar novos fatores prognosticos ou alvos
potenciais para terapias especificas. A populacao sera constituida de pacientes portadoras de cancer de
mama, atendidas no Setor de Mastologia da Clinica Ginecologica do Hospital Getulio Vargas (l6cus da
investigacao), no periodo de julho de 2015 a julho de 2018 que serdo submetidas a tratamento
especializado. Do universo populacional serd selecionado o grupo controle constituido por 40 pacientes
portadoras de fibroadenoma. Define como critérios de inclusdo serem pacientes portadoras de cancer de
mama, comprovado histolééicamente; Mulheres com idade maior que 20 anos sem qualquer tratamento
prévio quimio, horménio ou radioterapico. Como critério de Exclusao: ter sido submetida a tratamento prévio
quimio, horménio ou radioterapico; Mulheres com idade menor que 20 anos; Mulheres que nao aceitaram
participar do estudo; Mulheres com uso de suplementos alimentares. Para a coleta

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 02 de 05

DISSERTACAO DE MESTRADO —Jodo Paulo da Silva Sampaio



Polimorfismo do gene do receptor da vitamina D em mulheres com céancer de mama

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ) Plataforme
PIAUI - UFPI ¥ §rasi

Continuagao do Parecer: 1.022.962

de dados seré&o realizados os seguintes procedimentos: Anteriormente a coleta de sangue, o peso corporal
sera determinado utilizando uma balanca digital Filizola®,com capacidade maxima de 150 kg, graduada em
100 gramas. A estatura sera medida com um antropémetro marca Secar, graduado em centimetros e com
barra de madeira vertical e fixa. O peso e a estatura serdo medidos trés vezes para cada participante, sendo
entao obtida a média dessas medidas.O indice de massa corpdrea serd calculado a partir do peso da
participante do estudo dividido pela sua estatura elevada ao quadrado (WHO, 2000). A medida da
circunferéncia da cintura serd realizada com as mulheres em pé, utilizando uma fita métrica nao
extensivel,circundando a linha natural da cintura, na regiao mais estreita entre o térax e o quadril, no ponto
médio entre a Ultima costela e a crista iliaca. Para a avaliagdo do consumo alimentar sera utilizado um
inquérito alimentar realizado de acordo com a técnica de registro alimentar de trés dias,
compreendendo dois dias durante a semana e um dia no final de semana.O consumo alimentar de
macronutrientes e zinco sera calculado pelo software Nutwin, versdo 1.5 do Departamento de Informatica
em Sadde da Universidade Federal de S&o Paulo (ANCAO et al., 2002). Para verificar a adequacao da
ingestao alimentar de zinco das participantes do estudo, seréa utilizado como referéncia a Estimated Average
Requirement (EAR),contida nas DRI's (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).Amostras de 26 mL de sangue
venoso serdo coletadas no periodo de 7:30 as 8:30 horas,estando as participantes da pesquisa em jejum de
no minimo 12 horas. O sangue colhido sera distribuido em tubo contendo citrato de sddio a 30% como
anticoagulante (10 L/mL de sangue) para a analise de zinco (10 mL),tubo contendo EDTA para andlise das
metaloproteinases 2 e 9 (5 mL) e para andlise do receptor do fator de crescimento epidérmico (5 mL).O
plasma sera separado do sangue total por centrifugacdo a 1831xg durante 15 minutos a 4°C, sendo o
mesmo extraido com pipeta automatica, acondicionado em tubos eppendorfs de polipropileno
desmineralizados e armazenado em freezer a —20°C. Para separacéo dos eritrécitos sera utilizado o método
proposto por Whithehouse et al. (1982). A massa eritrocitaria sera lavada com 5mL de solucao salina
isotonica 0,9%, sendo entdo homogeneizada lentamente por inversao e centrifugado a 2493xg

por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado. O procedimento descrito serd realizado trés vezes,
para remover contaminantes dos eritrécitos. Apds a ultima centrifugaco, a solugéo salina sera aspirada,
descartada e a massa eritrocitaria sera cuidadosamente extraida com o auxilio de uma pipeta automatica,
transferida para tubos eppendorfs de polipropileno desmineralizados e mantidos & temperatura de —20°C
para

andlise de zinco e hemoglobina.As pacientes serdo submetidas a procedimento cirurgico especializado para
confirmacao histoldgica do tumor, exérese dos tumores benignos
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(fibroadenoma) e bidpsia (Core biospy) das neoplasias malignas. A seguir, as amostras de tumor serao
fixadas em formalina e emblocadas em parafina para confirmacao diagnostica. Para tal, as amostras seréo
entdo fixadas em formol tamponado, desidratadas em alcool etilico, diafanizadas pelo xilol € impregnadas
pela parafina numa estufa a temperatura de 59 © C (MASSON, 1956). Apds este processo,parte da amostra
sera submetida a cortes seriados consecutivos e corados com hematoxilina-eosina. O bloco sera entao
armazenado para posterior avaliacdo imunoistoquimica.A andlise das metaloproteinases sera realizada com
base na plataforma Human MMP Panel 2 Magnetic Bead Kit (HMMP2MAG-55K).

Analise dos dados: Para a comparagao dos grupos estudados quanto as varidveis envolvidas neste estudo,
seré realizado o teste t de Student, aplicada uma ANOVA — andlise de variancia, seguida do teste de Tukey
para identificar as possiveis diferencas nas comparagdes entre os grupos. A diferenca considerada
significativa sera quando p0,05 e intervalo de confianca adotado sera de 95%. Na analise das variaveis
possivelmente inter-relacionadas sera utilizado o coeficiente de Pearson.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

A proposta apresenta os componentes basicos exigidos por uma pesquisa académica, referencial tedrico
que dara sustentacao ao estudo, bem como os aspectos éticos do estudo, cronograma e orcamento
afirmando ser financiada com recursos préprios. Os objetivos estdo coerentes com a proposta de estudo. O
coordenador é docente da UFPI com experiéncia na tematica evidenciada e se compromete cumprir os
termos da Resolucao CNS n® 466/12 - e zelar pela privacidade e confidencialidade dos dados.

Recomendacoes:
Sem recomendacdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sem pendéncias

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
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ANEXO B- Comprovante de submissao do Artigo Cientifico da Dissertacdo como requisito
para defesa, na Revista da Associacdo Médica Brasileira.

@ em.medo.0.58cheb.cU31cdcd@editorialmanager.com em nome de M |7
23/01/2018 16:20

Para: Joao Paulo da Silva-Sampaio
Submission 1D: MEDO-D-18-00115
Dear MD da Silva-Sampaiog,

We have received the submission entitled: "Vitamin D receptor gene Apal polymorphism and breast cancer
susceptibility” for possible publication in Medical Oncology, and you are listed as one of the co-authors.

The manuscript has been submitted to the journal by Dr. Professor Benedito Borges da Silva who will be
able to track the status of the paper through his/her login.

Please could you confirm your co-authership by clicking on the link below:
https://nam0l.safelinks.protection.outlook.com/?url=https%3A%2F%2Fmedo.editorialmanager.com®
2Fl.asp¥3Fi%30234448%26|%3DEAPYL7Ve&data=02%7C01 % 7Co%7CF239f1885fc94a0b58f708d5628df023%
7CB4df9e7feofo40afb435aaaaaaaaaaaat7C1 % 7/C0%T7CH365232841089183188sdata=%2FdRNBG3IM%
2FsTBhlasSrgaB3ZM0I83%2FQcVs05%2FCzbstBrQ%e3 D&reserved=0

Otherwise please click on this link:
https://nam0l.safelinks.protection.outlook.com/?url=https%3A%2F%2Fmedo.editorialmanager.com®
2Fl.asp¥3Fi%30234449%26|%3DFNIHUBUBE data=02%7C01%7C%
7Cf239f1885fc94a0b58f708d5628df023%7CB4df9e7feofo40afb435aaaaaaaaaaaa7C1%7C0%
7C6365232841089183188&sdata=vgzHfY ANgKI2bcokzaDr7 2UUGEpEwGHowWTAZVIQE1Sc%3D&reserved=0
and contact the Editorial Office.

Thank you very much.

With kind regards,
Springer Journals Editorial Office
Medical Oncology

DISSERTACAO DE MESTRADO —Jodo Paulo da Silva Sampaio



