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CORREA, Paula Brito. Associagio Entre Cancer de Mama Triplo-Negativo e
Ancestralidade Africana. 63f. 2010. Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Bahia, 2010.

RESUMO

INTRODUCAO: Céancer de mama triplo-negativo ¢ um termo recente e refere-se a
tumores que, quando analisados por imunohistoquimica, ndo expressam receptores de
estrégeno, progesterona e HER2. O fendtipo triplo negativo (TN) possui caracteristicas
patoldgicas e clinicas bastante diferentes dos demais subtipos de cancer de mama,
apesar de apresentarem similaridades entre os canceres do tipo basal e os que ocorrem
em pacientes com mutagBes no gene BRCAL. Além dessas caracteristicas, estes tumores
afetam mais freqlientemente mulheres com menos de 50 anos, possuem comportamento
mais agressivo, apresentam resposta pobre aos protocolos de tratamento existentes e séo
mais prevalentes entre as Afro-Americanas (AA). O resultado desta observagdo tem
levado a questdes sobre a natureza das diferencas “raciais”, geogréficas ou étnicas em
relacdo a prevaléncia da doenca ou tragos relacionados & doenca. As razbes dessa
associacdo entre o fendtipo triplo negativo e a ancestralidade africana ainda néo estéo
claras, por isso torna-se necessario conhece-las de modo a oferecer uma melhor
prevencao e terapia a estas pacientes. OBJETIVO: O objetivo desse estudo foi analisar
a ancestralidade e as caracteristicas clinicas e histopatologicas de uma amostra de
pacientes de alto risco para cancer de mama e ovario hereditario do Servico de
Oncogenética da Universidade Federal da Bahia (UFBA). METODOLOGIA: Foram
analisados 119 prontuarios de pacientes encaminhados ao Ambulatério de
Oncogenética, destes apenas 75 fizeram estudos moleculares para marcadores
informativos de ancestralidade (AIMs). RESULTADOS: Apenas 10% dos pacientes
que entraram nos critérios de inclusdo apresentaram o carcinoma TN. Fenotipicamente,
a afrodescendéncia em pacientes TN foi maior (62.5%, P< 0.05). J& na analise
gendmica, de acordo com a estimativa de mistura populacional feita através dos AIMs,
a maior contribuicdo ancestral para as pacientes TN foi a africana (50%), seguida da
européia (40%) e por Ultimo a amerindia (8%). Quando se comparou a mistura
populacional dos grupos de receptores TN e R+ (receptores hormonais e HER2
positivos) ndo houve diferencas estatisticamente significante (P=0.218). Embora o
nimero de pacientes avaliados deva ser considerado. CONCLUSAO: Ao contrario do
que foi visto na literatura, até 0 momento a associagéo do fendtipo triplo-negativo com a
ancestralidade africana ndo foi evidenciada com o uso de marcadores moleculares
biparentais (AIMs), provavelmente devido ao baixo nimero amostral da populacéo
estudada. Por isso, mais pesquisas sd0 necessarias para identificar as diferencas
existentes na sobrevida entre pacientes caucasianas e afrodescendentes com cancer de
mama.

PALAVRAS CHAVES: Cancer de mama, Triplo negativo, Ancestralidade africana.



CORREA,  Paula Brito. Associations Between Breast Cancer Triple Negative and
African Ancestry. 63f. 2010. Master Dissertation - Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Bahia, 2010.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Triple negative breast cancer is a recent term and refers to
tumors that, when analyzed by immunohistochemistry do not express estrogen,
progesterone and HER2 receptors. The phenotype of triple negative (TN) has clinical
and pathological features quite different from other subtypes of breast cancer, despite
showing similarities between basal-type cancers and those occurring in patients with
BRCAL gene mutations. Besides these features, these tumors most often affect women
under 50 vyears, have more aggressive behavior, have poor response to existing
treatment protocols and are more prevalent among African-Americans (AA). This
observation has led to questions about the nature of "racial™ differences, geographic or
ethnic issues regarding the prevalence of the disease or disease-related traits. The
reasons for this association between triple negative phenotype and African ancestry are
not clear, so more studies are necessary to understand them better and so provide better
prevention and therapy approaches for these patients. OBJECTIVES: The aim of this
study was to investigate the association between ancestry and clinical and
histopathological features of a sample of patients with breast cancer at high risk of for
carrying gene mutations in Oncogenetics Clinics, University Federal of Bahia (UFBA).
METHODS: We reviewed 119 cases of patients referred to Oncogenetics Clinics.
Seventy-five of them underwent molecular studies of ancestry informative markers
(AlIMs). RESULTS: Only 10% of eligible patients had TN carcinoma. Phenotypically,
the African background had higher incidence in patients with TN (62.5%, P <0.05). In
the genomic analysis, according to the estimated population mix made through the
AlMs, the largest contribution to the ancestor was African TN patients (50%), followed
by European (40%) and lastly the Amerindian (8%). When the 2 groups were compared
(TN patients versus hormone receptor and HER2-positive), the difference was not
statistically significant (P = 0.218). Yet, the small number of patients should be
considered. CONCLUSION: Contrary to what was seen in the literature, the
combination of triple-negative phenotype with African ancestry was not seen with the
use of biparental molecular markers (AIMs) so far, probably due to the possible mixing
of the population studied. Therefore, more research is needed to identify differences in
survival between Caucasian and African descent patients with breast cancer. Although a
genetic contribution that should be considered (BRCA gene mutations), socioeconomic
factors should be taken into account, requiring a case-control study to compare clinical
and histological data between patients with breast cancer from different social classes
and racial groups.

KEY WORDS: Breast Cancer, Triple Negative, African Ancestry.
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1 INTRODUCAO

Cancer de mama € o tipo mais comum de cancer nas mulheres em todo o mundo,
excluindo o cancer de pele ndo melanoma. E uma neoplasia maligna que possui Vvérias
caracteristicas: tem alta prevaléncia no mundo ocidental, relaciona-se & produgéo de
hormdnios sexuais, tem sido associada a obesidade e parece ter uma pior evolugdo em

determinados grupos raciais, principalmente em afrodescendentes.

A partir dos dados imunohistoquimicos, o cancer de mama é classificado em trés
grupos principais: 0s tumores com receptores hormonais positivos; os que tém
expressdo aumentada de HER-2 (human epidermal growth — type 2) e os que ndo
expressam receptor de estrogeno ou de progesterona nem HER-2, e sdo denominados
triplo-negativos (TN). Estas moléculas funcionam como marcadores tumorais de valor

prognostico e preditivo de resposta ao tratamento.

Alguns estudos sugerem que além dos fatores socioeconémicos, uma grande
propor¢do de mulheres afrodescendentes (AD) tem um prognostico ruim devido a

fatores moleculares como, por exemplo, o fen6tipo TN.

Estudos moleculares de ancestralidade devem ser feitos para explicar essas
diferencas, correlacionando-as com a sobrevida, e propondo novos alvos terapéuticos.
Estas associagBes podem contribuir para o desenvolvimento de uma nova estratégia

terapéutica em mulheres AD com o fendtipo triplo negativo.

No presente estudo, utilizando-se marcadores moleculares biparentais
(marcadores informativos de ancestralidade - AIMs), foi estimada a contribui¢éo
africana, européia e amerindia em pacientes com diagnéstico de cancer de mama em
uma populacdo alto risco para cancer hereditario do Servico de Oncogenética da
Universidade Federal da Bahia, com o objetivo de verificar se é possivel a associa¢éo

do fendtipo TN com a ancestralidade africana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER DE MAMA

2.1.1 ConsideracOes Gerais sobre o Cancer de Mama

As mamas sao glandulas exdcrinas e sua fungdo principal é a producéo de leite.
Sao compostas de lobos que se dividem em porgdes menores, os I6bulos, e ductos, que
conduzem o leite produzido para fora pelo mamilo, (figura 1). Como todos os outros
6rgdos do corpo humano, também se encontram nas mamas Vvasos Sanguineos e
linfaticos. Estes Gltimos drenam a linfa para os ganglios linfaticos, ou linfonodos. Os
vasos linfaticos das mamas drenam para os linfonodos das axilas, regido do pescoco e
torax (GUYTON ; HALL, 2006).

FIGURA 1 — Representacdo esquemética da Mama.
Fonte: http://www.drcarlos.med.br/mama_1.gif

O Cancer de Mama, segundo definicdo da Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), é uma neoplasia maligna do tecido mamario. As células deste tecido passam a

se dividir e se reproduzir rapidamente e de forma desordenada. A maioria dos canceres
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de mama acomete as células dos ductos. Por isso, o tipo histoldgico mais comum é o
Carcinoma Ductal. Ele pode ser in situ, quando ndo passa das primeiras camadas de
célula destes ductos, ou invasor, quando ultrapassa a lamina basal do epitélio ductal e
invade os tecidos vizinhos (figura 2). Os canceres que comeg¢am nos lébulos da mama
sdo chamados de Carcinoma Lobular, sdo menos comuns que O primeiro e
freqlientemente acomete as duas mamas. O Carcinoma Inflamatorio de mama é mais
raro e normalmente se apresenta de forma agressiva, comprometendo toda a mama,
deixando-a vermelha, inchada e quente (ROBBINS;COTRAN, 2008).

Quando as Células
cilulas anormais
CARCEFO5AS migram dos
ectio ductos para
ciFcunsCritas | o tecido
ans ductos Mamario

FIGURA 2 — Cancer de mama ndo invasivo e invasivo
Fonte : www.mayoclinic.com/health/medical/IM03011 (ADAPTADO)

Varios fatores ambientais como a obesidade, o tabagismo e o uso de

anticoncepcionais foram associados ao cancer de mama.

A neoplasia maligna da mama tem uma alta prevaléncia no mundo ocidental,
esta ligada a producdo de hormonios sexuais e parece ter uma pior evolucdo em
determinados grupos étnicos, principalmente em afrodescendentes — AD (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2007).

Em valores absolutos, o cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais
freqliente no mundo e o mais comum entre as mulheres. A cada ano, 22% dos casos
novos de cancer em mulheres sdo de mama. As estatisticas indicam o aumento de sua
freqliéncia tantos nos paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento
(International Agency for Research on Cancer). Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), nas décadas de 60 e 70 registrou-se um aumento de 10 vezes nas taxas de
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incidéncia ajustadas por idade nos Registros de Cancer de Base Populacional de

diversos continentes.

No Brasil, esse tipo de cancer é o de maior incidéncia na populagdo feminina,
quando se exclui o cancer de pele ndo melanoma, com o nimero de casos novos de
cancer de mama, em 2008, de 49.400, e com um risco estimado de 51 casos a cada 100
mil mulheres. Na Babhia, a estimativa de incidéncia para o cancer de mama em 2008 foi
de 24,92/100.000 mulheres (INCA, 2009).

O AJCC (American Joint Committee on Cancer) estabelece uma classificacéo
histoldgica de acordo com estadiamento do céncer. O estadiamento é uma estimativa da
extensdo de penetracdo do cancer. E feito por razbes de diagnose e pesquisa, e para
determinar o melhor método de tratamento. Os sistemas para avaliar carcinomas
dependem da extensdo da invasao local, do grau de invasdo de nddulos linfaticos, e da
presenca de metastases distantes. A AJCC desenvolveu o sistema de estagiamento mais
comum: a classificagdo TNM (para tumores, nddulos e metéstases). O sistema TNM
possui trés categorias, cada uma com nimeros indicando a severidade da extensdo do
tumor. "T" denota o grau de invasdo, "N" o grau de envolvimento de nddulos linfaticos,
e "M" a presenca de metastases. Estagios sdo geralmente descritos em numerais
romanos (I, I, 1, V). Um ndmero maior indica cancer mais avancado, e pior

prognostico.

O comportamento bioldgico, progndstico e evolugdo do céncer de mama sdo

extremamente variaveis o que vem sendo confirmado por estudos moleculares.

O estudo imunohistoquimico do tumor da mama tem como o objetivo principal
obter informacbes sobre a expressao de receptores hormonais (estrégeno e
progesterona), do receptor do fator de crescimento epidérmico (HER-2), da proteina p53
mutada e do marcador Ki67 pelas células neoplésicas. Estas moléculas funcionam como
marcadores tumorais de valor prognostico e preditivo de resposta ao tratamento
(PERQU et al., 2000).

O prognostico e as implicagdes terapéuticas da expressdo desses marcadores ja
estdo bem estabelecidos. Até 75% dos carcinomas da mama expressam receptores de
estrogeno e cerca de 50% co-expressam receptores de progesterona. A expressao

aumentada de HER-2 aparece em cerca de 30% destes tumores e aproximadamente 20%
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ndo expressam estes receptores e sdo denominados de triplo-negativos (HANLEY et al,
2009).

A proteina nuclear p53 é o produto do gene supressor de tumor TP53 e, quando
ativada, é responsavel pela resposta celular a danos no DNA. Esta proteina s6 é
detectada por imunohistoquimica se estiver inativada. O valor progndstico deste
marcador ndo estd bem estabelecido, mas parece estar associado a evolucéo pior quando
presente em tumores triplo-negativos (CHAE et al, 2009). Ki67 é um marcador bem
estabelecido de proliferacdo celular em cancer de mama. Metanélises recentes relataram
que existe uma associagdo significativa entre cancer de mama e risco de recidiva e
morte com este marcador (MAGGIE et al, 2009).

Cerca de 5% do total de casos de cancer de mama estdo associados a mutagdes
germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2. Na medida em que estas mutagdes S&o
transmissiveis por heranca mendeliana classica, as portadoras destas mutacdes
frequentemente apresentam familias com diversos casos de cancer de mama que
ocorrem em geragdes consecutivas (HAFFTY et al., 2009; SHARON et al., 1998).

2.2 FENOTIPO TRIPLO NEGATIVO

De acordo com estudos imunohistoquimicos pacientes com céncer de mama
integram trés grupos principais: aqueles com receptores hormonais positivos; aqueles
com HER2 positivo e, os triplos negativos. Com o avango dos estudos genéticos, foi
possivel, através da técnica de microarranjos, reclassificar esses subtipos moleculares
em cinco grandes grupos: dois com receptores hormonais positivos (luminal A e B); e
trés com receptores hormonais negativos, dos quais um grupo apresenta o0 HER2
positivo, outro chamado de tipo normal e o outro grupo chamado de carcinoma basal
(SORLIE et al., 2001 ; 2003).

Céncer de mama triplo-negativo (TN) é um termo recente e refere-se a tumores
que, quando analisados por imunohistoquimica, ndo expressam receptores de estrégeno,
progesterona e HER2, e constitui aproximadamente 15% de todos os canceres de mama
invasivos (STEAD et al, 2009; CLEATOR et al, 2007). Suas caracteristicas
moleculares e clinicas se superpem as dos tumores definidos, pela técnica de
microarranjos, como do tipo basal. Além dessas caracteristicas, estes tumores afetam

mais frequentemente mulheres com menos de 50 anos, apresentam comportamento mais
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agressivo e sdo mais prevalentes entre as Afro-Americanas (AA) (REIS-FILHO ;
TUTT, 2008).

Frequentemente apresenta caracteristicas que ilustram uma similaridade entre o
cancer do tipo basal como, por exemplo, ser mais frequente em pacientes jovens; ser um
tumor mais agressivo e com sobrevida menor do que em outros subtipos moleculares;
estar associado a mutagOes nos genes BRCAL; e ser mais prevalente entre AD (CAREY
et al., 2006; TRIVERS et al., 2009; LUND et al., 2008; STARK et al., 2010). Além
destas semelhancgas estes tumores apresentam freqlientemente mutagdo de TP53 que
prediz resposta aos taxanos, ndo mostrando sensibilidade maior a este grupo de drogas
em modelos experimentais (CHABALIER et al, 2006; ROTTENBERG et al, 2007).

Segundo Nielsen et al. (2004), os tumores basais diferem dos triplos negativos
porque usualmente expressam moléculas de alto peso molecular freqiientemente
encontradas no epitélio de células basais, as citoqueratinas (CK; CK5/6, CK14 e CK17).
Além disso, estudos genéticos sugerem que o fendtipo TN também aparece em outro
subgrupo molecular, o tipo normal. Este carcinoma difere do subgrupo basal porque
apresenta um melhor prognostico, apesar de também ndo responder a terapia
neoadjuvante (MILLIKAN et al., 2003; VAN DE RIJN et al., 1996).

2.3 DIFERENCA RACIAL NO CANCER DE MAMA

O céancer de mama é a segunda principal causa de morte por céncer em
mulheres, mas é a principal causa em mulheres AA (JEMAL et al., 2004). Por muitas
décadas, tem-se observado uma relacdo paradoxal em mulheres AA com céncer de
mama, o indice de morte por cancer de mama € alto, apesar da baixa incidéncia no
diagndstico deste cancer comparada com mulheres caucasianas. Mulheres AA com
cancer de mama tém um risco de morte 67% maior quando comparada com mulheres
caucasianas (NEWMAN, 2004). Além disso, em 2000 Joslyn et al. observaram uma
proporcdo maior de mulheres AA jovens com cancer de mama comparada com
mulheres caucasianas, sendo 33% das mulheres AA com idade inferior a 50 anos x 25%
das mulheres caucasianas.

Foi observado também que o cancer de mama invasivo € o tipo mais comum de
cancer em mulheres em todos 0s grupos raciais, mas nas mulheres AA com diagndstico
de cancer de mama esse tipo de cancer parece ser mais agressivo. A incidéncia de

mulheres AA com carcinoma tubular ou lobular é baixa comparada com mulheres
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caucasianas, pois € mais comum essas mulheres apresentarem patologias de cancer de
mama mais agressivas, como o carcinoma medular ou inflamatério (JOSLYN et al.,
2000).

Além disso, varios estudos tém confirmado que mulheres AA ndo somente sao
mais diagnosticadas nos estéagios tardios da doenga, como também apresentam tumor de
alto grau, possuindo, por isso, um comportamento mais agressivo (ADEMUYIWA et
al., 2003; LI et al., 2004; WINER et al., 2005). O diagnéstico tardio ocorre devido a
fatores socioecondmicos. Segundo Janz et al. (2008) mulheres AA recebem menos
informagdes e suportes necessarios ao tratamento do cancer de mama.

Vérios estudos demonstram que mulheres AA possuem alta incidéncia de
marcadores imunohistoquimicos negativos (receptores hormonais e receptor do fator de
crescimento epidérmico) (MORRIS et al., 2007; LUND et al., 2010; LUND et al., 2008;
STEAD et al., 2009), que estdo associados com um mau prognéstico, além de
apresentarem alta expressdo do Ki-67 (MORRIS et al., 2007).

Multiplos fatores podem estar associados a essa diferenca racial encontrada em
mulheres com cancer de mama. Morris et al. (2007) acreditam que o atraso no
diagndstico nas mulheres AA pode interferir no prognostico, além do aumento na massa
corporal, a alimentagdo, obesidade e o alto indice de gravidez precoce, que levam ao
aumento da duracdo de estrogénio na circulagdo sanguinea, aumentando o risco de
desenvolver cancer de mama.

O tratamento do cancer de mama também tem um diferencial em mulheres AA.
Um recente estudo mostrou que o excesso de barreiras socioecondmicas leva a
freqliente modificagdo na administracdo da quimioterapia adjuvante em pacientes AA
(SMITH et al., 2005). Hershman et al. (2005) demonstraram que pacientes AA recebem
menos ciclos do tratamento proposto, terminando precocemente o tratamento, o que
acarreta uma sobrevida menor quando comparadas com aquelas com tratamento
completo.Vale salientar que esses estudos foram feitos em paises onde a diferenca

racial e social caminham juntas.

2.4 ASSOCIACAO ENTRE CANCER DE MAMA TRIPLO NEGATIVO E
ANCESTRALIDADE AFRICANA

Vérios autores demonstraram que fenotipo triplo negativo tem maior incidéncia
em pacientes AA (STEAD et al., 2009; REIS-FILHO ; TUTT, 2008; TRIVERS et al.,
2009; LUND et al., 2008). Um dos primeiros estudos que associaram pacientes AA e 0
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fenotipo triplo negativo foi o realizado na Carolina do Norte, EUA, que observou maior
incidéncia do cancer de mama triplo negativo em mulheres de origem AA
predominantemente na pré-menopausa (CAREY et al., 2006). Outro estudo realizado
com 148 pacientes Nigerianas com cancer de mama mostrou que 66,9% destas
pacientes estavam na pré-menopausa, apenas 22% dos tumores expressavam receptores
hormonais e 19% tinham superexpressdo de HER2. Mais da metade destas pacientes
tinha tumor de mama do tipo basal (OLOPADE et al, ASCO Meeting 2004 Abstract
9509).

Morris et al. avaliaram 197 pacientes AA com céancer de mama e 274 pacientes
caucasianas, entre 1990 e 2000, do National Cancer Institute’s Surveillance,
Epidemiology and End Results (SEER); e 2230 pacientes AA e caucasianas do Thomas
Jefferson University Hospital, entre 1995 e 2002. Pacientes AA com cancer de mama,
em ambos os levantamentos, além de apresentarem maior incidéncia do fen6tipo TN,
apresentam também tumores em estagio tardio e de alto grau e aumento na expresséo do
receptor Ki 67, que é um marcador bem estabelecido de proliferacéo celular em cancer
de mama. Possuem também alta incidéncia da proteina nuclear p53, que € o produto do
gene supressor de tumor TP53 e, quando ativada, é responsével pela resposta celular a
danos no DNA. Esta proteina s6 é detectada por imunohistoquimica se estiver

inativada.

Segundo Lund et al., 2009, na avaliagdo de 160 pacientes AA e 360 pacientes
caucasianas (CA) em Atlanta, EUA, com idade entre 20 e 54 anos, foi observado alta
prevaléncia de TN em mulheres AA jovens. Os autores sugerem que pacientes AA

apresentam algum fator genético que aumenta o risco de desenvolver o fendtipo TN.

Um grupo de autores britanicos avaliou mulheres negras e brancas com cancer
de mama e de mesmo status social. Os tumores em mulheres jovens foram considerados
mais agressivos na populagdo negra, com risco de TN negativo em mulheres negras e
jovens foi maior do que em mulheres brancas. Este estudo apresentou 0S mesmos
resultados que os realizados em AA, tendo como diferenca entre eles o fato dos

pacientes britanicos terem recebido 0 mesmo tipo de tratamento (BOWEN et al., 2008).

Os mesmos resultados foram encontrados por Lund et al., 2008, em Atlanta,
Gedrgia, EUA. O fenotipo TN também foi associado a pacientes jovens e AA. Assim,

como o estudo britnico as pacientes analisadas apresentavam o mesmo status social,
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recebendo o mesmo tipo de tratamento, com 0 mesmo numero de ciclos. O fen6tipo TN
foi encontrado em 30% nas pacientes AA comparado com 13% nas pacientes sem

ascendéncia africana.

Diferentemente de outros autores, Stead et al., em Boston (2009), observaram
que o fendtipo TN também acometia mais mulheres AA que caucasianas, mas sem
relagdo com a idade. Tumores TNs foram igualmente comuns tanto em mulheres jovens,

abaixo de 50 anos, como em mulheres acima de 50 anos (29% x 31%).

Em 2009, Trivers et al., além de associar o fen6tipo TN & mulheres jovens AA,
observou que a idade reprodutiva mais precoce e 0 excesso de peso eram maior nessas

pacientes.

Estudos revelaram que o fendtipo triplo negativo do céncer de mama em
pacientes AA contribui para o aumento da mortalidade. Apesar do risco de morte
também estar associado a fatores socioecondmicos. Mulheres AA tém menor acesso ao
diagndstico precoce e menor periodo no tratamento (MORAN et al., 2008; PATEL et
al., 2010).

Os resultados destas observacfes tém levado a questdes sobre a natureza das
diferencas raciais, geogréaficas ou étnicas em relacéo a prevaléncia de doencas ou tracos
relacionados as doencas. Esta diversidade bioldgica, associacdo ou ndo a doenca, ja
vem sendo estudada utilizando diferentes abordagens em diversas populagdes
(SHRIVER, 1997).

2.5 ANCESTRALIDADE
2.5.1 Populacéo Brasileira

A populacéo brasileira, antes de 1500, era composta principalmente por varios
povos indigenas que se distribuiam ao longo da Costa. Com a chegada dos europeus e
africanos houve a miscigenagéo desses povos, dando origem & populacéo brasileira atual
(CALLEGARI-JACQUES e SALZANO, 1999).

Com a colonizag&o do Brasil pelos portugueses ocorreu uma diminuicdo dréstica
da populagéo indigena, e, posteriormente, pela necessidade de méo de obra (trabalho

escravo), um aumento da populagdo africana.
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Os africanos trazidos para o Brasil vieram de diversas regides da Africa,
ocidente, oriente e sudoeste, sendo que a maioria originou-se das regides dos atuais
paises, Congo e Angola (KLEIN, 2002). Salvador, Recife e Rio de Janeiro constituiam,
na época, 0s principais destinos dos africanos que foram trazidos para o Brasil
(GATTAS et al. 2004).

No inicio do século XIX, os negros constituiam 47% da populacdo brasileira,
contra 30% de mulatos e 23% de brancos (IBGE, 2000). Essa composicdo foi
profundamente alterada por fatores como, por exemplo, a proibicdo do tréfico de
escravos (1850), a elevada mortalidade da populagdo negra, o forte estimulo & imigragéo
européia (expansdo cafeeira), além da intensa miscigenagdo entre brancos e negros. E
no final do século XIX, os negros estavam reduzidos a 20% da populagdo, contra 42%
de mulatos e 38% de brancos (IBGE, 2000).

Com o fim do trabalho escravo, outros povos comegaram a migrar para o Brasil,
como italianos, espanhois, alemaes, japoneses e chineses, juntando-se aos grupos ja
existentes (africanos amerindios e portugueses). Assim, esses povos formaram a atual
populacéo brasileira que € caracterizada por grande diversidade genética e miscigenacéao
intensa (CALLEGARI-JACQUES e SALZANO, 1999).

Por ser uma das primeiras areas de colonizacdo, a Bahia, assim como o Brasil,
possui uma populagdo altamente heterogénea, baseada em trés grupos principais:
amerindios, africanos e europeus (TAVARES, 2001). Segundo Gattas et al. (2004),
75% da populacdo baiana € constituida por afrodescendentes, caracterizando, assim,

uma das populagdes que melhor representa esse grupo racial fora da Africa.

2.5.2 MARCADORES DE ANCESTRALIDADE

Cavalli-Sforza e Bodmer, 1971, demonstraram que a freqiéncia de algumas
variantes genéticas é diferente entre populacdes e ou regiGes geograficas distintas.
Aqueles variantes cujo diferencial de freqténcia alélica entre populagdes distintas étnica
ou geogréfica é maior que 30%, foram denominados alelos especificos de populagéo
(PSAs) (SHRIVER, 1997). Estes polimorfismos séo atualmente conhecidos como
marcadores informativos de ancestralidade (AIMs). A andlise destes marcadores é

importante para descri¢do da diversidade genética populacional, reconstrucdo histdrica
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dos povoamentos (CALLEGARI-JACQUES & SALZANO, 1999; YANAGIHARA et
al., 1995), estimativa de contribuicdo das populagOes ancestrais na formagdo de
populagdes miscigenadas (SHRIVER et al., 1997; SHRIVER et al., 2003; PARRA et
al., 1998; PARRA et al., 2001), estudos de mapeamento genético e associacdo com
doengas (SHRIVER, 1997).

As andlises da diversidade genética e estimativa de mistura genética podem ser
realizadas avaliando-se marcadores uniparentais (cromossomo Y e DNA mitocondrial —
DNAmt) ou marcadores biparentais. O uso de marcadores uniparentais € importante
para estimativa da contribuicéo parental (materna ou paterna) isolada, e assim detectar

diferencas de contribuigdes, masculina e feminina, na formacéo de uma populacéo.

As primeiras analises sobre a diversidade bioldgica humana foram feitas
utilizando caracteristicas morfologicas (COON, 1965); em seguida utilizando-se
variantes protéicos (HARRIS; HOPKINSON, 1972) e atualmente sdo utilizados
preferencialmente os variantes de DNA. Os avancos na &rea da Biologia Molecular
permitiram o acesso ao nivel hierarquico primério da informagdo genética e revelaram

uma grande diversidade molecular da nossa espécie.

Analises de estimativa de mistura ja foram realizadas em diversas populacoes
mundiais incluindo a populacéo brasileira. Como exemplo temos o trabalho de Ferreira
et al.(2006) que fez a estimativa de mistura genética em uma amostra da populacéo de
Séo Paulo e mostraram que esta populagdo, tem europeus, africanos e amerindios como
populagdes parentais, e a contribuicdo de cada populagdo foi de 79%, 14% e 7%,
respectivamente. Muniz et al., 2008 mostrou em afro-brasileiros a contribuigéo ancestral
de 62%, 26% e 12% de europeus, africanos e amerindios. O estudo do DNAmt em
amostras de brasileiros classificados como brancos do estado do Rio Grande do Sul
confirmou a marcante heterogeneidade da populacdo brasileira, revelando a presenca de
36% de contribuicdo nativo americana e 16% africana (MARRERO et al., 2005).

Com relagdo & populacdo da Bahia, dados do IBGE, baseados na
autodenominacdo de raga/cor, mostram que esta populacdo é composta por 77,5% de
afrodescendentes e que, em Salvador, o percentual de pretos e pardos é de 79,8%.
Grande parte dos dados sobre diversidade genética da populagdo da Bahia foi produzida

com anélise de variantes protéicos (AZEVEDO et al., 1986).
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A avaliagdo dessa diversidade com marcadores moleculares foi realizada
principalmente em remanescentes de quilombos (ABE-SANDES et al., 2004;
BARBOSA et al., 2006). A analise de 10 AIMs em uma amostra de 1286 individuos de
Salvador revelou que a contribuicdo africana individual variou de 13% a 68,5%
(MACHADO, 2008) e na populagéo total a contribuicéo africana, européia e amerindia
foi de 49,2%, 36,3% e de 14,5%, respectivamente. Os mesmos marcadores foram
analisados em uma amostra de 517 individuos da Bahia composta por brancos (17,2%),
mulatos (77,5%) e negros (4,3%), classificados fenotipicamente. Neles foi observado
que a contribuicdo africana foi de 30% nos brancos, 47% nos mulatos em geral, sendo
33% nos mulatos claros, 50% nos mulatos médios e 62% nos mulatos escuros, e 62%
nos negros (BOMFIM, 2008). Outro estudo, feito em 2010 numa amostra de doadores
de sangue na populacdo da Bahia, demonstrou porcentagem semelhantes de
contribuicdo africana, européia e amerindia das encontradas no estudo de Machado em
2008 (FELIX et. al., 2010).

Para determinar diferencas étnicas entre grupos populacionais utilizam-se
pequenas variacdes no DNA, chamados de polimorfismos. Estes se caracterizam por
representarem seqliéncia de DNA localizada num determinado locus cromossémico que
difere de individuo para individuo, e cujo alelo menos comum possui freqiiéncia de pelo
menos 1% (BAMSHAD, 2003).

As variagfes mais utilizadas para determinar essas diferencas sdo pequenos
fragmentos de DNA conhecidos como polimorfismos de insercdo Alu. Esses
polimorfismos fazem parte da familia de DNA repetitivo, SINE (short interspersed
nuclear elements) e sdo origindrias de um retrotransposon. Ocasionalmente, as
seqliéncias Alu replicam-se e as coOpias resultantes se dispersam aleatoriamente para
novas posicdes no cromossomo de origem, ou em outro cromossomo (BATZER,
DEININGER, 2002).

A mesma sequiéncia Alu entre duas pessoas, no mesmo local de seu genoma,
sugere a descendéncia de um ancestral comum. E improvavel que o evento de insercio
ocorra duas vezes em um mesmo locus (BATZER, DEININGER, 1994).

Estas inser¢Bes podem ser excelentes marcadores étnicos e, entdo, serem
utilizadas para estimar a composicao étnica de populagdes hibridas como a populacéo
brasileira (MENDES — JR., SIMOES, 2001).
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Mendes-JR e Simdes (2001) utilizaram trés marcadores de inser¢éo Alu (TPA25,
PV92 e APO) em uma amostra da populagdo brasileira. Esse estudo revelou que no
locus PV92 existia um grande diferencial de frequéncias alélicas entre
amerindios/africanos e amerindios/europeus, e no locus APO entre africanos/europeus.
O locus TPAZ25 foi o Unico que mostrou homogeneidade na distribuicdo das freqiiéncias

alélicas em todos os grupos analisados.

Os polimorfismos Alu estdo inclusos no grupo que se configura como 6timos
marcadores de ancestralidade denominados atualmente de AIMs (do inglés Ancestry
Informative Markers; BONILLA et al. 2004). Com o reconhecimento dos AIMs tornou-
se possivel gerar estimativas mais precisas das proporcdes ancestrais de uma populacdo
miscigenada (PARRA et al. 1998; PARRA et al. 2001; SHRIVER et al. 2003). Estes
marcadores podem ser usados para estimar ancestralidade biogeogréafica de populagdes,
subgrupos e individuais (SHRIVER et al. 2003). O estudo de Parra et al. (1998)
demonstrou que ao utilizar os marcadores informativos de ancestralidade em uma
populacdo norte americana era possivel estimar de forma precisa o grau de mistura

africana e européia.

Nota-se a importancia da utilizagdo desses marcadores para estimar a origem dos
povos formadores das populagdes estudadas. Assim como, juntamente com a andlise das
bases moleculares de doencas genéticas, avaliam o risco populacional para doencas
associadas a determinados grupos populacionais, bem como auxiliam no diagndstico
preciso e esclarecem aspectos obscuros sobre os processos de colonizagéo,

miscigenacéo e associagdo com os achados moleculares.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL:

Analisar a ancestralidade e as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas
de uma amostra de pacientes de alto risco para cancer de mama e ovario hereditario do

Servico de Oncogenética da UFBA.
3.2 ESPECIFICOS:

e Comparar as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas entre o cancer de
mama com receptores hormonais positivos e/ou HER-2 positivo e 0
cancer de mama triplo negativo, e entre as pacientes afrodescendentes e

brancas atraves da analise de prontuérios médicos;

e Estimar a mistura populacional (africana, européia e amerindia) em uma
amostra de individuos com céncer de mama triplo negativo e em uma
amostra com receptores positivos (Receptor Hormonal e/ou HER2
positivos) utilizando marcadores moleculares biparentais (marcadores

informativos de ancestralidade - AIMs);
e Estimar a mistura individual no fenétipo triplo negativo;

e Determinar as freqléncias alélicas dos marcadores especificos de
populagdo (AT3-1/D, APO, SB19.3, PV92, FY-null, LPL, CKMM,
GC1S e GC-1F);

e Verificar associagdo entre ancestralidade africana e cancer de mama

triplo negativo;

o Verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg dos AIMs nas amostras

analisadas.
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4. METODOLOGIA
4.1 DELINEAMENTO

Tratou-se de um estudo observacional, descritivo e analitico. Inicialmente, foi
feito um levantamento dos cénceres triplo negativo em pacientes afrodescendentes
(classificadas fenotipicamente) atendidas no Ambulatorio de Oncogenética do COM-
HUPES/UFBA, bem como a distribuicéo de caracteristicas clinicas e histopatoldgicas
dessas pacientes obtidas através dos prontuarios médicos. Posteriormente, esses dados
foram comparados com os mesmos dados clinicos de outras pacientes com céancer de
mama do Ambulatério que ndo apresentaram o fenotipo triplo negativo. Foi feito
também uma comparacdo entre as pacientes afrodescendentes e brancas. E finalmente,
foram feitas analises moleculares, no Servigo de Oncogenética do ICS/UFBA, através
dos marcadores de ancestralidade de todas as pacientes que se encaixaram nos critérios
de inclusdo. O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias e Tecnologia— FTC.
4.2 AMOSTRA

Tratou-se de uma amostra de conveniéncia, onde foram avaliados 119
prontudrios de pacientes com cancer de mama ou com histéria familiar atendidos
durante o periodo de janeiro 2007 a julho de 2010, no Ambulatério de Oncogenética do
COM-HUPES/UFBA. A ancestralidade e o grupo racial (andlise fenotipica) destas
pacientes foram obtidos através de questionério dirigido (Anexo Il). Todas as pacientes
que participaram do estudo assinaram o Termo Livre de Consentimento Esclarecido
(TLCE) (Anexo 1). O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — FTC (Anexo Il1). Quarenta e quatro prontuérios
foram excluidos do estudo por ndo se encaixarem nos critérios de inclusdo. Os critérios

de inclusdo e exclusdo foram os seguintes:
4.2.1 Critérios de incluséo

e Pacientes com idade igual ou maior do que 18 anos com diagndstico

histopatolégico de cancer de mama;

e Que concordaram em fazer parte do estudo e que leram, analisaram e assinaram
0 TCLE;
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e Que tiveram condic¢des de responder o questionario aplicado.
4.2.2 Critérios de excluséo

¢ Individuos com menos de 18 anos ou que ndo saibam ler e/ou que ndo tiveram

condigdes de entender plenamente os objetivos e conseqiiéncias do estudo;
e Impossibilidade de se obter o consentimento informado e esclarecido;

e Individuos que ndo se enquadraram nos critérios de inclusdo.

4.3 OBTENCAO DOS DADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS

Os dados clinicos foram obtidos através das analises dos prontuérios médicos do
Ambulatério de Oncogenética do COM-HUPES/UFBA. Ja os dados histopatoldgicos
foram obtidos através da andlise dos prontuarios dos oncologistas (clinicas publicas ou
particulares) que acompanham ou acompanharam as pacientes que participaram da

pesquisa.

As informagdes extraidas dos prontuarios dos oncologistas constaram de dados
imunohistoquimicos (receptores hormonais, progesterona e estrogénio, e HER-2),
histoldgicos (tipo, grau e estadiamento) e tipo de tratamento. J& os dados extraidos dos
prontudrios do Ambulatério de Oncogenética constaram de dados clinicos, como por
exemplo: idade do diagndstico, uso de anticoncepcional, procedéncia (clinicas publicas
ou privadas), idade gestacional, menopausa, tabagismo, local de nascimento, recidivas e

historia familiar de cancer.
4.4 ANCESTRALIDADE FENOTIPICA E ANCESTRALIDADE REFERIDA

Para a determinagéo da ancestralidade fenotipica,
dois pesquisadores treinados realizaram a classificacdo fenotipicada ascendéncia por
meio de critérios modificados de Krieger & Parra. Estes critérios foram feitos através da
avaliagdo da corda pele (branco, marromou preto), da formado nariz (ponta
proeminente ou arrebitada, ponta deprimida ou plana), da espessura dos labios
(espessura fina, média ou grossa) e da textura do cabelo (os cabelos lisos, ondulados ou
crespos). Os pacientes foram classificados de acordo com suas caracteristicas

fenotipicas, como: branco, pardo ou preto. Por exemplo, se uma pessoa tivesse uma pele
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de cor branca com a ponta do nariz arrebitado, labios finos e cabelos lisos era
classificada fenotipicamente como branca, por outro lado se tivesse pele negra, nariz
chato, labios grossos, cabelos encaracolados, era classificada como negra. Mas se
as caracteristicas fossem intermediérias ou mistas entre estas duas era classificada como
parda. Um atlas da raga humana foi utilizado para definir e classificar o nariz dos
participantes e as formas dos l&bios. A ancestralidade referida é & resposta dada pelo
paciente em relacéo & nacionalidade dos pais e avos. Perguntou-se a cada paciente se ele
sabia da nacionalidade tanto paterna como materna. Quando o paciente ndo sabia a
origem da nacionalidade era classificado como tendo ancestralidade brasileira —
BRAS/BRAS (ABE-SANDES, 2010 - comunicagio pessoal).

4.5 AMBULATORIO DE ONCOGENETICA

O ambulatdrio de Oncogenética do Complexo Hospitalar Professor Edgar
Santos da Universidade Federal da Bahia (COM-HUPES/UFBA) foi criado em 2007
com o objetivo de promover o aconselhamento genético as portadoras de cancer de
mama ou ovario, ou com histdria familiar. O Ambulatério é formado por uma equipe
multiprofissional: geneticista, oncologista, hematologista, psiclogo e bidlogos que déo
todo o suporte necessario a essas pacientes. Além do aconselhamento, as pacientes
passam por uma triagem para posterior avaliagdo dos genes de suscetibilidade ao cancer
de mama ou ovério realizado no Servigo de Oncogenética do Instituto de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal da Bahia (ICS/UFBA).

4.6 ANALISE MOLECULAR
4.6.1 Extragdo de DNA

Das pacientes que se encaixaram nos critérios de inclusdo e que concordaram em
participar do estudo foi coletada amostra de sangue periférico por puncdo venosa para a
determinagdo genética de ancestralidade. A partir das amostras de sangue total foi feita
a extracdo de DNA pela técnica de extragdo salina (LAHIRI & NURNBERGER, 1991).
Com o DNA extraido, as amostras foram genotipadas para 0os marcadores selecionados
(Tabelal).

4.6.2 Ancestralidade por marcadores biparentais

Foram selecionados 9 marcadores autossomicos (AT3-1/D, SB19.3, APO,
PV92, FYnull, CKMM, LPL, GC-1F e GC-1S) conhecidos como marcadores
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informativos de ancestralidade (AlM), que sdo alelos que apresentam alto diferencial de

freqiiéncia entre as populagbes ancestrais (Tabela 1). Estes marcadores foram

genotipados por PCR para as inser¢des e/ou dele¢des e por PCR seguido de RFLP para

as mutacGes pontuais (Parra et al., 1998). Todos os marcadores selecionados ja foram

amplamente utilizados em outros estudos e, portanto ja validados para este tipo de

analise.

Tabela 1. Loci, tipo de polimorfismo analisado, localizagdo cromossdmica, populagdo onde o

alelo *1 é mais freqliente e sequéncia dos primers.

Loci Polimorfismo Localizacao Populagédo com maior
freqiiéncia do Alelo*1
AT3-1/D 76bp indel 1025.1 Africana
Sb19.3 Insercdo Alu 19p12 Europeu
APO Insercdo Alu 11923.3 Europeu
PV92 Insercdo Alu 16023.3 Amerindia
FY-Null AIG 1923.2 Europeu
CKMM CIT 19913.32 Amerindia
LPL T/IC 8p21.3 Africana
GC*1F** GIT 4913.3 Africana
GC*1S** C/IA 4913.3 Europeu

Alelo*1 — presenca da inser¢do ou auséncia do sitio de restricdo; ** haplétipo dos polimorfismos
nas posicoes 34 e 45 do gene GC (SANDFORD et. al., 1997)

4.6.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA genbmico foi amplificado para o polimorfismo indel (AT3-1/D) e as
inser¢des Alu (Sb19.3, APO e PV92) utilizando a técnica de PCR (reacdo de cadeia da

polimerase). As reagbes da PCR foram feitas contendo os componentes descritos na

tabela 2 em termociclador. Os primers utilizados estéo descritos na tabela 4.



Tabela 2 — Componentes da mistura da reacdo de PCR.
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tris-HCI

Tag DNA

Locus KCL DNA Primers MgCl, Gelatina - dNTP  Volume
pH 8,5 Polimerase (cada) Final
(1U/pL)
AT3-
I/D 50 Mm 100 ng 10 mM 025mM  15mM 0,01% 1 200 mM 25ul
Sb19.3
50 mM 100 ng 10 mM 025mM  15mM 0,01% 1 200 mM 25ul
APO
50 mM 100 ng 10 mM 025mM  15mM 0,01% 1 200 mM 25ul
PV92 50 mM 100 ng 10 mM 025mM  1,5mM 0,01% 1 200 mM 25ul

A solugdo da PCR juntamente com o DNA gendmico foram colocados no

termociclador para a realizacdo da amplificacdo. O programa utilizado esta descrito na
tabela 3.

Tabela 3 — Descri¢do do programa utilizado no termociclador

1 Ciclo:

e 94° C por 6 minutos;

e Com Temperatura de Pareamento T° por 2 minutos:

AT3-1/D Sb19.3 APO PV92
54 °C 66 °C 56 °C 63 °C
35 Ciclos:

e 72°C por 1 minuto;

e 94°C por 30 segundos;

e TO°de pareamento por 1 minuto:
AT3-1/D Sb19.3 APO PV92
54 °C 66 °C 56 °C 63 °C
1 Ciclo final:

e 72°C por 10 minutos.
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Apos esses ciclos, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 2% corado com brometo de etideo e as bandas, se amplificadas, foram
visualizadas em luz ultravioleta. Os resultados da genotipagem desses marcadores
foram confirmados em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. Para a
montagem do gel foi utilizado um tubo falcon, onde foi colocado primeiramente 35ml
de poliacrilamida 8% (diluido em TBE 1x) e por ultimo foram adicionados 220uL de
Psa (persulfato de aménia) a 25% e 55uL de Temed. Para andlise do tamanho dos
fragmentos gerados foi utilizado o marcador de peso molecular N3236S da New
England Biolabs® de 50pb.

Tabela 4 - Primers utilizados na reagdo de PCR.

Loci Sequéncia dos primers
AT3-1/D F:5’CCACAGGTGTAACATTGTGT3
R: 5’GAGATAGTGTGATCTGAGGCS’
SH19.3 F: 5 TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG3’
R: 5’ AAGCACAATTGGTTATTTTCTGACS
APO F: 5’ AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAGS’
R: 5’ AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA3’
PV92 F: 5’ AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGTS’

R: 5’TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG3’

4.6.4 PCR seguido de RFLP

O polimorfismo CG foi amplificado através de PCR seguido de RFLP
(polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de restricdo). Esta técnica utiliza
enzimas de restricdo que produzem fragmentos de DNA de tamanho especificos que séo

utilizados na genotipagem. As enzimas de restri¢do utilizadas foram Styl e Haelll.
4.6.5 PCR em tempo real

Além dos marcadores citados também foram analisados polimorfismos de unico
nucleotideo (SNP) (FY-null, LPL e CKMM). A genotipagem para estes polimorfismos

foi feita por PCR em tempo real com kits comerciais pela Applied Biosystems.

O sistema utilizado para realizagdo dessa reagéo foi o0 TagManTM da Applied
Biosystems do Brasil. Esse sistema detecta o produto do PCR na medida em que esta
vai sendo sintetizada na reagdo. Baseado no uso de uma sonda, dirigida contra uma

regido interna da seqiiéncia que se deseja amplificar, e que tem dois fluorocromos, um
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em cada extremidade da sonda (um DNA fita simples). Na extremidade 5 h4 um
fluorocromo que s6 fluoresce se estiver distante fisicamente do fluorocromo na posi¢ao
3". Este segundo fluorocromo funciona como capturador de energia (quencher) e ndo
deixa com que a energia luminosa usada para excitar a sonda chegue a quantidade
suficiente para excitar o primeiro fluorocromo. Estes dois fluorocromos estdo
representados como R e Q (para quencher). Quando o primer hibridiza na regido 5°, a
sonda também o faz no meio da sequéncia. Na medida em que a Taq polimerase avanca
sintetizando a fita nova, ela vai degradando a sonda a sua frente, liberando o
fluorocromo R da sonda e permitindo que absorva energia e emita luz. As energias para
a excitagdo dos fluorocromos provem de um feixe de laser que atravessa a amostra
(figura 3).

Como cada sonda hibridiza com a sequéncia alvo gerando sinal fluorescente
proporcional a concentragdo dos produtos amplificados, € possivel correlacionar a
intensidade de sinal coletada com a quantidade de produto amplificado. Apés a
amplificacdo como em um PCR convencional foi feita a discriminacdo alélica, onde se
quantificou a intensidade de cada fluoréforo, correspondendo a um determinado alelo.
Os diferentes genotipos emitem fluorescéncia correspondente a cada alelo marcado, um
com o fluoréforo VIC e outro com o fluor6foro FAM. Se ambos os alelos apresentarem

fluorescéncia teremos um geno6tipo heterozigoto.

Primer
direto R sonda Q
-, —
Primer
reverso
Primer R
direto N\sondaQ
. Primer
reverso
R
Primer — = = sonda?
direto
Primer

reverso

Figura 3 — Representacdo esquematica do PCR em tempo real. Fonte:
http://www.ufpe.br/biolmol/aula7_PCR-RAPD-aplicar.htm/PCR em tempo real.
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4.7 ANALISES ESTATITICAS

A estatistica descritiva foi utilizada nas andlises dos dados clinicos e
histopatolégicos extraidos dos prontuérios médicos. Compararam-se 0s trés principais
subgrupos de receptores de cancer de mama, os triplo negativos, 0s receptores
hormonais positivos e os receptores HER2 positivos. Foi feita também uma comparacéo
entre 0s grupos de pacientes afrodescendentes e brancas. O programa utilizado foi o
WinPepi versdo 9.4, onde foram calculados o odds ratio e o valor de P (Teste de
Fisher’s). Somente os valores de P acima de 0.05 foram considerados estatisticamente
significantes. Por ser um estudo de natureza restrospectiva, 0 tamanho da amostra foi

limitada e ndo foi possivel aplicar estatistica mais complexa.

Os pacientes com cancer de mama para as analises estatisticas dos AlMs foram
divididos em dois grupos, aqueles com o fendtipo TN e os que apresentaram pelo menos
um receptor positivo (hormonal ou HER?2). As freqliéncias alélicas e a aderéncia ao
equilibrio de Hardy-Weinberg foram calculadas pelo programa GENEPOP verséo 4.0
(RAYMOND e ROUSSET, 1995). O caélculo da estimativa de mistura populacional foi
realizado utilizando o programa ADMIX, baseado nas freqiiéncias alélicas encontradas
e nas das populagdes ancestrais amerindias, européias e africanas (SHRIVER et al.,
2002), admitindo-se o modelo tri-hibrido (CHAKRABORTY, 1985). J4 o célculo de
mistura individual foi realizado atraves do programa Structure 2.2 (PRITCHARD et al.,
2000).

4.7.1 Frequéncias Alélicas e Equilibrio de Hardy-Weinberg

As freqliéncias alélicas foram obtidas por contagem génica direta a partir da
leitura dos géis de poliacrilamida e pela quantidade de fluorescéncia capturada pelo
PCR em tempo real, sendo entdo utilizadas para a estatistica descritiva, utilizando o

programa GENEPOP. A freqiiéncia alélica é dada por:

_2nii +nij
2n

Xi

Em que:
Xi= freqliéncia alélica;

nii e nij = correspondem ao nimero de homozigotos e heterozigotos para o alelo
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n = nimero de individuos observados;

A aderéncia das freqiiéncias genotipicas observadas as proporcoes teoricas de
Hardy-Weinberg foi verificada com o emprego do programa GENEPOP (RAYMOND e
ROUSSET, 1995b) verséo 4.0. Foram realizados trés testes baseados na hipotese nula
de unido aleatéria dos gametas: teste de probabilidade, teste para deteccdo da
deficiéncia e para deteccdo do excesso de heterozigotos. No teste de probabilidade, o
valor de P corresponde & soma de probabilidades de todas as tabelas com probabilidade
menor ou igual ao observado. O segundo e o terceiro sdo testes mais sensiveis do que o
de probabilidade e utilizam uma hipétese alternativa (H;) de excesso ou de deficiéncia

de heterozigotos, respectivamente.
4.7.2 Mistura Genética

As estimativas de mistura genética populacional foram obtidas por meio do
método de identidade génica (CHARKRABORTY, 1985) com o auxilio do programa
ADMIX3. O ajuste a este modelo é avaliado pelo coeficiente de correlacdo multipla
(R2) entre as frequéncias alélicas nas populacfes hibridas e aquelas das populacdes
ancestrais (CHARKRABORTY, 1986). Para o célculo das estimativas de mistura étnica
foram utilizadas as frequéncias das populacdes parentais descritas na literatura (tabela
5). Foi utilizado também o programa Structure 2.2 (PRITCHARD et al., 2000) com o
objetivo de estimar a contribuicdo ancestral de cada individuo estudado, baseado nos
gendtipos tanto da populacdo de cancer de mama quanto das populagdes ancestrais

(SHRIVER, comunicagdo pessoal). Esta estimativa foi feita apenas no grupo TN.

Tabela 5 - Freqliéncias do Alelo*1 dos 8 AIMs analisados nas populag@es parentais (SHRIVER
et al., 2002)

Loci Africano Europeu Nativo Americano AF/EU*  AF/NA* EU/NA*
AT3-I/D 0.858 0.282 0.061 0.575 0.797 0.222
Sb19.3 0.415 0.903 0.645 0.488 0.230 0.258
APO 0.420 0.925 0.977 0.505 0.557 0.052
PV92 0.225 0.152 0.792 0.073 0.568 0.640
FY-Null 0.001 0.998 1.000 0.997 0.999 0.001
CKMM 0.164 0.313 0.904 0.150 0.740 0.590
LPL 0.971 0.492 0.442 0.479 0.529 0.050
GC*1F** 0.853 0.156 0.156 0.697 0.514 0.183
GC*1S** 0.069 0.607 0.542 0.538 0.473 0.065

* Diferencas da frequéncia entre as populacdes Africanas e Européias (AF/EU), Africanas e Nativas
Americanas (AF/NA) e Européias e Nativa Americanas (EU/NA).
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5 RESULTADOS

No total foram atendidos, no Ambulatério de Oncogenética do COM-HUPES/
UBFA, 119 pacientes com diagnostico confirmado de cancer de mama ou com histéria
familiar. Destes, apenas 75 estavam dentro dos critérios de inclusdo do estudo, com
idade variando entre 27 a 81 anos. O fen6tipo triplo negativo apareceu em 10.6 % das

pacientes avaliadas.

A ancestralidade fenotipica mais frequente nas pacientes com cancer de mama
foi a branca (Tabela 6). As pacientes foram classificadas em brancas, mulatas claras,
mulatas escuras, mulatas médias e negras, mas em decorréncia do pequeno numero
amostral desses Ultimos grupos raciais foram reclassificadas em brancas e em

afrodescendentes.

Quando se comparou com fendtipo triplo negativo, as afrodescendentes
apresentaram frequéncia maior (62.5%) quando comparadas com as brancas (Tabela 7).
Em relagdo aos outros marcadores imunohistoquimicos apenas os receptores hormonais

positivos apresentaram diferencas estatisticamente significantes (OR 1.15, Cl 95%).

Tabela 6 — Freqiiéncia racial fenotipica em pacientes com cancer de mama.

GRUPO RACIAL N/TOTAL FREQUENCIA (%)

Afrodescendentes 36/75 48
(Negros e Mulatos)

Brancas 39/75 52

Em relacdo a ancestralidade referida 37.5% dos pacientes TN consideraram-se
brasileiros natos, ou seja, com ascendéncia apenas brasileira - BRAS/BRAS. Apenas,
12.5% relacionaram sua ancestralidade com africanos — AFRIC/AFRIC (Gréfico 2). No
total 36% dos pacientes com cancer de mama referem possuir ancestralidade brasileira
(Gréfico 1).
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Tabela 7 — Distribuigdo da freqiiéncia racial fenotipica em pacientes com cancer de mama de
acordo com a imunohistoquimica.

RECEPTORES AFRODESCENDENTES BRANCAS OR
(negros e mulatos)
N (%) N (%) (95%Cl)

RE+/RP+/HER2- 21 (52.5) 19 (47.5) 1.15
(N=39) (0.54-3.22)
HER2+ 12 (40.7) 16 (59.2) 0.63
(N=28) (0.25-1.60)
TN 5 (62.5) 3(37.5) 1.94

(N=8) (0.47-8.02)

30 O bras/bras
27 m| port/indigena
] O port/esp/afric
25 4 p . p
O afric/afric
| port/port
20 P . P
O afric/port
W ame/espa
15 4
12 O arabe/port
W arabe/bras
10 A
W bras/esp
5 O bras/indigena
51 3 3 @ bras/ital
2 1 2 1 1 1 2 2 2 1 1 1
B bras/port
0 m hol/hol

Grafico 1 — Ancestralidade referida dos pacientes com cancer de mama.
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bras/bras

port/port

port/francés africana port/esp

Grafico 2 — Ancestralidade referida dos pacientes TN.

Na tabela 8 estdo descritos todos os dados clinicos dos trés principais subgrupos
de receptores de cancer de mama. A frequéncia de pacientes com idade inferior a 50
anos foi maior, 56%. N&o existiu diferenca estatisticamente significante na idade entre
os pacientes com fen6tipo TN e aquelas com pelo menos um receptor positivo (R+),
P=0.278.

O tabagismo nas pacientes TN e HER2 positivo foi mais freqliente que nas
pacientes com receptores hormonais positivos. O uso do anticoncepcional n&o
apresentou diferenga estaticamente significante. A recidiva nas pacientes com
diagnostico de cancer de mama foi de 8%. Entre pacientes TN e com receptores

positivos (R+) a recidiva também ndo foi estatisticamente significante (Tabela 8).

Em torno de 28% das pacientes tiveram uma idade gestacional precoce, abaixo
de 25 anos, ndo havendo diferengas entre TN e R+. Apenas uma das 75 pacientes
avaliadas no estudo foi encaminhada por uma clinica publica, todas as outras pacientes

foram encaminhadas por clinicas particulares.

O nimero de mulheres menopausadas foi menor (30%) na populagéo total, ndo
houvendo diferencas entre os subgrupos R+ e TN. A maioria das pacientes nasceu no
interior, apesar da freqiiéncia de pacientes HER2 positivas nascidas na capital ser maior
(50%). A porcentagem de mulheres que ndo tiveram nenhuma gestagéo foi de 14.6%.

Apenas 9.3% das pacientes ndo possuem historia familiar de cancer.



Tabela 8 — Comparagéo de dados clinicos entre os subgrupos de receptores TN e R+.

CARACTERISTICAS TN RE+/RP+/HER2- HER2+ P
(N=8) (N=39) (N=28)
N(%0) N(%0) N(%0)

IDADE DO DIAGNOSTICO

<50 3(37.5) 22 (56.4) 17 (60.7)

>50 5 (62.5) 17 (43.5) 11(39.2) 0.278
FUMANTE

Sim 1(12.5) 9(23) 5 (17.8)

Néo 7 (87.5) 30 (76.9) 23 (82.1) 0.049
USO DE ANTICONCEPCIONAL

Sim 5 (62.5) 29 (74.3) 15 (53.5)

Néo 3(37.5) 10 (25.6) 13 (46.4) 0.572
RECIDIVA

Sim 1(12.5) 1(2.5) 4 (14.2)

Néo 7 (87.5) 38 (97.4) 24 (85.7) 0.260
PROCEDENCIA

Clinicas Particulares 8 (100) 39 (100) 27 (96.4)

Clinicas Publicas 0(0) 0(0) 1(3.5) 0.010
LOCAL DE NASCIMENTO

Capital 3(37.5) 11 (28.2) 14 (50)

Interior 5 (62.5) 20 (51.2) 4 (14.2)

Outro estado 0(0) 7(17.9) 6 (21.4)

Nao Sabe Informar 1(12.5) 1(2.5) 4 (14.2) 0.037
MENOPAUSA

Sim 2 (25) 12 (30.7) 8 (28.5)

N&o 6 (75) 27 (69.2) 20 (71.4) 0.555
GESTACOES

<2.0 3(37.5) 12 (30.7) 8 (28.5)

>2.0 3(37.5) 22 (56.4) 16 (57.1)

Nenhuma 2 (25) 5(12.8) 4 (14.2) 0.267
IDADE GESTACIONAL

<25 anos 2 (25) 9 (23) 10 (35.7)

> 25 anos 4 (50) 25 (76.9) 14 (64.2) 0.010
HISTORIA FAMILIAR

CA |50 6 (75) 22 (56.4) 19 (67.8)

CA 150 5 (62.5) 24 (43.5) 17 (39.2)

Ambos 3 10 8

Sem histéria 0 3 4 0.774




40

A descri¢do dos dados histopatoldgicos encontra-se na tabela 9. O grau | e Il
apareceu em todos os subgrupos de receptores, apesar de haver uma grande
porcentagem de pacientes TN sem dados histologicos (37.5%). O estégio |, de acordo
com a classificacdo AJCC, foi o mais frequente, inclusive no fendtipo TN. A freqiiéncia
de pacientes com cancer de mama unilateral foi maior que bilateral. Todos os pacientes

presentes nesse estudo apresentaram Carcinoma Ductal Infiltrante (CDI).

Tabela 9 — Comparagéo de dados histopatoldgicos entre os subgrupos de receptores TN e R+.

CARACTERISTICAS TN RE+/RP+/HER2- HER2+ P
(N=18) (N=39) (N=28)
N(%0) N(%0) N(%0)
GRAU HISTOLOGICO
I Bem diferenciado 2 (25) 15 (38.4) 3(10.7)
Il Moderadamente diferenciado 0(0) 12 (30.7) 4(14.2)
111 Pouco diferenciado 3(37.5) 9 (23) 6 (21.4)
IV Indiferenciado 0(0) 0(0) 0(0)
Nao avaliado 3(37.5) 3(7.7) 5(17.8) 0.088
ESTAGIO AJCC*
I 3(37.5) 20 (51.2) 14 (50)
I 1(12.5) 15 (38.4) 7 (25)
" 1(12.5) 1(2.5) 3(10.7)
v 0(0) 0(0) 0(0)
Nao avaliado 3(37.5) 3(7.7) 4(14.2) 0.046
LOCALIZACAO TUMOR
Unilateral 8 (100) 34 (87.1) 28 (100)
Bilateral 0(0) 5(12.8) 0(0) 0.010

*AJCC The American Joint Committee on Cancer

Todas as pacientes TN fizeram o mesmo tipo de tratamento: quimioterapia
seguida de radioterapia, sem uso de hormonioterapia. Diferentemente das pacientes R+,

onde a frequéncia de hormonioterapia foi maior (Tabela 10).
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Tabela 10 — Comparacao do tipo de tratamento entre os subgrupos de receptores TN e R+,

CARACTERISTICAS TN RE+/RP+/HER2- HER2+ P
(N=8) (N=39) (N=28)
N(%0) N(%0) N(%0)
TRATAMENTO
CIRURGIA:
Quadrantectomia 2 (25) 12 (30.7) 7 (25)
Mastectomia 6 (75) 27 (69.2) 21 (75)
Néo 0(0) 0(0) 0(0) 0.078
RADIOTERAPIA:
Sim 8 (100) 32 (82) 15 (53.5)
Néo 0(0) 5(12.8) 13 (46.4) 0.187
QUIMIOTERAPIA:
Sim 8 (100) 33 (84.6) 28 (100)
Néo 0(0) 6 (15.3) 0(0) 0.010
HORMONIOTERAPIA:
Sim 0(0) 37 (94.8) 24 (85.7)
Néo 8 (100) 3(7.6) 4 (14.2) 0.001

Os resultados da comparagdo dos dados clinicos das pacientes afrodescendentes
(AD) e brancas (B) estdo descritos na tabela 11. J& a comparacdo dos dados
histopatolégicos e o tipo de tratamento entre as pacientes AD e B encontram-se nas
tabelas 12 e 13, respectivamente. A prevaléncia das pacientes AD nascidas na capital foi
maior que as B (48.6% x 21%, P=0.025), em contrapartida a freqiiéncia de brancas
nascidas em outros estados e no interior foi maior (68.4%). Assim como o nimero de
recidivas, tanto pacientes AD quanto pacientes B tiveram freqléncia menor (2.7 % e
13.1%, respectivamente). Nenhuma paciente AD apresentou o cancer de mama bilateral.

O tratamento das pacientes B e AD foram semelhantes.



Tabela 11 — Comparacao de dados clinicos entre pacientes AD e brancas (B).
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CARACTERISTICAS BRANCAS AFRODESCENDENTES P
(Negros e Mulatos)
(N=38) (N=37)
N(%0) N(%0)

IDADE DO DIAGNOSTICO

<50 23 (60.5) 20 (54.0)

>50 15 (39.4) 17 (45.9) 0.644
FUMANTE

Sim 10 (26.3) 5(13.5)

Né&o 28 (73.6) 33(89.1) 0.248
USO DE ANTICONCEPCIONAL

Sim 21 (55.2) 27 (72.9)

Né&o 17 (44.7) 10 (27) 0.151
RECIDIVA

Sim 5(13.1) 1(2.7)

Né&o 33(86.8) 36 (97.2) 0.020
PROCEDENCIA

Clinicas Particulares 38 (100) 36 (97.2)

Clinicas Publicas 0(0) 1(2.7) 0.449
LOCAL DE NASCIMENTO

Capital 8 (21) 18 (48.6)

Interior 16 (42.1) 13 (35.1)

Outro estado 10 (26.3) 4(10.8)

Nao Sabe Informar 4 (10.5) 2(5.4) 0.025
MENOPAUSA

Sim 13 (34.2) 9(24.3)

Né&o 25 (65.7) 28 (75.6) 0.448
GESTACOES

<2.0 10 (26.3) 13 (35.1)

>2.0 20 (52.6) 16 (43.2)

Nenhuma 8 (21) 7 (18.9) 0.430
IDADE GESTACIONAL

<25 anos 8(21) 9(24.3)

> 25 anos 22 (57.8) 28 (75.6) 0.100
HISTORIA FAMILIAR

CA |50 18 (47.3) 19 (51.3)

CA 150 20 (52.6) 11 (29.7) 0.222

Ambos 13 8

Sem histéria 20 11




Tabela 12 — Comparacdo de dados histopatolégicos entre pacientes AD e brancas (B).
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CARACTERISTICAS BRANCAS AFRODESCENDENTES P
(Negros e Mulatos)
(N=38) (N=37)
N(%0) N(%0)
GRAU HISTOLOGICO
I Bem diferenciado 4 (10.5) 14 (37.8)
Il Moderadamente diferenciado 14 (36.8) 6 (16.2)
111 Pouco diferenciado 7 (18.4) 12 (32.4)
1V Indiferenciado 0(0) 0(0)
Na&o avaliado 13 (34.2) 5(13.5) 0.647
ESTAGIO AJCC*
I 13 (34.5) 15 (40.5)
I 11 (28.9) 11 (29.7)
i 5 (13.1) 9 (24.3)
v 1(2.6) 0(0)
Na&o avaliado 8 (21.0) 2(5.4) 0.626
LOCALIZACAO TUMOR
Unilateral 33 (86.8) 37 (100)
Bilateral 5(13.1) 0(0) 0.050
*AJCC The American Joint Committee on Cancer
Tabela 13 — Comparacao do tipo de tratamento entre pacientes AD e brancas (B).
CARACTERISTICAS BRANCAS AFRODESCENDENTES P
(Negros e Mulatos)
(N=38) (N=37)
N(%0) N(%0)
TRATAMENTO
CIRURGIA:
Quadrantectomia 12 (31.5) 17 (45.9)
Mastectomia 26 (68.4) 20 (54)
Né&o 0(0) 0(0) 0.240
RADIOTERAPIA:
Sim 33(86.8) 24 (64.8)
Né&o 5(13.1) 13 (35.1) 0.032
QUIMIOTERAPIA:
Sim 35(92.1) 34 (91.8)
Né&o 3(7.8) 3(8.1) 0.480
HORMONIOTERAPIA:
Sim 31(81.5) 29 (76.3)
Né&o 7 (18.4) 8 (21.6) 0.779
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Todos os alelos identificados para estes loci foram encontrados na amostra do
presente estudo (Tabela 14). Todos os marcadores utilizados séo caracterizados como

informativos de ancestralidade por apresentarem um alto diferencial de frequéncia.

Os loci Sh19.3, APO e LPL foram os que apresentaram maior frequéncia alélica
(alelo 1) em todas as amostras analisadas. O loci GC*1S foi mais frequente no fen6tipo
TN do que no de receptores positivos (Receptores Hormonais e HER2) e do que na
populacdo total.

Tabela 14 - Freqliéncias alélicas dos pacientes TN, R+ e da populac¢ao total.

Polimorfismos Triplo Negativo Receptores Positivos Cancer de Mama

N=8 N=67 N=75

AT3-1/D 0.357 0.373 0.371
Sh19.3 0.714 0.833 0.817
APO 0.875 0.682 0.703
PV92 0.214 0.225 0.224
FY-Null 0.214 0.311 0.300
CKMM 0.286 0.311 0.308
LPL 0.667 0.670 0.669
GC*1F 0.417 0.480 0.473
GC*1S 0.500 0.340 0.357

A estimativa de mistura populacional das pacientes com cancer de mama
encontra-se na tabela 15, com contribuicdo africana, européia e amerindia de
aproximadamente 47%, 44% e 7%, respectivamente (Coeficiente de adaptagdo ao
modelo de 99%). Quando separamos 0s grupos dos receptores positivos (receptores
hormonais positivos e HER2+) com os pacientes triplos negativos obtivemos os dados
de mistura encontrados na tabela 15. A freqliéncia de pacientes TN com contribuicéo
africana foi maior que a contribuicdo européia e amerindia (50%, 40% e 8%,
respectivamente). Em relacéo a estimativa individual de mistura genética no grupo TN,

a maior contribuicéo foi a européia (75%) e a menor foi amerindia (9%), figura 4.



Tabela 15 — Estimativa de mistura entre pacientes TN e R+.
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POPULACOES TN R+ CANCER DE MAMA
m m m
Africana 0.505 0.476 0.479
Européia 0.405 0.452 0.445
Amerindia 0.089 0.070 0.074
All others

Cluster 1

Cluster 2

Figura 4 - Agrupamento dos individuos TN (circulos amarelos), de acordo com a contribuicéo
dos grupos parentais: europeus (circulos vermelhos), africanos (circulos azuis) e nativos americanos

(circulos verdes)

As estimativas de aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

encontram-se na Tabela 16. Todos os desvios do EHW observados se encontram em

negrito nesta tabela. Testes mais sensiveis de déficit e excesso de heterozigotos foram

aplicados com o objetivo de explicar os desvios encontrados. Apenas 0 grupo dos

receptores positivos apresentou déficit de heterozigotos nos loci FY-Null e GC (Tabela

17). Nenhum dos dois grupos, TN e R+, apresentaram excesso de heterozigotos.
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Tabela 16 - Probabilidades obtidas com o teste exato para a verificacdo da aderéncia ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg nas amostras analisadas.

Teste P
Loci TN R+
SB19.3 1.0000 0.3280
AT3-I/D 1.0000 0.3674
APO 1.0000 0.4160
PV92 1.0000 1.0000
FY-Null 0.2314 0.0219*
CKMM 0.4439 0.2228
LPL 1.0000 0.7631
GC 0.6508 0.0003**

Obs. *Os valores em negrito sdo diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

** Valores altamente significativos (p<0,01)

Tabela 17 - Probabilidades obtidas com o teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg para verificar

o déficit de heterozigotos.

Déficit de heterozigotos

Loci

TN R+
SB19.3 1.0000 1.0000
AT3-I/D 0.6648 1.0000
APO 1.0000 0.8780
PV92 1.0000 0.7850
FY-Null 0.2314 0.0136*
CKMM 0.4439 0.1738
LPL 1.0000 0.7671
GC 0.4165 0.0015**

Obs.*Os valores em negrito sdo diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

** Valores altamente significativos (p<0,01)
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6. DISCUSSAO

Estudos demonstram que globalmente, quando comparadas com caucasianas
(CA), mulheres afrodescendentes (AD) tendem a ter um carcinoma mais agressivo,
apresentando frequentemente negatividade para os receptores de estrdgeno,
progesterona e HER2 (carcinoma TN). (DUNN et al.,, 2010; STARK et al., 2010;
VONA-DAVIS; ROSE, 2009). Diferentemente desses estudos, na populacdo da
presente pesquisa, a afrodescendéncia em pacientes TN foi maior na analise fenotipica
(tabela 7), mas na estimativa de mistura populacional feitas através dos AIMs nédo
houve diferencas estatisticamente significantes entre pacientes TN e R+ (P=0.218).
Embora o pequeno nimero de pacientes avaliados deva ser considerado. Em relacdo a
ancestralidade referida nota-se que prevaleceu a brasileira tanto na populagéo total

quanto no fendtipo TN (Gréficos 1 e 2, respectivamente).

A estimativa de mistura populacional sugere que a populacdo estudada é
miscigenada. Isto confirma dados apresentados em outros estudos de ancestralidade
feitos na populacdo baiana e brasileira (TAVARES, 2001; BOMFIM, 2008;
MARRERO et al., 2005; MUNIZ et al., 2008; FERREIRA et al, 2006).

Um outro dado que reflete o processo de miscigenagdo dessas populagdes séo as
diferencas encontradas entre as frequéncias alélicas ancestrais (africanos, europeus e
amerindios) e as da populacdo do presente estudo (Tabelas 5 e 14). Os loci Sb19.3, APO
e LPL foram os que apresentaram maior freqliéncia alélica em todas as amostras
analisadas, refletindo uma freqliéncia maior do alelo*1 das populacdes européias e
africanas, dados corroborados pela estimativa de mistura populacional. Apesar do loci
GC*1S ter apresentado uma freqiiéncia maior no grupo TN ndo é possivel sugerir

diferencas na frequéncia alélica com o grupo R+ devido ao pequeno nimero amostral.

A ndo adesdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg relacionada com o predominio
de homozigotos nos loci GC e FY-null ocorreu provavelmente devido ao viés amostral.
Além da pequena amostra utilizada, praticamente todas as pacientes vieram de clinicas
particulares, favorecendo a coleta de individuos com percentual maior de ancestralidade
africana, européia ou amerindia. Apesar de a amostra escolhida ser proveniente de uma

Instituicdo Publica.

Outra possibilidade para o desequilibrio nesses loci seria a influéncia da

ocorréncia de casamentos preferenciais, ou seja, unides/casamentos entre individuos do
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mesmo grupo racial. Azevedo et al. (1986) apontaram para uma ndo homogeneidade na
miscigenacdo até mesmo entre grupos urbanos. As unibes entre individuos do mesmo
grupo étnico estariam favorecendo o aumento das frequéncias dos gendtipos

homozigotos para os alelos estudados.

Os dados da estimativa individual de mistura genética nos pacientes TN
mostraram uma contribuigcdo européia maior, variando de mais ou menos 75% a 58%. A
maior contribuicdo européia neste grupo de pacientes pode ser explicada pela
procedéncia da amostra da populacdo do presente estudo, praticamente todas as
pacientes foram provenientes de clinicas particulares, sugerindo um nivel
socioecondmico maior. Em 2008, Bonfim demonstrou que existe uma relagdo entre

pacientes AD com nivel socioecondmico mais baixo na cidade de Salvador.

Muitos estudos descrevem que a incidéncia do cancer de mama em mulheres AD
é baixa, embora a sobrevida seja menor quando comparadas com mulheres CA
(SACHDEV et al., 2010; JANZ et al., 2009; CLEATOR et al.; 2007). Essa diferenca na
mortalidade pode ser explicada porque mulheres AD apresentam tumores em estagios
mais avangados no inicio dos primeiros sintomas. No presente estudo ndo foi possivel
comparar caracteristicas clinicas e histopatoldgicas entre as pacientes AD e B no
fen6tipo TN, devido ao baixo nimero amostral e pela falta de dados histopatol6gicos
nos prontuérios de algumas pacientes TN. Mas ao compararmos as pacientes AD e B na
amostra estudada houve uma frequiéncia maior de pacientes nos estagios | e 11, segundo
classificagdo da AJCC (tabela 12), diferentemente dos dados apresentados em outros

estudos (dados néo foram estatisticamente significantes, P=0.647).

Por outro lado, outros estudos sugerem que essa alta mortalidade em mulheres
AD esta relacionada com fatores socioecondmicos (PATEL et al., 2010; ZHOU et al.,
2009; DAWOOD et al., 2009; DAWSON et al., 2010). Segundo estas pesquisas, a
demora no diagndstico e no tratamento, resultado da dificuldade no acesso aos centros
de saude, sdo mais prevalentes na populacdo AD. Além disso, a falta de uma terapia
alvo para o fen6tipo TN aumenta ainda mais o risco de morte, principalmente em
mulheres AD, que ndo tem acesso aos tratamentos mais avangados. Na amostra utilizada
neste estudo ndo foi possivel fazer essas comparagdes porque, alem de ndo termos
nenhum dado sobre o nivel socioecondmico, apenas uma paciente do grupo AD teve

procedéncia de uma clinica publica.
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Além dessas caracteristicas, 0 mau prognostico de cancer de mama observadas
em mulheres AD pode estar associado a fatores hereditarios como, por exemplo,
mutacBes no BRCA. Ja esta bem estabelecido que mutagdes selecionadas neste gene séo
mais comuns em populagdes com ancestralidade comum, exemplo judeus Ashkenazi
(STRUEWING et al., 1995; ODDOUX et al., 1996). Por isso é razoavel explorar a
possibilidade da ancestralidade africana também ser associada com alguma

predisposicdo hereditaria ao desenvolvimento do cancer de mama de alto risco.

A tabela 18 descreve uma revisdo feita dos estudos que compararam a
frequéncia do fendtipo TN entre a populagdo AD e a CA. Apesar de Carey et al., 2006,
comparar carcinomas basais e ndo somente o fen6tipo TN, nota-se que estes estudos
apresentam altas frequéncias do fendtipo TN em pacientes AD comparadas com
pacientes CA. Mas vale salientar que as amostras utilizadas nesses estudos foram de
populacbes de paises (EUA e Inglaterra) que apresentam um historico de segregacéao

racial, associado a fatores socioecondémicos, assim como também ocorre no Brasil.

Stark et al. (2010) foi o primeiro trabalho que comparou dados clinicos e
histopatolégicos de pacientes AD e CA de Michingan (EUA) com AD de Gana (Oeste
da Africa). Segundo o autor pacientes que se autodenominam AD nos EUA apresentam
quatro séculos de mistura populacional, por isso tornou-se necessério a utilizacdo de
dados clinicos de pacientes provenientes da Africa para observar se realmente a
ancestralidade africana esta associada ao fendtipo TN. Embora o estudo apresente
limitacBes, como a falta de alguns dados clinicos dos pacientes de Gana, Stark et al.
demonstraram que existe prevaléncia maior de pacientes TN tanto entre pacientes AD
de Gana como de Michingan (tabela 18), apesar desses pacientes também terem

dificuldade de acesso ao diagnéstico e tratamento.
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Tabela 18 — Freqliéncia do fenétipo TN entre CA e AD em populagdes dos Estados Unidos
(EUA) e Inglaterra.

ESTUDO TAMANHO DA FREQUENCIA DO CARCINOMA TN
AMOSTRA/PROCEDENCIA
AD CA P
Carey et al., 2006 496/ Carolina do Norte 46,6% 21,8% <.001
(EUA) (basal) (basal)
Morris et al., 2007 2230/ Filadélfia (EUA) 20,8% 10,4% <.0001
Bowen et al., 2008 445/ Londres 14,1% 3,8% <.0001
(Inglaterra)
Moran et al., 2008 1.067/ Connecticut 21% 8% <.0001
(EUA)
Lund et al., 2008 190/ Atlanta (EUA) 29,3% 13% .050
Stead et al., 2009 415/ Boston (EUA) 12,5% 6,9% <.0001
Lund et al., 2009 1.501/ Atlanta (EUA) 46.6% 21,8% <.001
Stark et al., 2010 1263/ Michigan (EUA) e 24.4% 14,4% <.0001

Gana (Oeste da Africa)

Apesar do presente estudo ndo apresentar diferengas de idade e status
menopausal estatisticamente significantes entre os grupos TN e R+ (Tabela 8), devido,
provavelmente, ao ndmero amostral, existem estudos que sugerem a ocorréncia do
fen6tipo TN em pacientes AD jovens e na pré-menopausa (CAREY et al., 2006;
OLOPADE et al., 2004; LUND et al., 2008; BOWEN et al., 2008). Também n&do houve
diferencas significantes na comparacdo da idade e menopausa entre afrodescendentes e
brancas (Tabela 11).

Segundo Vona-Davis et al. (2009) e Trivers et al. (2009), fatores como
obesidade, especialmente em pacientes jovens e pré-menopausadas, uso de
anticoncepcional, tabagismo e idade reprodutiva mais precoce estdo associados ao
fendtipo TN. Na presente pesquisa, nenhum desses trés ultimos fatores foi
estatisticamente significante e ndo houve a avaliacdo do indice de massa corpérea

nessas pacientes (IMC).

Os marcadores moleculares Ki 67 e p53 também foram associados ao fenotipo
TN. Apesar do valor progndstico do marcador p53 ndo estd bem estabelecido, ele parece
estar associado & evolugdo pior quando presente em tumores triplo-negativos (CHAE et

al, 2009; MAGGIE et al, 2009). Nao foi possivel associar esses marcadores com 0
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fendtipo TN, na presente pesquisa, porque apenas 20% das pacientes apresentaram

estudos imunohistoquimicos para esses marcadores.

Em suma, apesar do presente estudo néo ter demonstrado a associa¢do do cancer
de mama TN com ancestralidade africana, considerando o pequeno nimero amostral, é
necessario identificar as causas das diferencas raciais encontradas em outros estudos,
através do uso de marcadores moleculares e do levantamento de dados clinicos, como

por exemplo obesidade, e de dados socioeconémicos.

7. CONCLUSOES

e Ao contrario do que foi visto na literatura até o momento a associagdo do
fenotipo triplo-negativo com a ancestralidade africana néo foi evidenciada com o

uso da analise da ancestralidade gendmica;

e Devido a amostra reduzida ndo foi possivel associar as caracteristicas clinicas e
a faixa etéria das pacientes portadoras de neoplasias de mama com o fenétipo

triplo-negativo;

e A freqiéncia alélica dos marcadores informativos de ancestralidade ndo
contribuiu para evidenciar uma associacdo de ascéndencia africana com o tipo

de tumor de mama;

e A baixissima frequéncia de pacientes provenientes de hospitais e clinicas da rede
publica incluidas neste estudo mostra que h& necessidade de uma maior
divulgacédo do servico de Oncogenética da Universidade Federal da Bahia nesses

servicos de salde.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E PRE-
ESCLARECIDO

ANALISE DA ANCESTRALIDADE E DE GENES DE
SUSCEPTIBILIDADE EM PORTADORES DE CANCER
DE MAMA E DE PROSTATA NO ESTADO DA BAHIA

Coordenadora e Oncologista Responsavel:
Dra. Ivana Lucia de Oliveira Nascimento — CREMEB: 10845

Equipe:

Dra. Kiyoko Abe Sandes; Dra. Ivana Lucia de Oliveira Nascimento;
Dra. Maria Betania Pereira Toralles; Dra. Taisa Manuela Bonfim Machado;
Dra. Renata Costa Cangussu; Dra. Songeli Menezes Freire; Dra. Ana
Karina Cangussu Campinho; Dr. Roberto José Meyer Nascimento

Identificacdo do paciente:

Nome:
Servico de origem:
Registro na Unidade/Laboratorio:

Endereco:
Bairro: Cidade: UF:
CEP: Fone:

Vocé(s) esta(do) convidado(s) a participar voluntariamente de um
estudo que sera realizado dentro do complexo universitario e faz parte dos
processos de ensino e pesquisa. Este estudo é parte de um projeto de
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pesquisa que identificara a contribuicdo dos indios, dos africanos e
europeus na formacdo da nossa populacéo e a relacdo desta contribuicéo
com o desenvolvimento de determinados tipos de cancer. Leia atentamente
as informacdes a seguir antes de dar o seu consentimento. No caso de ndo
entender bem, peca mais esclarecimentos e sO assine apos ter certeza de ter
esclarecido todas as duvidas.

Eu,

RG , concordo em participar do projeto de pesquisa
que lida com questdes de identificagdo de ancestralidade, caracteristicas
clinicas e histopatologicas e de genes associados a cancer e sua relagéo
com o tipo de neoplasia e ancestralidade. Serei examinado por uma equipe
multidisciplinar, terei o prontuario analisado com coleta de informacdes e
farei varios exames e/ou participarei de procedimentos diversos necessarios
para o estudo.

Procedimentos:

Eu compreendo que, se eu concordar em participar deste servigo, 0S
técnicos envolvidos fardo perguntas a respeito de meus antecedentes
médicos, familiares e pessoais. Serei submetido a exame fisico e /ou
psicolégico para avaliacdo do meu estado clinico e mental. Além disso,
poderei ser submetido a coletas de sangue para realizacdo de exames
laboratoriais e de analises genéticas e moleculares.

Concordo com a analise do meu prontuario médico existente no
servico onde tenho o acompanhamento oncoldgico e com a liberacdo, pelo
Servigo de Anatomia Patoldgica, do material do tumor que foi retirado
cirurgicamente para realizacdo de analise imunoistoquimica, molecular e
genética.

A participacdo no estudo também autoriza que as amostras coletadas
sejam armazenadas e possam ser utilizadas em analises futuras, desde que
0s estudos adicionais sigam 0s aspectos éticos determinados nas resolugdes
196/96 e 347/05 do Conselho Nacional de Sadde. O material coletado sera
processado, analisado e estocado no Setor de Oncogenética do Laboratério
de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Bahia.

Riscos e Desconforto:

Entendo que, para os exames laboratoriais sera preciso colher de 20 a
30 mL de sangue venoso o qual podera ser obtido de uma vez ou mais de
uma vez segundo recomendado pelo médico. Os risco associados a este
procedimento sdo minimos podendo, contudo, ocorrer dor e/ou manchas
roxas (equimoses), quando for feita a coleta de sangue. Além disso, tenho
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consciéncia de que o desconforto serd 0 menor possivel, pois a coleta sera
feita por um profissional treinado e devidamente habilitado para realiza-la.

Vantagens:

Percebo que, com minha participacdo, estarei contribuindo para
identificar e diagnosticar o tipo de tumor, caracterizar minha ancestralidade
e analisar as bases genéticas da minha patologia e assim permitindo a
aquisicdo de maior conhecimento sobre a doenca o que também serd util
para ajudar outras pessoas. Se necessario, 0s médicos e demais
participantes da equipe desta Unidade ajudar-me-do a lidar com minhas
dificuldades. Fui informado também que qualquer membro da minha
familia que deseje obter uma orientacdo clinico-genética poderd ser
atendido neste servigo caso tenha a devida indica¢do ou encaminhado a
outro servigo quando necessario.

Sigilo:

Foi-me assegurado que toda a informagdo médica, incluindo os
resultados dos exames realizados, fara parte do meu prontuario e sera
submetida aos regulamentos do Hospital estando protegida pela lei do
sigilo. Os técnicos comprometem-se a manter todas as informacdes obtidas,
tanto das anamneses quanto dos resultados dos exames realizados sob o
méaximo sigilo para que a minha privacidade permaneca plenamente
resguardada.

Publicacéo Cientifica:

Foi-me garantido que na publicacdo de resultados parciais ou totais
em revistas cientificas ou congressos sera mantido o sigilo da minha
identidade e preservada a minha privacidade e nenhum nome sera citado,
mas apenas codigos de identificacdo que serdo reconhecidos pelos proprios
técnicos.

Fornecimento de Informacéo Adicional:
Informaram-me ainda, que posso requisitar informac6es adicionais
relativas a doenca, riscos e prognostico bem como a possiveis tratamentos.

Recusa ou Descontinuacéo da Avaliagao:

A respeito da minha decisdo, de querer ou ndo aceitar as condicdes
aqui descritas, reconheco que a minha anuéncia € voluntaria e que me
resguardo o direito de recusar ou retirar 0 meu consentimento para me
submeter a exames ou intervencdes clinicos ou psicoldgicos, a qualquer
momento. No entanto, na qualidade de paciente comprometo-me a,
antecipadamente, comunicar a equipe técnica sobre a minha decisdo de ndo
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continuar participando dos exames ou intervencdes sugeridas para que a
minha decisdo ndo prejudique o bom andamento dos trabalhos que estéo
sendo desenvolvidos nesta Unidade de Aconselhamento.

Nome do participante:
Assinatura do participante:
Nome da testemunha:
Assinatura da testemunha:
Local e data:

CLAUSULA A SER LIDA E ASSINADA PELO
TECNICO RESPONSAVEL.:

Informo que expliquei ao
paciente sobre as implicacdes da
sua participacdo na avaliagdo realizada nesta Unidade
comprometendo-me a esclarecé-lo(a) a respeito de exames,
procedimentos necessarios ou quaisquer intervencoes relevantes
para a identificacdo das alteracdes genéticas e fatores de riscos.
Comprometo-me a alertar o paciente sobre os possiveis riscos
bem como as vantagens que poderdo advir destes procedimentos.
Comprometo-me também a responder a questionamentos do
paciente usando, para este fim, o melhor do meu conhecimento.
Ratifico a minha responsabilidade, especialmente frente ao
pessoal auxiliar, de continuadamente enfatizar a necessidade de se
manter sigilo absoluto sobre as informacGes obtidas nos diversos
procedimentos realizados neste servico. Assumo ainda a
responsabilidade de fornecer uma copia deste formulario de
consentimento ao paciente, apds assinatura de todos 0s
envolvidos, ficando outra coOpia anexada ao prontuario do
paciente.

Nome do técnico responsavel:
CREMEB:

Assinatura do técnico:

Local e data:
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ANEXO Il

ANALISE DA ANCESTRALIDADE EM PORTADORES DE CANCER
DE MAMA NO ESTADO DA BAHIA

Questionario 1

Data da entrevista: Entrevistador(a):

Nome do paciente:

Nome do
Pai:

Nome da

Filiacdo Bioldgica: ( )1.Sim ( )2.Ndo ( )3. N&o sabe informar

Data de Nascimento:

Sexo: ()1 Feminino ( )2. Masculino

Cidade de residéncia: De nascimento:

CARACTERIZAGAO FENOTIPICA DO PACIENTE

Raca/Cor (Auto-denominacdo): ( )1. Negro ( )2.Pardo ( )3.Branco ( )4.Indigena ( )0.Outros

Raca/Cor (Analise fenotipica):

( )1. Negro () 2. Mulato Escuro ( )3. Mulato Médio ( )4. Mulato Claro ( )5. Branco ( )0. Outros
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ANCESTRALIDADE REFERIDA DOS PAIS E AVOS DO PACIENTE

Pai : ( )1. Negro ( ) 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio  ( )5.Outro: ( )0. N&o sabe informar

Local de nascimento:

Mée: ( )1. Negro ( )2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar

Local de nascimento:

Av6 Materna: ( )1. Negro () 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5.Outro ( )0. No sabe informar

Local de nascimento:

Avd Materno: ( )1. Negro () 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5.Outro ( )0. No sabe informar

Local de nascimento:

AV0 Paterna: ( )1. Negro () 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar

Local de nascimento:

Avo Paterno: ( )1. Negro () 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar

Local de nascimento:

DADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS - CANCER DE MAMA

Estadiamento: ( )1.1 ( )2.11 ( )3. 11 ( )4 1V

T: N M: ( ) () 0. Ndo tem dados

Tipo histoldgico:

( )1. Carcinoma ductal infiltrante ( )2. Carcinoma ductal “ in situ” ( )3. Microinvasdo: Sim ( ) N&o ( )
( ) 4. Outros:

Grau histologico:

( )1. Bem diferenciado ( )2. Moderadamente diferenciado () 3. Pouco diferenciado ( )4. Indiferenciado
( ) 5. N&o avaliado.
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Imunoistoquimica ( )1. Sim; Onde foi realizada? ()2.Nao
RE: ()1:0 ( )2+ ()3++ ()4 +++ ( )5++++

RP:  ()1:0  ()2.+ ()3.++ ( ) +++ ()5 ++++

HER2:( )1:0 ( )2+  ( )34++ ( )d+++

TP53: ( )L.Neg ( )2.Pos ( )O.Néo tem dados

KI-67: ()1.Neg. ()2.Pos ( )0.N&otem dados

Data do diagnéstico histopatoldgico — Onde foi realizado-

Tratamento:

1. Cirurgia: ( )1 Sim ( )2.Néao
o Tipo: ( )1.Quadrantectomia ( )2. Mastectomia

2. Esvaziamento axilar: ( )1.Sim ( )2.Néo

o Linfonodo sentinela: ( )1.Sim () 2.N&o

3. Radioterapia: ( )1.Sim ( )2. Nao
4. Quimioterapia: ( )1. Sim ( )2. Nao
e Protocolo: ( )1.CMF ( )2.FAC ( )3AC ( )4AC-T ( )5.AC-D
Outro
5. Hormonioterapia: ( )1.Sim ( )2.Néo

e Protocolo: ( )Ll Tamoxifeno  ( )2.Inibidor de aromatase  ( )3. Qual?

(

)6.

Recidiva:

( )L.Sim  ( )2. Néao Data:

Tipo de recidiva:

( )1. Ossea (' )2. Visceral ( )3. Loco-regional
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