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RESUMO




Introducédo: O cancer de mama é uma neoplasia que mais afeta mulheres em todo
mundo, sendo uma doencga de etiologia desconhecida e multifatorial, cujo principal
fator de risco sdo as alteracbes genéticas. O polimorfismo do gene do receptor
sensivel ao célcio (CaSR) tem sido foco de estudos recentes, devido uma provavel
associacdo com o crescimento e agressividade do cancer mamario. Na variante
polimorfica rs17251221 do CaSR, e alelo G considerado ter um ganho de funcdo de
mutacédo, tem sido relacionada ao risco para cancer de mama, contudo ha escassez
de estudos na literatura. Objetivo: Avaliar a associacdo entre o polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) rs17251221 do gene do CaSR e o risco de cancer de mama.
Pacientes e Métodos: estudo transversal controlado, envolvendo 137 mulheres,
conforme dimensionamento amostral, divididas em dois grupos: e grupo | (caso,
mulheres com cancer de mama), (n=69) e Il (controle, mulheres sem cancer de
mama), (n=68). Participaram do estudo mulheres, atendidas no Setor de Mastologia
do Hospital Getulio Vargas em parceria com a Universidade Federal do Piaui. O
sangue periférico foi coletado das participantes para estudo do DNA gendmico,
extraido de leucécitos e submetido a técnica de genotipagem por Reacdo em Cadeia
da Polimerase em tempo real (RT-PCR). Resultados: A frequéncia do gendtipo AG
(rs17251221) foi de 13 mulheres (18,84%) do grupo de casos e em 8 (11,76%)
mulheres do grupo controle (p = 0,3434), enquanto o genétipo GG (rs17251221) néao
ocorreu nos grupos. Conclusao: Os resultados do presente estudo ndo mostraram
diferencas significativas entre a variante polimorfica rs 17251221 do gene CaSR entre
as mulheres com cancer de mama e sem cancer de mama, assim como apés a

estratificacdo por status menopausal.

Palavras chaves: Polimorfismo genético, CaSR, Cancer de mama.
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Introduction: Breast cancer is a neoplasm that most affects women worldwide, being
a disease of unknown etiology and multifactorial, whose main risk factor is genetic
asbestos. Polymorphism of the calcium-sensitive receptor (CaSR) gene has been the
focus of recent studies, due to a probable association with the growth and
aggressiveness of breast cancer. In the polymorphic variant rs17251221 CaSR, and
G allele considered to have a gain of mutation function, has been related to the risk for
breast cancer, however there is a shortage of studies in the literature. Objective: To
evaluate the association between the single nucleotide polymorphism (SNP)
rs17251221 of the CaSR gene and the risk of breast cancer. Patients and Methods:
A cross-sectional, controlled study involving 137 women, according to sample size,
divided into two groups: group | (case, women with breast cancer), (n = 69) and Il
(control, women without breast cancer) , (n = 68). The study included women attending
the Mastology Sector of Getulio Vargas Hospital in partnership with the Federal
University of Piaui. Peripheral blood was collected from the participants to study
genomic DNA, extracted from leukocytes and submitted to the technique of real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR) genotyping. Results: The AG genotype
frequency (rs17251221) was 13 females (18.84%) from the group of cases and 8
(11.76%) women from the control group (p = 0.3434), while the genotype GG
(rs17251221) did not occur in the groups. Conclusion: The results of the present study
did not show significant differences between the polymorphic variant 17251221 of the
CaSR gene among women with breast cancer and without breast cancer, as well as

after stratification by menopausal status.

Keywords: Genetic polymorphism, CaSR, Breast cancer.
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O cancer de mama é a neoplasia mais comum que acomete as mulheres nos
paises ocidentais e é a principal causa de morte por cancer entre as mulheres em todo
o mundo, tendo sido estimado para o ano de 2012 cerca de 1,7 milhdes de casos
novos e 522 mil mortes pela doenca (SMITH et al., 2013; TORRE et al., 2015). Ja para
0 ano de 2020 estima-se que havera um aumento de 26% na incidéncia de novos
casos de cancer de mama, particularmente em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (CHATTOPADHYAY et al.,, 2014). Desta maneira, as diferencas
geograficas apresentam influéncia na incidéncia e mortalidade do cancer de mama
em todo o mundo, sendo as taxas de incidéncia mais elevadas nas regibes mais
desenvolvidas, variando de 96 casos por 100.000 mulheres na Europa Ocidental para
27 casos por 100.000 mulheres na Africa Oriental (FERLAY et al., 2015).

Nos Estados Unidos, de todos os novos casos de cancer, o cancer de mama
feminino € a segunda principal causa de morte por cancer, representando 32% de
todos os novos casos de cancer, apos o cancer de pulméo, sendo que o risco de
desenvolver cancer de mama é de 1 em cada 8 mulheres (FERLAY et al., 2013;
DESANTIS et al., 2011).

J4, no Brasil, pais em desenvolvimento, o cancer de mama € a neoplasia mais
incidente na populacao feminina, depois do cancer de pele ndo melanoma, com uma
incidéncia anual crescente e progressiva. Para o biénio 2016-2017 o Instituto Nacional
do Cancer estimou 57.960 casos e 14.206 casos de morte no Brasil, e no estado do
Piaui foram estimados cerca de 580 casos novos (INCA, 2016).

As altas taxas de mortalidade pelo cancer de mama tém despertado o 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 diagnéstico da neoplasia
em estadios avancados (JUSTO et al., 2013). Assim, o diagndstico precoce através
do rastreamento mamografico, esta associado a uma reducédo de cerca de 20% na
mortalidade, inclusive em mulheres de médio risco para cancer de mama (MYERS et
al., 2015).

Todavia, o cancer de mama € uma doencga de etiologia desconhecida e
multifatorial, em que diversos fatores estdo relacionados ao aumento do risco de
desenvolver a doenga, tais como idade, fatores endocrinos, historia reprodutiva,
fatores comportamentais e ambientais e fatores genéticos/hereditarios, tendo como

principal fator de risco, as altera¢des genéticas (PHAROAH et al., 1997). A propdsito,
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ja sdo bem conhecidas as mutacdes dos genes do cancer de mama (BRCA) 1 e 2 que
podem aumentar o risco para o desenvolvimento de cancer de mama e ovario
hereditarios ao longo da vida (MERSCH et al., 2015).

Todavia, a participacédo de mutacGes em diferentes genes para o cancer 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
mutacgdes restantes, correspondentes a genes nao identificados (VAN DER GROEP;
VAN DER WALL; VAN DIEST, 2011).

Um gene que tem chamado a atencdo no risco para o desenvolvimento do
cancer de mama é o receptor sensivel ao calcio (CaSR), que esta acoplado a proteina
G (GPCR), constituido por trés caracteristicas estruturais principais desta familia de
receptores um dominio extracelular, um dominio de sete transmembranas e uma
cauda intracelular (figura 1) (BROWN et al. 1993).

Figura 1- Uma representacdo esqueméatica do CaSR humano

Dominio
Extracelular

Dominio
Transmenbranar
Dominio Ativagso do PLC e <
MAPK ‘
Intracelular N :

Adenilate Ciclase COO

Fonte: Saidak; Mentaverri; Brown, (2009).

O gene do CaSR humano foi mapeado no brago longo do cromossomo
3(39g13.3-21), que consiste de sete exons e codifica uma proteina de 1078
aminoéacidos (GARRETT et al., 1995; MAGNO; WARDBK; RATAJCZAK, 2011).
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A importancia do receptor sensivel ao calcio nos sistemas biolégicos e a
regulacdo da homeostase do calcio pelos organismos foram bem estabelecidas por
meio da ligacdo e sinalizacdo em resposta a mudancas nas concentracoes
extracelulares de calcio dentro do intervalo fisiolégico regulando a secrec¢do do
horménio da paratireocide em respostas a mudancas de calcio extracelular livre
(BROWN; MACLEOD, 2001; KIM; WYSOLMERSKI, 2016).

As mudancas nos niveis circulantes de calcio extracelular levam a um
feedback, pois quando ha a diminui¢do dos niveis circulante de célcio extracelular, o
CaSR responde aumentando a secrecdo de paratormbénio nas glandulas da
paratireoide e diminuindo a secrecdo de calcitonina na glandula da tireoide. Assim,
altas concentracbes de paratorménio estimula a retirada de calcio do esqueleto, a
reabsor¢cdo de calcio nos rins através do aumento da producdo de 1,25-
dihydroxyvitamin D3 e 0 aumento da absorcdo de célcio no trato gastrointestinal, isto
ocorre até a normalizacao dos niveis circulantes de calcio (QUARLES, 2003; MAGNO;
WARDBK; RATAJCZAK, 2011). Por outro lado, em resposta a elevacao de niveis de
calcio o CaSR sinaliza para que ocorra a diminui¢cdo da secrecdo de paratormonio nas
glandulas paratireoide e um aumento da secrecdo de calcitonina nas glandulas da
tireoide e esta inibe a reabsorcdo 6ssea e aumenta a excrecdo de célcio dos rins,
diminuindo o nivel geral de célcio retido pelo corpo (Figura 2) (MAGNO; WARDBK;
RATAJCZAK, 2011, BROWN, 2000).

DISSERTACAO DE MESTRADO — Larysse Maira Cardoso Campos Verdes
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Figura 2- Regulacdo sistematica da homeostase de calcio no corpo humano
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A propésito, o receptor sensivel ao calcio é expresso principalmente nas
glandulas da paratireoide e tireoide, tendo sido também detectado em uma série de
tecidos ndo relacionados a homeostase do calcio, tais como pele, cérebro e mama
(ZHANG et al., 2015; MAGNO; WARDBK; RATAJCZAK, 2011). Particularmente no
tecido mamario, o CaSR foi identificado principalmente por analise imuno-
histoquimica tanto no tecido normal como neoplasico, apesar de diferencas
significativas na expressao (MAGNO; WARDBK; RATAJCZAK, 2011; CHENG et al.
1998). Entre os diferentes tipos de células que expressam CaSR, observou-se que no
nivel celular o receptor regula multiplos processos celulares, incluindo a diferenciacao
celular, proliferacédo, morte celular e expressao génica (TENNAKOON, AGGARWAL,
KALLAY, 2016).

Os mecanismos de sinalizacdo dependentes de Calcio em células cancerosas
sao frequentemente remodelados ou desregulados. Portanto, o entendimento atual é
gue o receptor de sensivel ao calcio pode prevenir e promover a tumorigénese, uma

vez gque a resposta normal ao célcio extracelular induzido pelo CaSR é perdida ou
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regulada positivamente e a fisiologia das células cancerosas pode ser alterada,
contribuindo para a progressdo do cancer (BRENNAN, 2013). Assim, o receptor
sensivel ao calcio funciona como oncogene e como supressor de tumor dependendo
do local do cancer, em que a expresséao do receptor aumenta quando o CaSR funciona
como um oncogene e diminui quando ele funciona como um supressor de tumor
(TENNAKOON, AGGARWAL, KALLAY, 2016; BRENNAN, 2013)

Particularmente na mama, Chen et al. (1998) fez a primeira documentacéo do
receptor de sensivel ao calcio expresso tanto em carcinomas de mama e linhagens
celulares de cancer de mama, como nhas ceélulas epiteliais normais da mama.
Normalmente, o receptor € expresso na mama durante a lactacdo, ocorrendo um
feedback com as alteracbes nos niveis circulantes de calcio. Durante a lactacao,
quando os niveis de célcios estdo baixos ha a sinalizacdo pelo CaSR para que as
células epiteliais da mama produzem uma proteina relacionada com o horménio da
paratireoide (PTHrP) que é secretada na circulacdo materna, onde atua sobre células
Osseas estimulando a reabsorcdo e liberacdo Ossea osteoclastica na corrente
sanguinea (VANHOUTEN; WYSOLMERSKI, 2013). Em contraste, quando ha niveis
altos célcio circulantes, o CaSR sinaliza para as células das glandulas mamaria inibir
a producao de PTHrP e a estimular o transporte de célcio no leite. A propdsito mesmo
quando o fornecimento de calcio a glandula € menor do que o uso de calcio, menores
niveis sistémicos de calcio reduzem a estimulacdo do CaSR, levando a diminui¢cao do
transporte de calcio e aumento da secrecdo de PTHrP pelas células epiteliais da
mama (VANHOUTEN; WYSOLMERSKI, 2013).

DISSERTACAO DE MESTRADO — Larysse Maira Cardoso Campos Verdes
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Figura 3- Feedback do Receptor Sensivel ao célcio durante a lactacéao
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Por outro lado, no cancer de mama, alguns estudos tém mostrado que o CaSR
comeca a atuar sem a mulher estd na fase da lactagdo, assim, este aumenta a
proliferacdo de células cancerigenas, parecendo haver uma mudanca no
comportamento do CaSR (MAMILLAPALLI et al., 2008; KIM et al., 2016). De acordo
com Kim et al. (2016) a ativacdo de CaSR leva ao aumento da producao da PTHrP
pelas células epiteliais da glandula maméria, dai a ativacdo de CaSR em células de
cancer de mama, estimula a producdo de PTHrP através do aumento dos niveis de
cAMP intracelular e também promove a proliferacdo e inibe a morte celular em altas
concentracfes de célcio extracelular (Figura 3).

Os efeitos do CaSR sobre o crescimento de células tumorais parecem estar
mediados por a¢gbes nucleares de PTHrP que diminuem a expressao do inibidor do
ciclo celular p27kipl e que previnem a acumulacdo nuclear do fator indutor de
apoptose (AIF) que ativa a morte celular apoptética (Figura 4) (KIM; WYSOLMERSKI,
2016). Além disso, as acOes de sinalizacdo de CaSR na proliferacdo celular e
naapoptose in vitro sdo mediadas por PTHrP atuando no nucleo, sugerindo que a
ativacdo de CaSR promove parcialmente o crescimento do cancer de mama
(MAMILLAPALLI et al., 2008).
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Saidak et al. (2009) mostraram que a alta ativacdo mediada pelo célcio do
CaSR néo so6 leva ao aumento da proliferacdo e migracdo de células do cancer de

mama, mas também o aumento da secre¢do de PTHrP celulésica de tumor.

Figura 4- Via nuclear do CaSR no cancer de mama
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Varios pesquisadores testaram se as variantes genéticas de CaSR genéticas
podem influenciar o risco de céancer, a incidéncia, a recorréncia e a mortalidade
(TENNAKOON, AGGARWAL, KALLAY, 2016). Nas dltimas décadas, analises
genéticas de amostras tumorais revelaram que um grande grupo de genes pode
contribuir para a tumorigénese (FORBES et al., 2015; TEUGELS, BRAKELEER,
2017).

Estudos de associacdo em todo o genoma (GWAS) e pesquisas recentes
levaram a descoberta de multiplas variaveis comuns de baixo risco (polimorfismos de
nucleotideos Unicos [SNPs]) em varios loci para susceptibilidade ao cancer de mama
associado ao risco de cancer de mama (TEUGELS, BRAKELEER, 2017; BURTON et
al., 2013; COSTA-SILVA et al., 2017). Os riscos conferidos pelos SNPs para as
variantes comuns de baixo risco pelo seu efeito combinado puderam alcangar um
poder de discriminagao suficiente para uso em programas populacionais de prevencao
e deteccdo precoce de céancer de mama (TEUGELS, BRAKELEER, 2017). Pois
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estudos de associagao que se baseiam na hipotese de que se um fator contribui para
um risco aumentado de ocorréncia de uma doenca, devem ser encontradas com maior
frequéncia na populacdo dos individuos afetados do que entre os controles néo
afetados (WAGNER; HEMMINKI, 2007).

Das variacdes genéticas, os polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) séao
a forma mais prevalente de variacdo genética no genoma humano. Estes podem
afetar a expressao génica e, portanto, ocasionar alteragdes funcionais do produto
proteico do gene. Os polimorfismos sdo 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 deve ser maior que 1% na populagéo, cerca
de 12.000.000 SNPs ja foram descritos (DRAZEN et al., 1999; LOPEZ- CIMA et al.,
2007).

Alguns estudos de associacdo de SNPs, ja foram e estdo sendo realizados e
um grande numero destes, foram identificados com sucesso para predizer a
suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer (ULRICH et al., 2003; DONG et al.,
2010). Portanto, polimorfismos do tipo SNP podem ser considerados biomarcadores
para a susceptibilidade a diversos tipos de cancer (BROCKMOLLER et al., 2008).

Recentemente algumas variantes polimérficas (SNP) localizados em genes do
receptor sensivel ao calcio foram associadas com o risco para cancer de mama
(SOHYUN et al., 2016). Além disso, a associacdo do CaSR com risco aumentado de
cancer de mama pode diferir de acordo com a etnia da populacéo (LI et al, 2017; YAO
et al, 2016).

Por isso, existe um interesse crescente no estudo da variacdo do gene do CaSR
na tentativa de identificar alteracdes especificas envolvidas na formacéo e progressao
do tumor, ja que particularmente no carcinoma mamario, as variagées no gene CaSR
levam a perda ou ganho de funcdo, mas a maioria causam alteracdes no célcio
extracelular e a interrupgéo da funcdo do CASR podendo contribuir para alteracoes
na fisiologia das células cancerigenas, que modifica o0 desenvolvimento e a
progressao do tumor (ZHANG et al, 2015; KIM; WYSOLMERSKI, 2016).

Li et al. (2014) mostrou que o CaSR tem sido associado com o papel do
supressor de tumores, além disso o receptor foi sugerido como um indicador
prognéstico independente do cancer de mama, por sua vez a expressao do gene
CaSR poderia também ser modulado pelo BRCA1 nas células MCF-7 e MDA-MB-231
com participacdo na agressividade (SINGH et al., 2013; PROMKAN et al, 2011).
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Ja no cancer de mama avancado, o CaSR parece desempenhar um papel
chave no desenvolvimento da metastase Ossea, sendo o esqueleto seu local
preferencial (ROODMAN, 2004).

Mihai et al. (2006) realizaram um estudo com 65 tumores de pacientes com
cancer de mama metastatico. Os resultados mostraram que a maioria dos pacientes
com cancer de mama com alta expressao de CaSR em tecido maligno obtido a partir
da mama apresentava metdstases 0sseas, assim eles sugeriram que o CaSR pode
servir como um biomarcador para prever o risco potencial de metastase 6ssea em
pacientes com cancer de mama.

Jord et al. (2013) estudaram o calcio sérico avaliado em 27.158 individuos e o
polimorfismo de nucleotideos Unicos (SNP) do CaSR rs17251221 genotipado em
9,404 individuos e relacionou a fatores de risco cardiovascular, infarto do miocardio
incidente (DM), diabetes tipo 2 (DM2), cancer e morte. Logo os resultados mostraram
um alto nivel de calcio sérico normal associado a fatores de risco de DCV e com IM e
DMV futuros, todavia com um risco reduzido para o cancer, além disso o SNP
rs17251221 foi fortemente associado ao cancer de préstata podendo ser um
importante marcador de risco para este tipo de cancer.

Outrossim, o polimorfismo do gene do CaSR, em particular de sua variante
rs17251221, pode estar associado a um aumento ndo sé do risco para o cancer de
mama, mas também a uma maior agressividade da doenca e um progndéstico
desfavoravel consoante alguns estudos (LI et al, 2014; WANG et al, 2017, YAO et a,
2016).

Assim, devido a miscigenacao racial da populacao brasileira dificultando assim
a distribuicdo de polimorfismos e também pela escassez de estudos na literatura
médica em relacdo a associacdo do polimorfismo do gene CaSR e o risco para o

cancer de mama € que o presente estudo foi desenhado.
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2. OBJETIVOS
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Geral: Avaliar a associacdo entre o polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP)

rs17251221 do gene do CASR e a presenca de cancer de mama.
Especificos:

1. Avaliar entre a variante polimorfica rs 17251221 e o risco para o cancer de mama.
2. Avaliar a associacédo entre a variante polimérficars 17251221 e o risco para cancer

de mama na pré-menopausa e na pds-menopausa.
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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/UFPI), ambulatério Hospital S&o
Marcos/UFPI e analise realizada no laboratorio de biologia molecular do Hospital Natan
Portela/UFPI.

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 mamografia negativa para neoplasias.
3.3. Critérios de ndo-inclusédo da amostra

e 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

Determinacédo do tamanho da amostra para estudo sobre proporcdo em dois
grupos.
Grupo 1: Mulheres com cancer de mama com polimorfismo gene CaSR.
Grupo 2: Mulheres sem cancer de mama com polimorfismo gene CaSR.
Estudo mostrou que a proporcéo de polimorfismo gene CaSR no grupo 1, p1 = 0,32.
Estudo mostrou que a proporcéo de polimorfismo gene CaSR no grupo 2, p1 = 0,20.
Questdo: Quantas mulheres com cancer de mama devemos pesquisar, em cada
grupo, com o erro tipo |, ade 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 detecgdo da verdadeira diferenga da ocorréncia de
polimorfismo do gene CaSR entre os dois grupos. Supondo outrossim, que esta
diferenca ndo seja superior a 7% (erro amostral (p1 — p2 ). Za=1,96 e ZB = - 1 Pela
seguinte férmula fica: n = [ zav2p1(1-p1)-zBNp1(1-p1)+p291- p2) / (p1-p2)]2. n= 66
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3.5. Divisdo dos Grupos

As 137 mulheres incluidas neste estudo foram divididas em 2 grupos, a saber,
A (controle, sem carcinoma mamario), com 69 pacientes e B (caso, com carcinoma

de mama), com 68 pacientes.
3.6. Métodos
3.6.1. Coleta de Material Bioldgico

Foi coletado de 3 ml do sangue ap6s a consulta médica por um técnico especializado
utilizando seringa e agulha descartaveis. O sangue total foi armazenado em frasco préprio
com anti-coagulante (EDTA), armazenado em freezer, a -20C para mensuragao. Foi
solicitado a todas as mulheres do estudo que ndao usassem medicamentos anti-

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

3.6.2. Extragc&do de DNA

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

Para a extracdo do DNA de leucdcitos foi utilizado 200 yL 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. Apés esse procedimento, foi adicionado ao lisado
200 pL de etanol 96-100% e sera homogeneizada a solucdo. O conteudo foi
transferido para a coluna de centrifugacéo e centrifugado a 10000xg 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 tampéo de lavagem 1 foi
adicionado ao tubo de coleta e este centrifugado 10000xg durante 1 minuto, apés o
descarte tubo de coleta, o material foi transferido para outro tubo de coleta limpo, para
adicao do tampéo de lavagem 2, este foi centrifugado em velocidade maxima durante

3 minutos. A seguir, a coluna de centrifugacdo foi inserida em um tubo de
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microcentrifuga de 1,5 ml estéril. Finalmente 200 pL do tampé&o de eluicdo Purelink@
foi adicionado a coluna, o material ficou em incubado em temperatura ambiente
durante 1 minuto, seguido de uma centrifugacdo em velocidade maxima durante um
minuto. Ao final do processo o DNA ficou contido tubo de microcentrifuga de 1,5 ml

esteéril.
3.6.3. Genotipagem

Apos isolamento, a concentracdo de DNA sera 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 quantitativo € muito sensivel e permite a
deteccao, 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 amplificacdo, em que n&o ha saturagdo 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 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 padrdo, obtida com amplificagdo de
quantidades conhecidas do mesmo DNA. 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. A sonda VIC® detecta o Alelo 1 e a
sonda FAM ™ detecta o alelo 2. A sequencia de nucleotideos que rodeia o local SNP
€ chamada de sequéncia de contexto, onde (Alelo 1 = corante VIC® / Alelo 2 = corante
FAM ™). Se a sequéncia de contexto é... XXXXX [A / B] XXXXX ...:(alelo A sempre
representado pelo VIC®; alelo B sempre representado 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 yL de sondas
TagMan® customizadas para genotipagem de SNPs do Gene CaSR humano (SNP ID
rs17251221. Cod. C__32771445 10, Sequéncia de contexto VIC/FAM
TATAAATAAATGTTTGTCTAAAAATIA/GJAAGTTAATACAGATATCAATTGTTA)
(Tabela 1); 5,5 yL de agua deionizada livre de DNA e RNA e 4 puL da amostra de DNA
de cada paciente, esses volumes foram distribuidos em placas de 96 pogos
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MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL (AppliedBiosystems, EUA). A
amplificagao foi realizada utilizando o 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 duracéo de 1 minuto a 60°, 2- Pré -incubagéo
da mistura de reagao 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 reacéo. O controle de qualidade

da RT-PCR foi realizado por seleg¢ao aleatéria de 20% do total de amostras para re-

genotipados por um técnico independente.

Figura 5- The TagMan® SNP Genotyping Assay. Fonte: Bruchim; Werner (2013).
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Tabela 1. Cddigos de identificacdo de genes e SNPs usados nos ensaios TagMan®

Caddigo Sequéncia de contexto VIC/FAM

do Gene
CaSR TATAAATAAATGTTTGTCTAAAAATIA/G]JAAGTTAATACAGATATCAATTGT
rs1725122 TA
1 A>G

Fonte: Life Technologies.
3.6.4. Método Estatistico

O teste Qui-quadrado foi utilizado para determinar se as distribuicbes
genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias genotipicas
observadas nos pacientes com cancer de mama foram comparadas com os controles
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 e as analises foram

realizadas por meio do programa R (library epitools).
3.7. Aspectos Legais e Eticos

O estudo foi encaminhado ao Comité de FEtica 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.
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4. RESULTADOS
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O estudo incluiu 137 mulheres (68 casos e 69 controles) com média de idade
de 49,0 anos nos casos e 45,4 nos controles (Tabela 2). As frequéncias genotipicas
do polimorfismo analisado estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. A frequéncia do
gendtipo AG (rs17251221) foi de 13 (18,84%) no grupo caso e 8 (11,76%) no controle
(p=0,3434), ao passo que o gendtipo GG (rs17251221) nao foi observado em ambos
0s grupos (Tabela 3). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes
na distribuicdo de qualquer genotipo de forma geral (P> 0,05). Apos estratificacao por
status menopausal, néo foi observada diferencas estatisticamente significantes entre
0 gendtipo AG do rs17251221 na pré-menopausa (p=0,71), assim como na pos-
menopausa (p=0,6851) no grupo caso. Do mesmo modo para o genétipo AG na pré-

menopausa (p=0,71) e na pdés-menopausa do grupo controle (p<1,00) (Tabela 4).
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Tabela 2. Caracteristicas das Pacientes

44

Caso Controle
N 69 68
Média de ldade 49,0 45,4
Pré-menopausicas 39 46
P&s-menopausicas 30 22

Fonte: Prépria.
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Tabela 3. Genotipagem do SNP rs17251221 do gene do CaSR nas pacientes caso e

controles.
Caso Controle P OR (95% IC)
n (%) n (%)
Rs17251221
AA 56 (81,16) 60 (88,24) 0,5768
0,3434
A/G 13 (18,84) 8 (11,76) [0.19; 1.63]
GG - - - -

Fonte: Prépria.
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Tabela 4. Genotipagem do SNP rs17251221 do gene do CaSR nas pacientes na

pré-menopausa e na pés-menopausa.

Pré-menopausa P&s-menopausa
Caso Controle P OR Caso Controle P OR
AA 31 39 0,59988 25 21 0,4826
0,3977 0,6851
AIG 8 6 [0.15; 2.21] 5 2 [0.04; 3.33]

GG - - - - - - - -

Fonte: Prépria.

Nao houve diferenga estatisticamente entre os genétipos do SNP (rs17251221 do grupo caso e controle uma vez
que (p>0,05). N&o houve Odds Ratio (OD) significativamente maior entre os grupos.
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5. DISCUSSAO
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Os genes variam em populacdes com diferentes origens étnica e geografica. A
propésito a populacéo brasileira é identificada por uma significativa heterogeneidade
genética devido a grande miscigenacgdo, constituidas principalmente por uma mistura
de nativos americanos, europeus e africanos. A vista disso informacdes sobre a
distribuicAo de variantes gendmicas em nativos americanos e populacdes
miscigenadas, como a populacdo brasileira, ndo mostram um padrdo consistente,
conforme se observa em outros paises do qual suas populagfes sédo prevalentemente
caucasianas, africanas ou asiaticas (MANTA et al., 2013; AMADOR et al., 2016; QIAN
et al., 2008; BARMANIA et al., 2013; ZWOLINSKA et al., 2013). Portanto, o estudo da
populacdo brasileira € importante para desvendar a distribuicdo de polimorfismos
genéticos que sdo de interesse para a saude publica. No presente estudo, foi
verificado o polimorfismo do gene CaSR rs17251221 em mulheres com cancer de
mama e controle atendidas em servi¢os de saude no Estado do Piaui, ho nordeste do
Brasil. Pois esse polimorfismo esta associado com o risco de cancer e tem sido o foco
de pesquisas ndo sé com cancer de mama, mais com outros canceres (SOHYUN et
al, 2016; JORDE et al, 2013).

A proposito, o presente estudo avaliou a associagdo com risco o cancer de
mama. No presente estudo ndo foi observado diferencas estatisticamente
significantes do polimorfismo da variante rs17251221 entre mulheres pré e pos
menopausa. Na literatura mundial ndo ha estudos que corroboram com 0S NOSS0S
resultados da associacao da variante rs17251221 e outras variantes com o risco ao
cancer de mama, todavia em outros tipos de céncer encontramos concordancia
(MAHMOUDI et al, 2014; JENAB et al, 2009; DONG et al, 2008; BINDER et al, 2015).

Mahmoudi et al. (2014) avaliaram a associacdo entre SNPs do CaSR variante
rs1801725 (A986S) e o SNPs do PTH variante rs6256 podem estar associado ao risco
de cancer de colorretal em um estudo caso-controle incluindo 350 casos e 510
controles. Os dados indicaram que a variante do gene CaSR A986S, assim como a
variante rs 6256 gene PTH ndo sao contribuintes genéticos para o risco de cancer de

colorrental na populagéo iraniana.

Jenab et al. (2009) estudaram 1.248 individuos com cancer de colorretal e
1.248 individuos de controle, observaram a variante (rs1801725) do gene CASR e as

variantes (Bsml: rs1544410; Fokl: rs2228570) do gene VDR em associa¢ao ao risco

DISSERTACAO DE MESTRADO — Larysse Maira Cardoso Campos Verdes



49

Polimorfismo do Gene do Receptor Sensivel ao Calcio em Mulheres com Cancer de Mama

de cancer de colorretal na populacdo Europeia. A variante rs1801725 do gene do
CASR e a variantes rs2228570 do gene VDR néo foram associados ao risco ao cancer
de colorretal, contudo somente a variante do gene VDR rs1544410 foi associado a um
risco reduzido de cancer de colorretal, sendo que a associacao foi observada para o

cancer de colén, mas nao o cancer retal.

Dong et al. (2008) realizaram um grande estudo de caso-controle baseado em
populacdo de 1.600 casos e 1.949 controles e avaliaram se os polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNP) do CASR estdo associados ao risco de cancer de cdlon.
Os dados do estudo nao fornecem evidéncias de uma associagao geral entre SNP
CASR e cancer de célon; no entanto, os resultados sugerem um possivel papel de

CASR no cancer de colon proximal.

Binder et at. (2015) utilizaram dados recolhidos pelas coortes de cancer de
préstata que genotipou 65 polimorfismos comuns de nucleotideos (SNPs) do gene do
CASR em uma amostra de 886 pacientes com prostatectomia e avaliaram se a
ingestdo de calcio e as variantes genéticas comuns do CASR estdo associadas com
cancer de préstata agressivo (PCa) ou recorréncia de doenca ap0os prostatectomia.
Os resultados do estudo mostraram que os principais efeitos das variaveis CASR néo

foram associados a recorréncia ou agressividade do cancer de préstata agressivo.

Contrariamente, outros estudos encontraram associacfes positivas entre o
polimorfismo da variante rs1725121 e outras variantes com o risco de
desenvolvimento do cancer de mama (LI et al 2014; YAO et al, 2016; YAN et al 2015;
WANG et al 2017).

Li et al. (2014) mostraram que este SNP rs17251221 do receptor de sensivel
ao calcio foi relacionado ter uma forte relacdo com o carcinoma mamario em um
estudo caso e controle que envolveu 217 pacientes com cancer de mama e 231
mulheres sem cancer de mama com idade uniformes. O alelo G foi considerado ter
um ganho de fungéo de mutacao, por isso que a pesquisa demostrou que 0s genoétipos
AG e GG foram associados com a susceptibilidade com significancia para o cancer

de mama, bem como um indicador prognostico para a doenca.

O consorcio afro-americano de epidemiologia e risco de cancer de mama

(AMBER) em um dos maiores estudos de cancer de mama, realizado em populacdes
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de descendéncia europeia e apenas em um pequeno numero de afro-americanos
estudaram 24.445 variantes germinais em 63 genes das variacfes genéticas nas vias
relacionadas com a vitamina D e risco de cancer de mama. Este estudo envolveu
3.663 mulheres com cancer de mama e 4.687 saudaveis os resultados mostraram
evidéncias de associacdes de variacdes genéticas relacionadas a vitamina D com
risco de cancer de mama somente da via de sinalizacdo do gene, CASR,
particularmente com ER-cancer de mama, sendo variantes rs112594756 e rs6799828,
as variantes mais significativas e o alelo G deste SNP foram associados com maiores

probabilidades de ER-cancer de mama (22).

Yan et al. (2015) revelaram que o polimorfismo de nucleotideos rs17251221 do
CASR foi associado com o cancer de ovario por um estudo caso e controle no qual
foram incluidas 290 mulheres com cancer de ovario e 312 mulheres sem cancer de
ovario na populacdo chinesa. Assim, os resultados sugerem que o alelo G do
polimorfismo CaSR rs17251221 é protetor contra o cancer de ovario, bem como o
gendtipo GG homozigoto também pode ser protetor, embora sem correlacdo com a

sobrevivéncia no cancer de ovario.

Wang et al. (2017) avaliaram se polimorfismos do gene CASR SNPs rs1801725
e rs1801726 estdo associados a niveis circulantes de calcio em individuos afro-
americanos e de controle caucasiano e cancer de mama. Neste estudo caso-controle
(199 casos e 384 controles) os resultados mostramos o polimorfismo no SNP
rs1801725 que os niveis circulantes de calcio em casos de cancer de mama foram
associados com grau de tumor, estagio clinico e mais importante, com mutacfes
inativantes da CASR, enquanto que o SNP rs1801726 nao mostrou diferenca
significativa. Assim, o estudo sugere que a diminuicdo da sensibilidade do CaSR ao
calcio devido a inativacdo de polimorfismos em rs1801725 pode predispor até 20%
dos casos de céncer mamario a tumores de mama maiores e / ou agressivos

associados a calcio circulante.

Dados contraditérios nos estudos de associacdo podem ser resultados de
diversos fatores dentre os quais podem ser citados a etnicidade, diferentes padrdes
de exposicdo a carcindbgenos, combinagfes de variantes de susceptibilidade ou o

namero de pacientes investigados (BATAR et al., 2008).

O presente estudo tem algumas limitacées. Em primeiro lugar, este estudo se
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baseou apenas na genotipagem de SNPs, ndo sendo avaliado a expressao genica do
CaSR. Assim, estudos futuros devem ser feitos em mulheres brasileiras com maior
tamanho amostral, tendo em vista a rica miscigenacdo racial, favorecendo uma

distribuicdo das variantes gendmicas com um padr&o consistente.
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6. CONCLUSAO
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O presente estudou ndo mostrou associacao estatisticamente significante entre
o polimorfismo do gene do receptor sensivel ao céalcio da variante rs17251221 com

risco ao cancer de mama, tanto na pré como na p6s-menopausa.
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APENDICES 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.) (
Nado ( )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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APENDICES B- Termo de consentimento livre e esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Resolucdo 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 informacoes e
materiais. Assim, também sdo consideradas pesquisas envolvendo seres humanos as entrevistas,
aplicacdes de questionarios, utilizacdo de bancos de dados e revisdes de prontuarios. Portanto,
em consonancia com esta resolucdo este projeto sera submetido ao parecer da Comissao de
Etica da UFPI, como também seréo 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 nao a sua participacdo no projeto.

Assim, vocé estd sendo convidada como voluntaria a participar da pesquisa: Biomarcadores

Moleculares em Mulheres com Neoplasia Mamatria.
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 é a continua busca por novos
biomarcadores ou modelos de estagios que possam ajudar a prever a evolucéo clinica da doenca,
ou simplesmente melhorar a terapia. A este respeito, a identificacdo de substancias relacionadas
a carcinogénese sao candidatos naturais para explorar novos fatores prognésticos ou alvos
potenciais para terapias especificas. O objetivo desse projeto é avaliar os biomarcadores

moleculares em mulheres com neoplasias mamarias.

Procedimentos: A voluntaria serd submetida a coleta de sangue venoso para exames
bioquimicos e anélise de biomarcadores moleculares, serd determinado o consumo alimentar
por meio de registros alimentares. Ndo sera 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.
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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 bioldgico, 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 apés a realizacdo dos mesmaos,
bem como receberdo uma orientagcdo 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 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 participacao ndo sera liberado sem a sua permissdo. VVocé ndo serd identificada em nenhuma
publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma cOpia deste consentimento informado sera

arquivada na Universidade Federal do Piaui e outra sera fornecida a voceé.

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

disponivel nenhuma compensacéo financeira adicional.

DECLARA(;AO 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 informacgdes e motivar minha decisao se assim o
desejar. O professor orientador certifica-me de que todos os dados desta pesquisa serdo

confidenciais.
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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, PI. Telefone: (86) 3215-5160 ou o Comité de Etica em Pesquisa se voce tiver alguma
consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comité de Etica em
Pesquisa/UFPI, Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, CEP 64049-
550

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia 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 A- Parecer de aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO & Plobaforme
PIAUI - UFPI %orl

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

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 prognésticos ou alvos potenciais para terapias especificas, utilizados como fatores prognésticos das
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Objetivo Secundario: Expressdo imunoistoquimica das metaloproteinases 2 e 9 na neoplasia mamadria;
Avaliar as concentragdes plasmaticas de metaloproteinases 2 e 9; Determinar as concentragdes plasmaticas
e eritrocitarias de zincos Analisar o consumo alimentar e adequagéo da dieta em relagdo a macronutrientes
e zinco; Avaliar a associa¢do 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.
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ANEXO B- Comprovante de aceite do Artigo de na Revista Cancer Investigation

Cancer Investigation - Decision on Manuscript ID LCNV-2017-0338

Assunto:Cancer Investigation - Decision on Manuscript ID LCNV-2017-0338
Data:17/01/2018 17:02
De:Cancer Investigation <onbehalfof@manuscriptcentral.com =
Para:beneditoborges@globo.com
Responder para:GLyman@FHCRC.ORG

17-Jan-20138
Dear Professor da 5ilva:

Ref: Polymorphism of the calcium-sensing receptor gene and breast cancer risk: &
literature review

Qur referees have now considered your paper and have recommended publication in Cancer
Investigation. We are pleased to accept your paper in its current form which will now
be forwarded to the publisher for copy editing and typesetting. The reviewer comments
are included at the bottom of this letter, along with those of the editor who
coordinated the review of your paper.

Accepted papers will be transmitted for production. The first and most important task
for authors at that point will be to complete an online author agreement form. Please

make sure you complete it as soonm as yvou receive the publisher notice about it.

You will receive proofs for checking, and instructions for transfer of copyright in
due course.

The publisher also requests that proofs are checked and returnsed within 48 hours of
receipt.

Thank you for your contribution to Cancer Investigation and we look forward to
receiving further submissions from you.
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ANEXO C- Comprovante de aceite do Artigo Original na Revista Medical Oncology

Decision on your manuscript #MEDO-D-18-00073

Assunto:Decision on your manuscript #MEDO-D-18-00073
Data:17/01/2018 13:46
De:"Medical Oncology (MEDO)" <em@editorialmanager.com =
Para:"Benedito Borges da Silva" <beneditoborges@aglobo.com:=
Responder para:"Medical Oncology (MEDO)" <sharmila.prathaban@springernature.com=

Dear Professor da 5ilva:

ke are pleased to inform you that vour manuscript, "Genetic polymorphism of Calcium-
Sensing Receptor in women with breast cancer” has been accepted for publication in
Medical Oncology.

Note that this means that you and all co-authors confirm and certify that vour paper
or part of the results have not been published elsewhere before; if this is the case,
you must notify us immediately as duplications/plagiarism has been an increasingly
identified problem, our policy is to act strongly if this is found afterwards.

Please remember to always include your manuscript number, #MEDD-D-18-88873, whenever
ingquiring about your manuscript. Thank vou.

Best regards,

Kenneth Pienta
Medical Oncology
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