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Resumo

Souza MA. Densidade mamaria e polimorfismo do gene do receptor estrogénico em
mulheres com mamas densas apos a menopausa [dissertacao]. Sao Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2012. 115p.

Introducéo: Polimorfismo ¢ variagdo genética de ocorréncia habitual na popula¢do em
geral, encontrado em frequéncia superior a 1%. Ha varios polimorfismos conhecidos
no gene do receptor estrogénico alfa, alguns dos quais podem modificar a fun¢do do
receptor ¢ a acdo dos estrogénios. Associa¢do de polimorfismos no gene do receptor
estrogénico alfa e risco de doencas, incluindo o cancer de mama, tem sido objeto de
grande interesse, porém existem poucos estudos publicados sobre a prevaléncia destes
na populacdo brasileira. Objetivos: Verificar em mulheres com mamas densas apos a
menopausa; 1) A distribuicdo dos fatores de risco para cancer de mama; 2) A
frequéncia dos polimorfismos do gene do receptor estrogénico alfa Pvull, Xbal e
(GT)n; 3) A associacdo entre os resultados moleculares e os fatores de risco para o
cancer de mama. Casuistica e métodos: Estudo observacional realizado na divisdo de
Clinica Ginecologica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, em 308 mulheres com idade entre 45 e 65 anos, mamas
densas, que estavam ha pelo menos um ano sem menstruar, que ndo faziam uso de
terapia hormonal ha 1 ano ou mais e sem antecedente pessoal de cancer de mama e
ovario. Caracterizaram-se na historia clinica e no exame fisico, idade da menarca e da
menopausa, paridade, idade ao nascimento do primeiro filho, antecedentes familiares
de cancer de mama, habito de fumar, ingestao de bebida alcodlica e o Indice de Massa
Corporea. Foi coletada amostra de sangue periférico para extragdo do DNA gendémico
e determinacdo dos polimorfismos presentes no intron 1 (Pvull e Xbal) e na regido
promotora do éxon I (GT)n e dosagens de glicemia, colesterol total e fra¢des, insulina,
IGF1, TSH, T3, T4, FSH, LH e estradiol. Resultados: Os fatores considerados de
risco para o cancer de mama, menarca antes dos 12 anos (35,38%), nuliparidade ou
idade ao ter o 1° filho apds os 28 anos (41,66%), historia familiar de cancer de mama
(19,16%) e sobrepeso/obesidade (62,01%) foram mais prevalentes nessa populagao. A
cor branca foi a mais frequente, coincidindo com os resultados de outros estudos, e a
menopausa tardia ndo se mostrou um fator de influéncia nessa populacdo. As
frequéncias alélica e genotipica para os SNPs no REa-397-Pvull e Xbal foram:
P=43,99%; p=56,01%; pp=32,14%, Pp=47,73% e PP=20,13%; X=41,56%, x=
58,44%; xx=33,44%, Xx=50,00% e XX=16,56%, respectivamente. Para o
polimorfismo de repeticio STRs (GT)n, os gendtipos mais frequentes foram 14, 15 e
16, com predominio da repeticdo 16. As distribuicdes alélica e genotipica dos
polimorfismos (Pvull, Xbal e GTn), nao sofreram influéncias significativas dos fatores
de risco pesquisados. Conclusao: Os fatores de risco para o cancer de mama foram
mais prevalentes nessa populacdo de mulheres com mamas densas, embora, nao
tenham mostrado associagdes significativas com os polimorfismos estudados. Estudos
caso controle adicionais sdo necessarios para melhor compreender a associagao destes
polimorfismos e o cancer de mama.

Descritores: 1.Polimorfismo genético 2.Neoplasias da mama 3.Fatores de risco
4 Receptores estrogénicos 5.Mamografia



Summary

Souza MA. Breast density and polymorphism of the estrogen receptor gene in
women with hight breast density after menopause |[dissertation]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2012. 115p

Introduction: Polymorphism is genetic variation of usual occurrence in the general
population, found with frequency higher than 1%. There are several known
polymorphisms in the estrogen receptor alpha (ERa), some of which can modify the
receptor function and the action of the estrogen. Association of polymorphisms in the
estrogen receptor alpha gene and risk of diseases, including breast cancer, has been a
subject of great interest, but there are few published studies on the prevalence of
these in the Brazilian population. Objective: Checking on women with high breast
density after menopause; 1) the distribution of risk factors for breast cancer; 2) the
frequency of polymorphism of the estrogen receptor alpha gene Pvull, Xbal and
(GT)n; 3) the association between the molecular results and the risk factors for breast
cancer. Methods: Observational study carried out in the Gynecology Department of
the Hospital das Clinicas of Medical School of Sao Paulo University, in 308 women
aged between 45 and 65 years-old, high breast density, who were at least one year
without menstruating and did not use hormone therapy for 1 year or more and no
personal history of breast and ovarian cancer. It was characterized on clinical history
and physical examination: age of menarche and menopause, parity, age at birth of
first child, family history of breast cancer, smoking, alcohol intake and body mass
index. Peripheral blood sample was collected for DNA extraction and determination
of genomic polymorphisms present in the intron 1 (Pvull and Xbal), in the promoter
region of exon 1 (GT)n, dosages of blood glucose, total cholesterol and fractions,
insulin, IGF1, TSH, T3, T4, FSH, LH, and estradiol. Results: The factors considered
of risk for breast cancer, menarche before age 12 (35.38%), nulliparity or first child
after the 28 years-old (41.66%), family history of breast cancer (19.16%) and
Overweight/obesity (62.01%) were more prevalent in this population. The Caucasian
were the most frequent, coinciding with the results of other studies, and late
menopause was not a factor of influence in this population. The allele and genotypic
frequencies for SNPs in ERa-397-Pvull and Xbal were: P = 43.99%; p = 56.01%; pp
=32.14%, Pp = 47.73% and PP = 20.13%; X = 41.56%, x = 58.44%; xx = 33.44%,
Xx = 50.00% and XX = 16.56%, respectively. For the STRs repeat polymorphism
(GT)n, the most common genotypes were 14, 15 and 16, with a predominance of
repeat 16. The allele and genotypic distributions of polymorphisms (Pvull, Xbal and
GTn), did not suffer significant influences of the risk factors surveyed. Conclusion:
The risk factors for breast cancer were more prevalent in this population of women
with high breasts density, although have not shown significant associations with
polymorphisms studied. Additional studies case-control are needed to better
understand the Association of these polymorphisms and breast cancer.

Descriptors: 1.Genetic polymorphism  2.Breast neoplasms  3.Risk factors
4.Estrogenic receptors 5.Mammography



1 INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial da Satde estima que, por ano, ocorram mais de 1
milhdo de casos novos de cancer de mama (CM) em todo o mundo, o que o torna o
cancer mais comum entre as mulheres. A cada ano, 22% dos casos novos de cancer

em mulheres sdo de mama (WHO, 2012).

No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2012), ndo
tem sido diferente. Em 2012, esperam-se 52.680 casos novos de cancer de mama, ou
seja, risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres. Ainda, de acordo com o
INCA, na Regido Sudeste, o cancer de mama é o mais prevalente entre as mulheres,
com risco estimado de 69 casos novos por 100 mil mulheres. Excluindo-se os
tumores de pele ndo melanoma, este tipo de cancer também ¢ o mais frequente nas
mulheres das regides Sul (65/100.000), Centro-Oeste (48/100.000) e Nordeste
(32/100.000). Na Regiao Norte ¢ o segundo tumor mais prevalente (19/100.000)
(INCA 2012).

Diante desses numeros, muitos estudos vém sendo realizados com o intuito de
identificar a populacdo de maior risco para CM, e, desta forma, promover agdes de

politicas publicas para sua prevengao e detec¢ao precoce.

O estudo da densidade mamografica (DM), em particular, assume
importancia, pois ¢ considerada relevante fator de risco independente para o CM

(Vachon et al., 2000; Byrne et al., 1995).

A DM depende da distribuicdo dos elementos que a constitui: ductos,
alvéolos, estruturas fibrosas e gordura, cujas propor¢des sofrem influéncias genéticas
e ambientais. Estudos em gémeos demonstram que a hereditariedade resulta em 60%

da DM (Ursin et al., 2009).

Modificagdes nos genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese, acdo

e metabolizagdo dos esterdides sexuais, podem contribuir para o desenvolvimento de
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alteracdes em varios tecidos hormonio dependentes e, também, explicar as variagoes

individuais na DM (van Duijnhoven et al., 2006; Cai et al., 2003A; Haiman et al., 2003).

O estudo dos polimorfismos em genes de baixa penetrancia (associados
previamente a aumento de risco para CM) em mulheres com mamas densas apos a

menopausa motivou este trabalho.



2  REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia do cancer de mama

Atualmente o CM ¢ um problema de satide publica, ndo apenas em paises em
desenvolvimento, como ¢ o caso do Brasil, mas também em paises desenvolvidos,
como os Estados Unidos e paises da Europa Ocidental. Tal situacdo deve-se a
dificuldade de prevencao primaria (eliminar fatores de risco ou diagnosticar e tratar
lesdes precursoras) e, como consequéncia, observa-se um aumento significativo na
incidéncia e mortalidade decorrentes desta neoplasia. Segundo a Organizagdo
Mundial de Satde (WHO, 2012), observou-se, nas décadas de 60 e 70, aumento de
dez vezes nas taxas de incidéncia ajustadas por idade nos Registros de Cancer de

Base Populacional de diversos continentes.

O aumento na incidéncia pode ser explicado, em parte, por alteragdes nos héabitos
reprodutivos, como postergacdo do primeiro parto, € nutricionais (considerando que a

obesidade eleva o risco de cancer apos a menopausa) (Harvey e Bovbjerg, 2004).

No Brasil, o CM também apresenta alta incidéncia entre as mulheres. Segundo
o INCA, para uma populagdo feminina de 93 milhdes, estima-se que ocorram 52.680
casos novos em 2012, com incidéncia de 52 casos a cada 100 mil mulheres. Tanto a
incidéncia como a taxa bruta de mortalidade vém apresentando aumento significativo
nas Ultimas décadas (IBGE, 2012). A mortalidade proporcional por cancer em
mulheres, mostram que os Obitos por cancer de mama ocupam o primeiro lugar no
pais, com 15,2%. Esse padrao é semelhante nas diferentes regides brasileiras, com
excegdo da regido Norte, onde os dbitos por cancer de mama ocupam o segundo lugar,
com 10,8%. Os maiores percentuais na mortalidade proporcional por cancer de mama
sdo os do Sudeste (16,6%) e Sul (14,7%), seguidos das regides Nordeste (13,6%) e
Centro-Oeste (13,3%) (BRASIL. Datasus/SIM, 2012).
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O cancer de mama ¢ raro antes dos 40 anos ¢ a partir dessa idade a incidéncia
tende a crescer progressivamente. A mortalidade também aumenta progressivamente
com a idade, conforme dados para o Brasil apresentados na figura 1 (BRASIL.

Datasus/SIM, 2012).
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FONTE: INCA - Programa Nacional de Controle do Cancer de Mama, 2012.

Figura 1. Taxas de mortalidade especificas por idade, cincer de mama feminina, por 100 mil

mulheres. Brasil, 1995 a 2007

Entre as principais capitais do pais, as estatisticas mostram Sdo Paulo com
5.760, Rio de Janeiro com 4.190 e Belo Horizonte com 1.000 casos novos, que sdo
os locais onde a incidéncia do CM ¢é maior. Tal fato deve-se, além da maior
prevaléncia de fatores de risco nessas cidades, ao atendimento de pacientes advindas

de cidades do interior e mesmo de alguns estados do Norte e Nordeste.

2.2 Fatores de risco

O CM ¢ uma doenca heterogénea e fatores de risco podem ser diferentemente
associados com o desenvolvimento de distintos subtipos de tumores com

comportamento bioldgico e prognoéstico diferente.

Historia familiar ¢ um importante fator de risco, especialmente se um ou mais

parentes de primeiro grau (mde ou irmd) foram acometidas antes dos 50 anos de
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idade. Entretanto, o CM de carater familiar corresponde aproximadamente a 10% de

todos os casos (Sherr, 2004).

A idade constitui outro importante fator de risco, e a taxa de incidéncia

apresenta curva ascendente a partir dos 25 anos e concentra a maioria dos casos na

faixa etaria acima dos 45 anos (Jensen e Jordan, 2003).

Fatores de risco relacionados a vida reprodutiva da mulher estdo bem
estabelecidos em relagdo ao desenvolvimento do CM tais como: menarca precoce,

nuliparidade, idade da primeira gestagdo a termo acima dos 30 anos ¢ menopausa

tardia apds os 50 anos de idade (Tabela 1).

Tabela 1. Risco relativo VS fatores de risco para desenvolvimento de cincer de mama

5

Risco Relativo

Fator de Risco

RR = 4,0

Sexo feminino
Densidade mamaria aumentada

Dois familiares de 1° grau com cancer de mama antes dos 40 anos

Idade = 65 anos

Mutagtes de BRCA 1e BRCA 2
Histdria pessoal de cincer de mama
Hiperplasia com atipias

RR=2,1-4,0

Um familiar de 1° grau com cancer de mama antes dos 40 anos

RR=1,1-2,0

- Fatores Hormonais

12 Gestagdo apos os 30 anos

Menarca precoce e menopausa tardia

Nuliparidade

Uso recente de anticoncepcionaloralou Terapia Hormonal
Obesidade

- Qutros Fatores

Uso de alcool

Historia pessoal de céncer de colon, endomeétrio e ovario
Dieta gordurosa

Baixo consumo de vegetais

FONTE: ACS - American Cancer Society , 2012.
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Obesidade e dieta inadequada (alta ingestao de gordura e baixa quantidade de
fibras) sdo ligadas ao aumento do risco de CM desde os anos 70 (Waard e Baanders,
1974). Ganho de peso durante a vida adulta ¢ associado ao aumento de risco de CM
principalmente apds a menopausa (Pichard et al., 2008). Von Drygalski et al., em
2011, encontraram taxas de sobrevida com diferencas significativas quanto ao Indice
de Massa Corpdrea. Sobrevida média apds o diagnodstico ou tempo médio de
aparecimento de metéstase para paciente com IMC< 30 e >30 foi de 7,1 (IC=4,4 —8,7)
e 3,2 anos (IC=2,41 - 6,75), respectivamente.

A ingestao de alcool, mesmo que em quantidade moderada, ¢ identificada
como fator de risco para o CM, assim como a exposicdo a radiagdes ionizantes em

idade inferior a 35 anos (Harvey e Bovbjerg, 2004).

2.3 Densidade mamaria e cancer de mama

O estudo da DM assume particular interesse, pois € considerado relevante fator
de risco independente para o CM. Virias publicagdes mostram associagdo positiva
(Wolfe, 1976; Saftlas e Szklo, 1987; Martin e Boyd, 2008; Woolcott et al., 2009;
Sprague et al., 2012).

Em 1976, Wolfe foi o primeiro que propos a associagdo entre DM e risco de
CM. Ele encontrou relagdo de 37:1 para mamas extremamente densas, quando
comparadas as mamas adiposas. Entretanto, como seus achados ndo foram

reproduzidos em estudos de prevaléncia, questionou-se esta associagao.

Em 1987, Saftlas e Szklo revisaram os estudos realizados até aquela data,
cujos critérios foram os de Wolfe, e concluiram que os estudos que foram
cuidadosamente conduzidos sustentavam a associag¢do de risco e que o principal fator

de resultados conflitantes foi a perda de consisténcia em aplicar esses critérios.

No comego de 1980, com o surgimento de mamoégrafos mais aprimorados, a DM

pdde ser melhor avaliada. Harvey e Bovbjerg, 2004, em revisdo sistemdtica, observaram
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associagao da DM com o risco de CM usando métodos quantitativos. Os achados desta

revisdo mostraram moderada para forte associacdo entre risco de CM e alta DM.

Byrne et al. 1995, verificaram que a mama densa era fator de risco
independente para o CM, apos ajustamento para outros fatores de risco tais como:
histéria familiar, idade do nascimento do primeiro filho, nuliparidade e uso de terapia
hormonal. Mulheres com mamas extremamente densas apresentavam risco cinco

vezes maior para desenvolvimento dessa doenga.

Sala et al. 2001, observaram associa¢ao positiva entre tumores mamarios de

alto grau histologico e alta DM, usando os critérios de Wolfe.

Altas taxas de DM sdo comuns nos dias atuais, 50% das mulheres com idade
entre 40 a 49 anos e 30% das mulheres com idade entre 70 a 79 anos possuem
mamas com 50% ou mais de tecido fibroglandular (Stomper et al., 1996). Nesse
mesmo sentido, Blane et al., 2002, afirmaram que CM atribuivel ao tecido mamario
denso pode se tornar mais prevalente no futuro. Os autores observaram que a DM
obtida pelas mamografias nos anos 90 ndo declinavam tao rapidamente como aquelas
obtidas nos anos 80 e verificaram que as causas desse aumento podem ser devido a
fatores como: postergacao da primeira gestacdo, dieta inadequada e nuliparidade,
tornando os fatores de risco para CM cada vez mais significantes em nossa
populacdo. Harvey e Bovbjerg, apos revisdo da literatura, afirmaram que somente
anormalidades genéticas, idade, cancer de mama anterior ¢ biopsia de mama com
achados de carcinoma in situ sdo associados com similar ou maior risco relativo de

CM, quando comparados & DM.

Woolcott et al. 2009, mostraram que mulheres com tecido fibroglandular
ocupando mais que 75% de toda area mamadria, t€ém quatro a seis vezes mais risco de

desenvolver CM que mulheres com mamas adiposas.

Martin e Boyd, em 2008, propuseram que a exposi¢ao acumulativa a alta DM
poderia ser importante determinante da incidéncia de CM e que o risco de CM
associado a DM pode ser explicado pela combinagdo de efeitos mitogénicos (os
quais influenciam a proliferacdo celular e do tamanho da populagdo de células na
mama), e efeitos mutagénicos (os quais provocam provavelmente danos genéticos

naquelas células), figura 2.



Revisdo da Literatura

(a) Efeitos mitogénicos e »  Cancer

mutagénicos

p Densidade mamografica - |

Mutagénicos Proliferacoes celulares
L
t _— .
Peroxidacdo ‘ ' Fatores de Crescimento e
Liplfljil:.ﬂ P A RaTou S B Hormonais
Fatores de risco Genes Fatores de risco Genes
(reprodutivo, [reprodutiva,
antropomeétrico, dietético) antropométrico,
dietético)
MUTAGENICO MITOGENICO

(b) Hip6teses bioldgicas
Horménio

L mutagénico
Mitdgenos =

(li5F-1, prélactina) I‘,\ <::] /

Celulas estroma/preadipo

adipocitos

—

mutagénicos

eptelio

FONTE: Martin e Boyd,2008.

Figura 2. (a) Combinacio dos efeitos de proliferacio celular (mitogénicos) e danos celulares
causados por agentes genotéxicos (mutagénicos) podem sublinhar o aumento do risco de CM
associado com alta DM. Aumento da proliferacio celular amplia a susceptibilidade para
mutacdes, mas também eleva a peroxidacdo lipidica, a qual pode aumentar novamente a
proliferacio celular. (b) Os componentes do tecido (células epiteliais, celulas estromais, coligeno
e gordura) que siao responsaveis pela variacdo na DM sao ligados um ao outro. Fibroblastos do
estroma produzem colageno. Células estromais e epiteliais sdo influenciadas por fatores de
crescimento paracrinos e enddocrinos (mitogénicos). Danos genéticos em células do estroma ou
em células epiteliais causadas por agente mutagénicos podem iniciar a carcinogénese
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Boyd et al. 2010, em revisdo da literatura, concluiram que a DM ¢ fortemente
associada com aumento de risco de CM invasivo (OR= 3,58 1C95% 2,3-5,7),
carcinoma in situ (OR= 2,9 1C95% 1,4-5,9) e com lesdes proliferativas precursoras

de CM.

A DM declina com o aumento da idade, no entanto a incidéncia CM
aumenta. Isto parece paradoxal, porém pode ser explicado pelo modelo proposto
por Pike et al. 1983. De acordo com este modelo, o que ¢ relevante para o
aumento do CM ¢ o tempo em que o tecido mamario fica exposto a alta DM
durante a vida (Figura 3). As taxas de proliferacdo do tecido mamario sao mais
rdpidas no tempo da menarca, diminuem com a gravidez e perimenopausa € sao

mais lentas apds a menopausa.

Incidéncia do CM e tempo em que o tecido mamadrio esta exposto a alta DM de acordo com o modelo de Pike

fo
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FONTE: Martin e Boyd , 2008.

Figura 3. A esquerda mostra a idade especifica da incidéncia do CM. Adaptado de Pike et al. A
direita, o modelo de Pike onde se vé o tempo em que o tecido mamario esta exposto a DM. 'b'
representa o tempo de exposicio 2 maior proliferacido celular (e maior DM) terminando com a
primeira gravidez a termo
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2.4 Anatomia da glindula mamaria

A mama, glandula sudoripara modificada, ¢ composta de 15 a 20 lobos
ramificados. Cada lobo contém numerosos lobulos e pequenos ductos ramificados
que progressivamente se unem para constituir ductos maiores e, finalmente, um
unico subareolar principal. Em dire¢do oposta, esses ductos terminais finalizam-se
em pequenas dilatagdes, originando 10 a 100 alvéolos e a esse conjunto terminal da-
se a denominagdo de l6bulo mamario. Este segmento ducto-lobular terminal (UDLT)
representa a unidade funcional mamadria, do qual a maioria dos canceres se origina
(Baracat et al., 1998). Servindo de sustentagdo as estruturas epiteliais, encontra-se o
tecido conjuntivo, que ¢ altamente celular e vascularizado (Figura 4). A quantidade
de UDLT ¢ dependente da idade e influéncia hormonal. A mama madura sofre trocas
ciclicas durante o ciclo menstrual. Estrogénios aumentam a prolifera¢do celular e a
progesterona intensifica este efeito. H4 também aumento do volume mamario e
conteudo de dgua durante a fase luteal do ciclo. Aguda deprivagdo do estrogénio e
progesterona causam aceleragdo da morte celular, ou apoptose, havendo, portanto,

diminui¢do da DM durante a menstruagdo (Harvey e Bovbjerg, 2004).
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FONTE: Modificado de Moore et al. 2011.

Figura 4. Anatomia da glindula mamaria
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Durante o periodo da perimenopausa, o ciclo menstrual encurta, com nivel de
estradiol maior do que nos anos anteriores, enquanto que as taxas de progesterona
continuam similares. Cistos mamarios s3o mais comuns entre a idade de 40 a 49 anos
possivelmente devido ao encurtamento da fase folicular e elevado nivel de

estrogénios, durante esse tempo (Stomper et al., 1996).

Com a redugdo do nivel de estrogénio e progesterona apds a menopausa, o
ciclo de proliferagdo celular torna-se quiescente. O tecido lobular regride enquanto a
por¢do mais proximal do sistema ductal permanece. Essa involu¢do ndo ¢ uniforme,

podendo produzir assimetrias mamograficas e ultrassonograficas.

2.5 Densidade mamografica

A DM ¢ resultado da porcentagem de tecido fibroglandular que compde a
mama, a qual é formada por quantidade variavel de tecido adiposo, conjuntivo e
epitelial (Tabela 2 e Figura 5). Dependendo da composi¢do histolégica da mama,
observam-se duas DM: densidade de gordura, que reflete a quantidade de tecido
adiposo e densidade de agua, que reflete o conteudo de tecido conjuntivo e epitelial
da mesma. A densidade de gordura ¢ evidenciada a mamografia pela
hipertransparéncia (escuro) e radiolucéncia, enquanto a densidade de agua ¢

evidenciada pela hipotransparéncia (Boyd et al., 2010).

Tabela 2. Padroes mamograficos segundo BI-RADS®

Padrdes mamograficos

Padrdao 1: mamas predominantemente adiposas, com menos de 25% de tecido fibroglandular
(radiotransparente devido a alta proporg¢do de gordura).

Padrdo 2: mamas parcialmente lipossubstituidas, com 25 a 50% de tecido fibroglandular.

Padrdo 3: mamas heterogeneamente densas (densidade fibroglandular de aspecto nodular
ocupando de 50 a 75% do volume mamario).

Padrdo 4: mamas extremamente densas, com parénquima homogéneo ocupando mais de 75% do
volume mamario.
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FONTE: Ramos et al. 2006.

Figura 5. Representaciio dos quatro padrdes de densidade mamografica segundo a classificacio

do BI-RADS®

A formac¢do da imagem radioldgica da mama resulta da superposi¢do destes
tecidos, visualizados a mamografia pelas diferentes densidades. Quanto maior a
quantidade de gordura da mama, menor sera a DM, ao passo que a maior propor¢ao
de tecido conjuntivo e epitelial aumenta a densidade radiologica da mama. A imagem

radiologica que se forma € conhecida como padrdao mamogrdfico (Tabela 2).

Em 2003, o American College of Radiology (ACR), por meio do léxico
BIRADS® (Breast Imaging Reporting and Data System), atualizou e classificou os

padrdes mamograficos.
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Estudos em gémeos demonstraram que a hereditariedade resulta em 60% da

DM (Ursin et al., 2009; Boyd et al., 2010).

Existem grandes variagdes nas mamas em uma mesma mulher, de acordo
com fatores que possam modificar a propor¢ao dos seus elementos, tais como: idade,
paridade, tipo fisico e estado hormonal. Em jovens, habitualmente, as mamas tém
consisténcia firme e sdo de forma coOnica, sdo geralmente densas e sofrem,
progressivamente, involugdo com o decorrer da idade, aumentando o tecido adiposo
e diminuindo o tecido epitelial, estromal e lobular. Essa involu¢do mamaria, no
entanto, ndo ¢ padrdo em todas as mulheres. Algumas ainda mantém padrdo
mamografico denso, com predominio de tecido fibroglandular. Stomper et al, 1996,
encontraram 36% de mamas densas em mulheres com idade entre 55 a 59 anos e

30%, em mulheres entre 75 a 79 anos.

2.6 Genética e cancer de mama

As neoplasias malignas surgem em decorréncia de alteracdes no codigo
genético, as quais conferem vantagens de crescimento as células alteradas
conduzindo-as a formagdo de tumores e, posteriormente, a metastatizacao; resultado
do acimulo progressivo de modificagdes no DNA, como observado na figura 6 (Wu

e Shen, 2011).

As primeiras evidéncias de que o cancer ¢ uma doenga genética vieram de
exames microscopicos de células tumorais, nos quais foi verificada a presenca de
uma série de alteragdes na estrutura dos cromossomos. No entanto, somente nas
ultimas décadas, com o avanco das técnicas de manipulacdo do DNA e detec¢do de
mutagdes, os genes afetados por esses rearranjos cromossomicos puderam ser
identificados. Nesse sentido, o estudo das bases moleculares da formagdo e
progressao dos tumores gerou o conceito de que o cancer ¢ uma doenca genética
causada pelo acumulo progressivo de mutagdes somaticas em genes que codificam

proteinas envolvidas na regulagdo da proliferacdo celular (Wu e Shen 2011).
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Figura 6. Mecanismos envolvidos no controle da divisio celular

Os mecanismos moleculares envolvidos nas neoplasias malignas da mama
sdo complexos e compreendem alteragdes em proto-oncogenes € genes supressores
de tumor. Enquanto os proto-oncogenes regulam positivamente o ciclo celular, os
genes supressores de tumor desempenham o papel regulatério negativo na
proliferacao das células. Mutagdes nesses genes podem ter efeito recessivo ao nivel
celular, com perda de funcdo, ou efeito dominante-negativo, no qual a proteina

mutante inativa a proteina normal (Bishop, 1991).

As mutacdes podem ocorrer tanto em células de linhagem germinativa (cancer

hereditario), quanto em células somaticas (cancer esporadico). Noventa por cento dos
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CM sao esporadicos, sem nenhum carater familiar. Portanto, apesar de o cancer ser

considerado uma doenga genética, ele ndo ¢ necessariamente uma doencga hereditaria.

A analise de familias com varios casos de CM e cancer de ovario levou a
identificacdo de genes de alto risco que inclui BRCA1, BRCA2, TP53 e PTEN.
Individuos que apresentam mutagdes nesses genes de linhagem germinativa possuem
risco elevado de desenvolver o cancer em idade precoce (antes da menopausa) e sao,
geralmente, receptor estrogénico negativo. A suscetibilidade desses genes na

populagdo em geral ¢ rara (Pharoah et al., 2008).

No entanto, a maioria dos casos de CM ndo ¢ explicada por alteracdes em
genes de alta penetrancia, mas sim, por alteragdes mais prevalentes, embora de baixa
penetrancia, sendo também chamados de genes de suscetibilidade, com participagdo
isolada pequena, mas que interagem entre si e também com fatores ambientais
(Garcia-Closas e Chanock, 2008).

O genoma humano consiste em aproximadamente de 100 a 150 mil genes.
Mutagdes patogénicas associadas a doencas mendelianas conhecidas foram
identificadas em aproximadamente 1000 genes e cerca de 2 a 3 milhdes de

polimorfismos modificadores de fendtipo ja foram descritos (Wild, 2008).

Mutagdes génicas podem ser de trés tipos: substituicoes — envolvem a troca
de um unico nucleotideo; delecoes — um ou mais nucleotideos sao eliminados;

inser¢oes —um ou mais nucleotideos sdo adicionados (Kwok e Gu, 1999).

O genoma dos individuos ¢ idéntico em 99%, com apenas 1% do genoma
apresentando polimorfismos (variagdes). Quando uma variante genética alcanca
frequéncia superior a 1% em uma populagdo, passamos a denomind-las de

polimorfismos (Schor et al., 2004).

Existem diversos tipos de polimorfismos. Dois tipos, que sdo bastante
comuns, serao analisados: os SNPs (single nucleotide polymorphism) e os STRs

(short tanden repeats — ou microssatélites).

Os SNPs sdo a classe mais frequente de polimorfismos, que surgem a partir
de mudancas em nucleotideos Unicos em uma determinada sequéncia de DNA
(Garcia-Closas e Chanock, 2008). Os SNPs estdo distribuidos uniformemente por
todo o genoma, caracteristica que os tornam excelentes marcadores e que geram

mapas genéticos densos (Nussbaum et al., 2007).
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Os STRs (short tandem repeats) - ou microssatélites, apresentam repeticoes
com unidade bdsica de 2-6pb e o polimorfismo estd baseado no nimero de
repeticoes. O niimero de repetigdes em um loci varia de maneira polimorfica entre os
individuos e, devido ao fato de essas sequéncias estarem inseridas de forma estavel,
pode servir como marcadores polimorficos no rastreamento de linhagens paternas,

sendo n o numero de repeti¢des presentes, que varia de 10 a 60 (Schuit et al., 2004).

Publicagdes envolvendo polimorfismos tém aumentado nesses ultimos vinte
anos. O interesse no estudo de polimorfismos reside no fato de que as variagdes nas
sequéncias gendmicas estdo por tras da suscetibilidade para desenvolver, ou a

capacidade de evitar doengas como o CM.

Polimorfismos em diversos genes de baixa penetrancia tém sido associados a
maior ou menor suscetibilidade ao CM e eles tornam-se particularmente importantes
quando sdo muito prevalentes em determinada populagdo (Garcia-Closas e Chanock,
2008). Esses genes sdo divididos em trés grandes grupos: os que codificam enzimas
importantes no metabolismo de hormoénios esterdides (COMT, CYP17, CYP19,
CYP2D6, RE e RP), os relacionados a expressdo de enzimas que participam no
processo de carcinogénese (CYP1A1, GSTMI1, GSTTI1, GSTPI, NAT1 e NAT2), e
os genes com alelos comuns, que tém sido identificados através de estudos com
familias (P53, BRCA1/2) (Dunning et al., 1999).

Entre os genes de suscetibilidade para o CM estdo os genes dos receptores
estrogénicos (RE). Polimorfismos nesse gene tém sido relacionados com o risco para
0 CM desde muito cedo (Zuppan et al., 1991).

2.7 Polimorfismos do gene do receptor estrogénico e densidade

mamografica

Os esteroides sexuais, principais reguladores da cinética do l6bulo mamario,
sdo lipossoluveis, penetram passivamente no citoplasma e interagem com seus
receptores. Estrogénios influenciam no crescimento, diferenciacdo e funcionamento

de muitos tecidos-alvos, incluindo mama, ttero e ovarios (Jensen e Jordan, 2003).
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Efeitos biologicos dos estrogénios sao mediados através da afinidade de ligagao com
seu receptor. Os RE sdo membros da superfamilia de receptores nucleares que
controlam a transcri¢do génica. As duas principais isoformas do RE sdo as ae e

apresentam distribui¢do e padrdoes de expressdo genética distintos em diferentes

tecidos (Figura 7).
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Figura 7. Receptores nucleares em acdo. Modo de a¢do dos receptores nucleares (RN): apés
difundir-se pela membrana citoplasmatica, o ligante pode interagir com receptores cognatos e
exercer um efeito nio gendmico por interagir diretamente, como por exemplo, com quinases (a).
A razdo de localizacdo entre citoplasma e nicleo pode variar entre diferentes receptores e é
afetada pela natureza do ligante. A ligacio do ligante no receptor modula uma grande
quantidade de fatores. Na auséncia do ligante, varios RN sio levados a se ligar com regides
regulatérias de genes-alvos com um complexo co-repressor ou com histonas desacetilases
(HDAC) (b). Histona desacetilase é responsavel pela condensacio da cromatina que causa o
efeito silenciador do gene. A ligacdo do ligante dissocia o complexo HDAC (c) e resulta no
recrutamento de histonas acetiltransferase (HAT) e de complexos de remodelacdo de cromatina
(CRM) (d). A ordem temporal e o requerimento desses complexos podem ocorrer em um
receptor, um gene-alvo ou em uma célula-especifica. No ultimo degrau (e), a holoenzima
poliferase II, que inclui a enzima pol II, TAF (TATA fator de ligacdo associada a proteina), e
complexos mediadores. Esse recrutamento aumenta a frequéncia da inicializacdo da transcri¢io.
Abreviaturas: AD-dominio de ativacio; AF1-funcdo de ativacdo 1; NLS-sinal de localizacao
nuclear
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Tanto a proteina do REa quanto a do REPB agem como fatores de transcrigao,
induzindo e ligando, contendo um dominio de ligagdo com o DNA, um dominio de
dimerizacdo, um dominio de ligagdo ao hormonio e diversos dominios de ativacdo da

transcri¢dao (Osborne e Schiff, 2005).

A expressao do REa tem sido amplamente estudada em tumores de mama por
ser importante mediador da resposta humoral e por estar envolvido em inumeras
acoes dos estrogénios em células alvo, ao induzir, de modo direto, genes associados
com o controle da proliferacdo e apoptose celular, como ciclina D1, TGFa, IGF1 e
como receptores de progesterona (Harvey et al., 1999). O gene do REa localiza-se no
cromossomo 6 (6q25.1), compde-se de 8 éxons e abrange mais de 140 kb (Greene et

al., 1986).

Para o presente estudo foram escolhidos os polimorfismos no gene do REa:
SNPs REa-351 Xbal A/G e REa-397 Pvull C/T, e o STRs REa(GT)n por estarem,
em varios estudos, associados a aumento da DM e aumento do risco para o CM

(Boyapati et al., 2005; Shin et al., 2003) (Figura 8).
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Figura 8. Estrutura dos dominios funcionais e descri¢io dos polimorfismos do gene receptor de

estrogénio humano. Exons (E) sio indicados com caixas. TAF, (Fator de Ativacio Transcricional)
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2.8 Polimorfismo SNPs Pvull e Xbal

Mapas genéticos tém revelado a existéncia de varios sitios polimorficos no
gene do REa, sendo os mais estudados o Pvull (REa-T397C) e o Xbal (REo-
A351G). Estes polimorfismos sdo analisados pela técnica de Polimorfismo de
Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLP) e sequenciamento. O RFLP Pvull
detecta a substitui¢ao de citocina por timina (C/T) na posi¢ao -397 antes do éxon 2
que ¢ referido como T-397int1C, enquanto o RFLP Xbal detecta a substituicdo de
guanina por adenina (G/A) na posigdo -351 antes do éxon 2 que ¢ referido como A-
351int1G (Hall e MacDonnell, 1999). Na literatura, o alelo C do REa-397 Pvull ¢
denominado de P ¢ o alelo G do REa-351 Xbal de X, ambos em absten¢do de sitios
de restricdo. O alelo T de ERa-397 Pvull ¢ denominado de p e o alelo A de REa-351
Xbal de x, ambos apresentando sitios de restricdo (Genari et al., 2004) (Tabela 3).

Tabela 3. Genes de suscetibilidade ao CM e frequéncias alélicas dos polimorfismos

selecionados para analises moleculares em mulheres sem CM

Gene Localizacao Denominacio Polimorfismo Freq. Alélica Referéncias
Cromossomica do gene Alelos Média (min-max)
ER 6q25.1 Receptor de ERa-351 Xbal G/A
estrogénio a)Shin et al. 2003;

a)0.70; b) 0.56; c)

Alelo A b)Van Duijinhoven et al.
0.77; d) 0.59 2006;
c¢)jakimiuk et al. 2007;
) ) d)Molvarec et al. 2007
Alelo G 2)0.30; b) 0.44; ¢)

0.33; d) 0.42

ERa-397 Pvull C/T

a)0.56; b) 0.61; c) a)Shin et al. 2003;

0.51; d) 0.64 b)Shen et al. 2006;
¢)Molvarec et al. 2007,

2)0.44;b) 0.39;¢c)  d)Hu et al. 2007

Alelo C 0.49; d) 0.36

Alelo T
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Hé duas copias em cada genoma, portanto existem trés possibilidades de
combinacao entre os alelos: dois de baixo risco; um de baixo risco e outro, de alto
risco; e, dois, de alto risco. O risco conferido para cada um destes alelos parece ser
alelo dose-locos dependente (Easton et al., 2007). Em diferentes estudos, estes
polimorfismos t€ém sido associados com vdrias condi¢des patologicas, tais como:
CM, cancer de prostata, osteoporose, endometriose € doengas cardiovasculares
(Massart et al., 2001; Brandi et al., 1999; Tanaka et al., 2003). No entanto, os
resultados ainda s3o conflitantes e o mecanismo molecular pelos quais esses
polimorfismos influenciam a atividade dos receptores ndo sdo claros (Genari et al.,
2004). Pvull e Xbal estao localizados no intron 1, area do gene aparentemente nao
funcional. Ha forte ligagdo de desequilibrio entre esses dois polimorfismos, pois sdo
separados por apenas 50 pares de bases. Allelos P e X (auséncia de sitios de
restri¢ao), tanto quanto alelos p e x (presenga de sitios de restricao) sao fortemente
associados um com o outro, apesar de haplotipos pX nao ter sido observado na
maioria dos estudos. O haplotipo Px foi detectado, embora em baixa frequéncia, o

que indica que o desequilibrio ndo ¢ completo.

A partir do estudo de Zuppan et al., 1991, que relacionou polimorfismos do
gene do RE e CM de ocorréncia apds os 50 anos de idade em 11 familias com varios
casos de CM, houve interesse por novas pesquisas. Assim, Andersen et al.,1994,
sabendo que polimorfismos em genes do RE poderiam representar biomarcadores
para suscetibilidade ao CM, pesquisaram a associagdo entre eles e encontraram, na
populagdo com CM, a presenca do gendtipo Xbal que foi associada com doenga
tardia (P= 0,033). Cai et al., 2003", também contribuiram para os esclarecimentos
acerca dos polimorfismos. Resultados desse estudo, que examinou a associacao entre
Pvull e Xbal e o risco de CM, contaram com a participacao de 1459 mulheres com o
agravo ¢ 1556 controles. Apds andlises comparativas, verificaram que o
polimorfismo Pvull-TT e Xbal-AA estava associado ao cancer, com OR de 1.4 ¢ 1.3,
respectivamente. Da mesma forma, Shin et al., 2003, mostraram associa¢ao positiva
entre o alelo A do REa-351 com maior risco de CM em publicagdo, no qual OR para

mulheres com o genotipo AA foi de 2.38 comparado aquelas com genétipo GG do
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REa-351, havendo efeito protetor em portadoras de pelo menos uma copia do alelo G
(OR=0.4). Nesse mesmo estudo, quando os dados foram estratificados por fatores de
risco conhecidos, nuliparidade ou primeira gravidez acima dos 30 anos de idade, o
genotipo AA aumentou 4 vezes o risco (OR: 4,0) comparado com mulheres contendo
o alelo G e a primeira gravidez antes dos 29 anos de idade. Wedrén et al., 2004,
avaliaram polimorfismo do REa no intron 1 (Pvull € Xbal) e no éxon 4 (C975—G) e
CM, e obtiveram resultados positivo somente na unido desses polimorfismos em
mulheres obesas com cancer ductal. Haplétipos Xbal e C975—G (OR=1,48),
apresentaram coincidéncia com o resultado correspondente ao haplotipo Pvull e

C975—G (OR=1,59).

Estudando a influéncia do REa e terapia hormonal (TH), na DM (fator de
risco independente para CM), van Duijnhoven et al., 2006, relataram a associagao
entre o aumento da DM e a presenga do gendtipo REa-397 (OR: 2.24), em mulheres
usudrias de TH. Nesse mesmo sentido, Ramos et al.,, 2009, investigando a
distribuicao genotipica do polimorfismo Xba/ em mulheres com mamas densas,
verificaram que mulheres com dois alelos mutados (homozigoto mutado)
apresentavam 2.5 vezes mais chances de terem mamas densas, quando comparadas
aquelas com um ou dois alelos normais para esse polimorfismo (OR = 2.34).
Crandall et al., 2009, também associaram DM positivamente a polimorfismos no
gene REa. Gonzéalez-Mancha et al, 2008, analisaram a presenca da variante Pvull em
444 mulheres com cancer de mama e 704 controles, encontrando na genotipagem
significante representacdo do alelo T entre os casos com antecedentes familiares de
cancer, em comparacdo com os controles. Desta maneira a atribui¢do do
polimorfismo Pvull foi estatisticamente significante entre casos de cancer familiar
(OR=3.81). Por outro lado, Dunning et al., 2009, em revisdo sistematica de estudos
caso/ controle notaram que nao houve associacdo significativa entre SNPs Xbal e
Pvull e CM ( p=0.06 ¢ p=0.36 respectivamente), porém ressaltaram que a relacio
entre os SNPs de tais genes e risco de CM poderia ser diferente entre mulheres
estratificadas com base em seus niveis estrogénicos e idade, o que ndo foi

considerado pelos autores.
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Shen et al. 2006, demonstraram que pode existir combinag¢do funcional
dos alelos. Com o objetivo de avaliar se a suscetibilidade dos gendtipos REa
Xbal, REa Pvull, CYP1A1 Mspl tinham efeitos somatdrios para o risco de cancer
de mama, os autores estudaram conjuntamente esses trés haplotipos. Seus
resultados mostraram que a combinagdo das variantes alélicas dos trés ldcus
aumentou o risco de CM ainda mais (OR=8.07). Ladd et al. 2007, analisaram
3893 mulheres apds a menopausa, registrando aumento ndo significativo de CM
apenas para Pvull (OR=1.2), e justificaram este resultado pelo pequeno ntimero
de casos (190), o que conferiu poder baixo a pesquisa. Os autores avaliaram seus
dados com aqueles da literatura, através de meta-analise, ¢ ndo encontraram
diferengas estatisticas entre os gendtipos mutados e selvagens para ambos

polimorfismos.

Dumas e Diorio, 2010, também nado encontraram diferencas significativas
entre mulheres na pré menopausa com polimorfismos do REa (Pvull e Xbal) e
DM (P> 0.05). Porém, em revisdo sistematica, as mesmas autoras no ano de
2011, avaliaram estas variantes alélicas e DM, e observaram que, quando as
mulheres eram estratificadas para alto nivel de estrogénio, apresentavam
associac¢do positiva. Esta observacdo pode, de fato, apontar que exista diferenca
de fatores que influenciam a DM em mulheres na pré e apds a menopausa. Javed
et al., em estudo caso controle em 2011, combinaram os efeitos da idade da
menopausa, polimorfismos Xbal e Pvull e a ocorréncia de cancer de mama na
populagdo paquistanesa e concluiram que o genotipo Xbal foi 45% maior nos

casos de CM.

Genes de suscetibilidade ao CM e frequéncias alélicas dos polimorfismos
selecionados para andlises moleculares em mulheres com e sem CM estdo

enumeradas nas tabelas 4 e 5.
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Tabela 4. Estudos de associacdo do polimorfismo do gene do RE@-397 Pvull C/T com

cancer de mama e/ou com fatores de risco para a doenga

Gendtipo Alelo  Populacio Tipo e tamanho Associagdo OR/RR Referéncias
do estudo
REo- TT Americana Somente Casos  Diagnostico em Yaich et al. 1992
Pvull pré e pos /Caso controle mulheres mais jovens
397 T/C menopausa  257/140
TT Shangai, Caso/controle 1 risco para cancer de OR: 1.4 Cai et al. 2003*
chinesa 1069/1166 mama 1C 95%: 1.1-1.8
p= 10,042
TT Holandesa, Caso/controle 1 risco para cancer de RR: 1.5 Onland-Moret et
CAUCASIANA - 380/422 fmama 1C 95%: 0.94-2.42 9+ 2005
TT Chinesa Caso/controle trisco de cancer de OR: 3.04 Shen et al. 2006
25a55 259/278 mama em mulheres IC 95%: 0.73-12.67
com historia familiar
anos ..
positiva
TT Espanhola  Caso/controle 1 derisco de cancer de  OR: 3.81 Gonzalez-Mancha
26286 444/704 mama em mulheres 1C95%: 1.25- 11,6 Ctal-2008
com historia familiar
anos ..
positiva
TT Holandesa Caso/controle 1 derisco de cancerde  OR: 1.4 Ladd et al.2007
55anosou  190/3513 mama em mulheres IC 95%: 0.8-2.2
. apds a menopausa
mais
TT Americanas Cohort TMaior densidade 7,0%; Crandall et AL
, peri longitudinal mamografica em ~0.01 2009
menopausa 451 mulheres brancas p=0,
42a52
anos
TT/ Holandesa Populacional 1 Maior densidade 2.24% van Duijnhoven et
TC e inglesa, Cohort mamografica somente al. 2006
; - - p<0.01
apos prospectivo em usuarias de TRH
menopausa  Caso/controle
(795 com
TH/781 sem
TH)
TC Holandesa Caso/controle3 1 risco para cancer de OR: 1.14 Onland-Moret et
80/422 mama 1C 95%: 1.00-1.32 al. 2005
TC Chinesa Caso/controle 1 risco para cancer de OR: 2.46 Shen et al. 2006
25-55anos  259/278 mama (com historia 1 50 619 g8
familiar)
cC Shangai, Populacional Expressdo RE OR:3.30 Boyapatti et al.
22-64 anos prosp Prog P
cancer de mama
1459 casos
cC Holandesa Populacional Densidade 0.90% van Duijnhoven et
e inglesa, Cohort mamografica sem — 047 al. 2006
apos prospectivo alteragdes em usudria p=5.
menopausa  caso/controle de TH

(795/781)
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Tabela 5. Estudos de associacio do polimorfismo do gene do REa-351 Xbal A/G com

cancer de mama e/ou com fatores de risco a doenca

Genétipo  Alelo Populacio Tipo e Associacio OR/RR Referéncias
tamanho do
estudo
REaw351 AA Norueguesa 27 a Caso/controle 1 risco para cancer de ~ OR: 2.02 Andersen ef al.
Xbal 94 anos 360/672 mama apos IC 95%: 0.96-431 1994
A/G menopausa
AA Koreana Caso/controle 1 risco para cancer de ~ OR: 2.38 Shin et al. 2003
205/205 mama IC 95%: 1.58-3.58
AA Koreana Caso/controle 1 risco para cancer de ~ RR: 4.0 Shin et al. 2003
205/205 mama em nuliparas IC 95%: 1.9-8.8
AA Holandesa e Cobhort, 1 densidade 2,20% van Duijnhoven
inglesa, prospectivo mamagrafica em p<0,01 et al. 2006
apds menpausa 791 com TH/  usuérias de TH
781 sem TH
AA Chinesa 1 risco para cancer de  OR: 6.88 Hu et al. 2007
mama 1C 95%: 0.80-
59.15 p=0.079
AA Chinesa Caso/controle 1 risco para cancer de  OR: 4.20 Shen et al. 2006
25-55 anos mama; com historia IC 95%: 0.65-
familiar positiva 27.28
AA Holandesa, Caso/controle 1 risco para cancerde  OR: 1.3 Ladd et al. 2007
55 anos ou mais 190/3513 mama em mulheres IC 95%: 0.7-2.2
apds menopausa
AA Brasileira Prospectivo 1 maior densidade OR:2.34 Ramos et al.
apds menopausa 120 mamaria 1C95%:1.06-5.16 2009
p=0.03
Canadense  pré Populacional Naio significante p>0.05 Dumas and
menopausa observacional  associagdo com a Diorio. 2010
Idade média =48 741 densidade
anos mamografica
Inglesa Revisdo Diferenga ndo P=0,06 Dunning et al.
sistematica de  significativa 2009
estudos caso
controle
AA  Paquistanesas, 15-  Caso/controle 1 de risco de cancer AA 45% Javed et al.
65 anos 100/100 de mama apos a maior que GG 2011
menopausa p<0,01
Haplotipo Suecas, apos a Caso/controle 1 de risco de Cancer OR=1,48 Wedren et al.
CC Xbal- menopausa 1556/1512 de mama em IC 95%: 1,17-1,88 2004
C975—-G mulheres apos a
menopausa e obesas
AG  Norueguesa Caso/controle 1 risco para cancer de ~ OR: 2.00 Andersen ef al.
27 — 94 anos 360/672 mama IC 95%: 0.92-4.37 1994
GG  Americana, Caso/controle | risco para cancerde  OR 0.82 Wang et al.
caucasiana maior  393/790 mama IC 95%: 0.68-1.00 2007
que 65 anos P=004
GG  Holandesae Cohort Densidade 0,65% van Duijnhoven
inglesa, apos prospectivo mamografica sem p=0.70 et al. 2006
menopausa 795 comTH alteragdes em usudria
781 sem TH de TRH
A Chinesa Caso/controle Trisco para cancer de  OR: 1.4 Hu et al. 2007
114/121 mama 1C 95%: 1.0-1.9
G Koreana Caso/controle | risco para cancerde  RR: 0.3 Shin et al. 2003
205/205 mama em mulheres 1C 95%: 0.1-0.5

pbés-menopausicas
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2.9 Microssatélite (GT)n

Curvaturas de DNA tém sido detectadas em muitos genes de eucariontes
(Schatz e Langowski, 1997; Miyano et al., 2001), e tem sido sugerido que essas
regides organizem a infraestrutura da cromatina, local apropriado para a
transcri¢do. Essas curvaturas foram denominadas de regides promotoras do gene,
descritas primeiramente por Keaveney et al., em 1991. O objetivo e funcdo das
regioes promotoras do gene do REa sdo questionados desde a sua descoberta.
Provavelmente uma das mais Obvias implicagdes ¢ o potencial para funcionarem
como reguladores tecido especificos, para regularem, portanto, a expressdo do

RNAm em diferentes tecidos de forma diferente (Kos et al., 2001).

A regido promotora C, localizada anterior ao gene do REa, no Exon 1,
expressa-se diferentemente no tecido mamadrio normal e com carcinoma (Weigel et
al., 1995). Recentemente, o polimorfismo de repeticdo dinucleotideo (G7)n foi
notado nessa regido, sendo este o segundo polimorfismo de repeti¢ao detectado no
gene do REa, seguindo a identificacdo da variavel de repeticao (TA)n, localizada no
intron 5 (Del Senno et al., 1992). Estes apresentam repeti¢des com unidade basica de
2pb e o polimorfismo basea-se no nimero de repeticdes. O microssatélite GT estd a
6627bp anterior a regido de inicio do sitio de transcricdo do éxon 1 e a 144 kb antes
do primeiro nao traduzido éxon E2 (Sand et al., 2002). Estes polimorfismos podem
ter impacto sobre a expressdo génica por influenciar a transcri¢do e/ou estabilidade

do RNAm (Ding et al., 2010).

Dezesseis alelos de repeti¢ao foram observados, variando de (GT),; a (GT),7.
Entre eles, o alelo (GT)i¢ estd presente em 41.5% dos casos de CM e 37% dos
controles (Cai et al. 2003)®. Com relagdo a esse tipo de STRs, os cinco alelos mais
comuns foram: (GT)15, (GT)16, (GT)17, (GT)18 e (GT)23; e dentre esses alelos, o
(GT)23 aumentou o risco de morte (Boyapati et al., 2005). Porém, esses resultados
ndo sdo unanimes, pois outros estudos mostraram que pacientes com esse gendtipo
foram associadas & diminui¢do de risco e a reducdo da expressdo de receptor de

progesterona (Curran et al., 2001).
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Cai et al., em 2003B, estudaram 1459 mulheres com CM, compararam os

resultados com 1556 controles e encontraram forte associagcdo entre o polimorfismo

(GT)16 a 17 com o cancer de mama (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncia do alelo polimorfico (GT)n do REa em casos de cincer de mama

e em controles sadios

Controles
Alelo (GT)n
repeticoes
No. de alelos % No. de alelos % Pa

(GD11 11 1 0.05 0 0 0.488
(GN)13 13 3 0.16 4 0.20 4.000
(GN)14 14 1 0.05 1 0.05 1.000
(GD15 15 230 12.14 229 11.53 0.585
(GD)16 16 786 41.50 748 37.66 0.015
(GD17 17 106 5.60 147 7.40 0.023
(GD)18 18 259 13.67 313 15.76 0.070
(GD19 19 31 1.64 26 1.31 0.425
(GT)20 20 12 0.63 11 0.55 0.836
(GT)21 21 87 4.59 99 4.98 0.599
(GT)22 22 82 433 82 4.13 0.811
(GT)23 23 204 10.77 237 11.93 0.266
(GT)24 24 38 2.01 40 2.01 1.000
(GT)25 25 45 2.38 44 222 0.749
(GT)26 26 3 0.16 4 0.20 1.000
(GT)27 27 6 0.32 1 0.05 0.064
N° total de alelos 1894 1986 100.00

X?=19.16, df =15, p =0.207
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2.10 Receptor estrogénico

O RE ¢ uma proteina nuclear, que apresenta dois tipos: a e 3, compostos por
595 e 485 aminoécidos, respectivamente (Figuras 9 e 10). Os receptores apresentam

seis regides funcionais dominantes, com fungdes especificas (A-F) transcritas por

oito éxons (Schor et al., 2004).

Regiiio Ligacio do DNA (97%)

Area de Ligacio d A
Atividade Transcripcional (17%) H:i:ﬁiiol%;g;‘:) ° Agonista/Distingio
l Hinge (30%) Antagonista (18%)

! . |

251 l 355 S49 l S2S
nera IINABIN | ¢ D | E CE]

214 530
werg JNRENN c| D | E_ |F

Localizacio Nuclear da Ativacio

TAF1 AFZ
Transcripcional

Dimerizacio

Ligacio DNA

Area de Ligacdo do Co-ativador

Area de Ligacdo do Co-repressor =

FONTE: Klinge, 2000.

Figura 9. Estrutura do receptor

DB + ERE ER; + estradiod ERg + estrasdiol

FONTE: Kumar et al., 2011

Figura 10. (a)mostra receptor estrogénico ligado ao DNA (complexo com DNA - RE). (b)

mostra a estrutura dimensional do REa (a esquerda) e RE (a direita) ligado ao estradiol
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Para o REq, a regido A/B ¢ formada pelos aminoacidos de 1 a 180, relaciona-
se com NH2 terminal e modula a transcri¢cdo, sendo a parte mais imunoativa do

receptor.

A regido C, composta pelos aminoacidos 180-262, contém duas pontes de
zinco que medeiam a ligacao do receptor aos hormonios. Esta regido se liga ao DNA
e apresenta duas sub-regides CI e CII, compostas pelos aminoédcidos de 180 a 215 e

216 a 262, respectivamente; sdo responsaveis pela seletividade e especificidade.

A regido D, sendo constituida por aminoacidos de 263 a 302, esta envolvida

com a interacdo da proteina hsp90 e com a localizagdo nuclear do receptor.

A regido E ¢ composta de aminodcidos de 302 a 552, sendo responsavel pela
eficiéncia da ligacdo do receptor ao hormonio, pela dimerizagdo do receptor, pela

interagdo com a proteina hsp90 e pela ativagdo da transcrigao.

A regiao F apresenta COOH terminal e tem acao moduladora especifica.

O RE encontra-se em sua forma inativa no citosol, ligado a complexo inibidor,
as proteinas de choque hsp90 e hsp70. A fixacdo do ligante (hormdnio) com o
receptor no dominio carboxiterminal faz com que a proteina hsp90 se dissocie,
ativando o receptor pela exposi¢do do seu sitio de ligacdo ao DNA. O RE ativado
migra para dentro do nucleo, onde pode agir direta ou indiretamente provocando

acoes gendmicas (Greene, 1986).



OBJETIVOS

Verificar em mulheres com mamas densas apos a menopausa:

1) A distribuicao dos fatores de risco para o cancer de mama;

2) As frequéncias alélica e genotipica dos polimorfismos do gene do REa-

351 Xbal G/A, REa-397 Pvull T/C e a distribui¢ao dos haplotipos;

3) A genotipagem dos microssatélites (GT)n da regido promotora do gene

do REa;

4) A associacdo entre os resultados moleculares e os fatores de risco para o

cancer de mama.



4 METODOS

Foram incluidas prospectivamente 308 mulheres na pods menopausa,
selecionadas no Instituto de Radiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, no periodo de janeiro de 2010 a marco de
2011. Inicialmente, selecionou-se 3500 mamografias de mulheres com idade de 45 a
65 anos. Através da histéria clinica colhida nesse Instituto, para realizagdo do exame,
apenas 1200 preenchiam os critérios de inclusdo e exclusdo. As mamografias dessas
1200 mulheres foram, entao, avaliadas por um tnico examinador de forma subjetiva
e resultou em 384 mamas densas. Convocaram—se todas as mulheres com mamas
densas por telefone para que comparecessem no ambulatério de Ginecologia
Endécrina e Climatério desse Hospital para nova entrevista, exame fisico, coleta de
sangue periférico e assinatura de consentimento livre e esclarecido (Anexo A).
Destas, somente 317 compareceram, sendo todas as 317 mamografias avaliadas de
forma objetiva e 308 mamas densas foram identificadas por esse método. O
protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para Anélise de Projetos

de Pesquisa-CAPPesq (n° 0297/09), em anexo B.

4.1 Critérios de inclusao

Amenorreia por tempo > 1 ano.
Idade entre 45 a 65 anos.

Mamas densas na mamografia (BI-RADS®).
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4.2 Critérios de exclusao

Mulheres com cancer de mama ou ovario atual ou anterior.
Resultado na mamografia BI-RADS® 4 ou 5.

Uso de terapia hormonal nos ultimos 12 meses.

4.3 Entrevista e exame fisico

Na entrevista e exame fisico foram avaliados os seguintes fatores de risco
para cancer de mama: idade da menarca e menopausa, paridade, idade ao nascimento
do primeiro filho, antecedentes familiares de cancer de mama, habito de fumar,

ingestdo de bebida alcodlica e indice de Massa Corpérea (Anexo C).

O IMC foi calculado pela razdo peso(Kg)/altura(m?), desenvolvido por

Lambert Adolph Jacques Quetelet, matematico belga em 1869.
Apos essa caracterizacdo, as pacientes foram subdivididas em dois grupos:
Grupo 1 — mulheres de peso normal (IMC <25 kg/m?).

Grupo 2 — mulheres com sobrepeso/obesidade (IMC >25 kg/m?).

4.4 Exames subsidiarios de analise clinica

Glicemia, triglicérides, colesterol total e fragdes: HDL, LDL, VLDL;
insulina; IGF1; TSH; T4; T4 livre; T3; FSH; LH e estradiol.
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4.5 Classificacio das mamografias

A classificacdo das mamografias foi determinada segundo critérios do ACR

BI-RADS®2003 (Tabela 7).

Tabela 7. Classificacio das Mamografias segundo BI-RADS®

Categorias BI-Rads® (quarta edi¢io, 2003)

Categoria Interpretacao Risco de Conduta
cancer

Exame adicional (ultrassonografia,
magnificacdo ou compressio

0 Inconclusivo localizada)
1 Benigno 0,05%  Controle anual a partir dos 40 anos
2 Benigno 0,05%  Controle anual a partir dos 40 anos
3 Provavelmente benigno Até 2%  Repetir em seis meses (eventualmente
bidpsia)
4(A,B,0) Suspeito >20% Biopsia
5 Provavelmente maligno >T75% Biopsia
6 Lesdo ja biopsiada e 100%

diagnosticada como maligna,
mas ndo retirada ou tratada

FONTE: Breast Imaging Reporting and Data System: BI-RADS®. 4th ed. Copyright 1992, 1993,
1995, 1998, 2003 American College of Radiology.
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4.6 Determinacido da densidade mamografica

Todas as pacientes foram submetidas a mamografia bilateral. Realizou-se
triagem das pacientes com mamas densas de forma subjetiva, segundo os padrdes BI-

RADS® 2003, por um mesmo examinador (Professor Nestor de Barros), anexo D.

Apobs essa selecdo (triagem), as mamografias foram avaliadas de forma
objetiva: As imagens foram digitalizadas no Laboratério de Qualificacdo de Imagens
Médicas (QuallM) do Departamento de Imagens Médicas da Universidade Federal
de Sao Paulo-UNIFESP utilizando scanner especifico para mamografias da Lumisis,
modelo Lumicam 75, que gera imagens nao comprimidas em formato TIFF de 16
hits/pixel. As imagens foram armazenadas em HD externo e posteriormente

visualizadas no programa Imaging J.

Com esse programa empregava-se, inicialmente, a ferramenta magic hand
tool, selecionando toda a mama (com cuidado para excluir o musculo peitoral),
encontrando, assim, um valor numérico que correspondia a quantidade pixels da area

mamaria geral (Figura 11).

& N Castro 1 - OBETIF (25%) =B8] % W § Histogram of N B
14.00x18.94 inches (2048x2770), 16-bit (inverting LUT), 11MB

613 3498
Count: 1550910 Min: 613
Mean: 2237.880 Max: 3498
StdDev: 568.301 Mode: 2571 (15626)
Bins: 256 Bin Width: 11.270

4919

Figura 11. Selecdo da 4rea mamaria total pelo programa Imaging J

A seguir, selecionava-se com a mesma ferramenta a drea mamaria mais

densa, obtendo-se, dessa forma, a quantidade de pixels dessa regido (Figura 12).
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Figura 12. Selecio da area mamaria de predominancia fibroglandular, pelo programa Imaging J

Finalmente, para determinar um valor percentual de tecido fibroglandular,

estabelecia-se a relagdo entre os dois valores iniciais, conforme a seguinte relagao:
Densidade Mamograifica = Area densa (pixels) x 100 / Area total (pixels)

Os valores assim obtidos foram comparados com os valores subjetivos, para

posterior avaliacdo do grau de concordancia.

Apenas as mamografias com os valores percentuais de mais de 50% de tecido
fibroglandular foram consideradas mamas densas, usando como forma de referéncia
as densidades obtidas de forma objetiva, por ser um método exato e desprovido de

tendéncias.
Padroes de densidade mamografica segundo o sistema BI-RADS®

Padrdo 1: mamas predominantes adiposas, com menos de 25% de tecido

fibroglandular ( radiotransparente devido a alta propor¢ao de gordura)

Padrdo 2: mamas parcialmente lipossubstituidas, com 25 a 50% de tecido

fibroglandular.
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Padrao 3: mamas heterogeneamente densas ( densidade fibroglandular de aspecto

nodular ocupando de 50 a 75% do volume mamario).

Padrdo 4: mamas extremamente densas, com parénquima homogéneo ocupando

mais de 75% do volume mamario

4.7 Coleta de material biologico

Amostras de sangue periférico foram coletadas em frascos contendo EDTA.
A fracdo contendo os polimorfonucleares foi separada do soro e das hemaceas por
centrifugacdo (3.000 rpm por 20 minutos a 4° C) e conservada a -20°C, para

posterior extragao de DNA gendmico.

4.7.1 Extracdo do DNA de sangue periférico

A extracdo do DNA realizou-se segundo protocolo do kit DNA blood
(Qiagen). Ao concentrado celular (botdo leucocitario) adicionaram-se 20 ul de
protease (Qiagen) em tubo de 1,5 ml e 200ul de TAL. Agitou-se em vortex
(Scientific Industries) até que se obteve uma solucdo homogénea. Seguiu-se a essa
etapa incubagdo a 56°C por 10 minutos. Centrifugou-se brevemente a amostra e
adicionaram-se 200ul de etanol (96- 100%). Centrifugou-se a amostra brevemente.
Aplicou-se a amostra na coluna de 2 ml com nova centrifugagdo a 8000 rpm/ 1
minuto Tranferiu-se a coluna para novo tubo de coleta de 2 ml e adicionaram-se
500ul de TAWI1. Centrifugou-se novamente a 8000rpm/1 minuto. Foram colocadas
nessa amostra 500ul de TAW2 e centrifugou-se a velocidade méxima por 3 minutos.
Transferiu-se a coluna para novo tubo de 2 ml e centrifugou-se a velocidade maxima
por 1 minuto. A coluna foi transferida para novo tubo de 1,5 ml e adicionaram-se
200ul de H>O MilliQ, com nova incubagdo a T ambiente por 5 minutos para
aumentar o rendimento de DNA recuperado. Finalmente centrifugou-se a 8000 rpm/

1 minuto e armazenou a amostra a -20°C.
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4.7.2  Quantificacio do DNA

A quantificagdo do DNA gendémico obtido foi feita através de
espectrofotometria em aparelho NanoDrop (Thermoscientific) com comprimento de
onda de 280nm.

4.7.3 Reacido em cadeia de polimerase para o intron 1 do gene do REa

Foram utilizados de 20 - 200ng do DNA gendmico (Figura 13), em um volume
final de 50 pl de reagdo contendo 20 mM Tris-HCL (pH 8,4), 50mM KCL, 0,2 mM
DNTP, 0,1 mM de cada primer ( senso 5’-cgt cta ctc cta tgt ctg gt-3’ e anti senso 5’-cgt
gta gac tga agg gca t-3°), 1,5 mM de MgCI2 e 0,4 U de Taq platinum DNA Polymerase
(Invitrogen). A reacdo ocorreu em termociclador VERITI (Apllied Biosystems) com a
seguinte ciclagem: pré-aquecimento a 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos a 95°C

por 15 segundos, 50°C por 15 segundos e 72°C por 60 segundos.

Apo6s a amplificacao, os produtos de PCR foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 2% impregnado com brometo de etidio. O tamanho do esperado

para o amplicon foi 227pb.

EPC EAA WS SO MIL WA ATKS TN MBS AR RS 6 WA . 55 -SGRE) -BEMD -BAPS-MLS MCSL ANLA-BEPCHED IS A [3G ARP MRS RERPELLS

GSR CUP ML MGD MESA MAM APG LESA AST MES Al KEF BL  AAL MAP CPS

e

ATA BN BERA BSH 1A SA MORRGICASEA ITE SA M A SA BBA ITH AR SESL o AL S = T eliesinlny b [ A ITA 1RA BN BBA STE D BT BA B BT NS ES5 MO

.'--"'Qv—"'-v- -y - -u-'lll'-'—-'-'u- o ..nw.“—-... ot

Figura 13. Gel de agarose 1% impregnado com brometo de etidio apresentando o perfil do DNA

gendmico extraido a partir de amostras de sangue das pacientes com mamas densas
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4.7.4  PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Para andlise do polimorfismo presente no intron 1 do gene REa, os produtos
de PCR foram incubados em volume final de 20 ul a 37°C por 4 horas , contendo
3UN Pvull e 3UN Xbal (Life Technologies , Carlsbad , California, U.S ), 2ul do
“React 2 Buffer”, 0,2 uL de BSA (albumina sérica bovina) e 17,3ul do produto do
PCR (Figura 14), anexo E.

A enzima de retricdo Pvull reconhece o seguinte trecho da sequéncia da PCR

amplificado para este trecho do gene REa :
5°...CAG1CTG...3°/3’..GTC|GAC ...5".

J4 a enzima Xbal reconhece o trecho da sequéncia da PCR amplificado para

este trecho do gene REa:

5°..TTCTAGA...3°/3’...AGATC| T...5".

Figura 14. Gel agarose impregnado com brometo de etideo apresentando os fragmentos de PCR
referentes ao intron 1 do receptor de estrogénio alfa. A seta continua mostra a migracio em 1.3
Kb do fragmento integro (S); a seta menor a migracio em ~900pb e a seta pontilhada a
migracio em ~400 pb. O primeiro fragmento mostra REa, o segundo obtido com digestao por

Pvyull e o terceiro o fragmento obtido por digestao com Xbal.
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4.7.5 Determinacio dos microssatélites (GT)n

O polimorfismo de repetigdo (GT)n foi confirmado por sequenciamento
direto, utilizando o sequenciador de DNA automatico 4Bl PRISM 3700
(Life Technologies).

A figura 15 ilustra o primer da regido promotora contendo as repeti¢des de

dinucleotideo (GT)n do gene do REa, (Anexo E).
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UCSC In-Silice PCR

»chr6:1521220954152122232 138bp GTGTCTGCTCARATCTCCTCTG GTTAAGRAGGGCCTTTAC
LaaaCTGCTCAMATCTCCTCTGLCLLLLLLLaaaaaaaatcatLggota
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gLyttt gyttt GTARAGGCCCTTCTTALC

Primer Melting Temperatures

Forward: 58.1 C gtgtctgctcasatctcctotg
Reverse: 49.0 C gLtRagaagUuyCCcLtbac

The temperature calculations are done assuming 50 m salt and 50 nvf annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp commes from Primer3.

Figural5. Primer da regiao promotora contendo os tandem repeats GT do gene do REa

4.7.5.1 Reacao de sequenciamento

Conforme instru¢des do fabricante para o sequenciamento em ABI PRISM
3500 (Life Technologies), o mix da reagdo foi preparado de acordo com a andlise
quantitativa das bandas encontradas em gel de agarose. Foram realizadas duas
reacOes para cada fragmento analisado, uma para a fita senso e outra para a fita anti-
senso, a fim de cobrir toda a area de interesse e confirmar o resultado através da
compara¢do das duas fitas, que devem ser complementares por toda a extensdo do
fragmento em questdo. As amostras utilizadas apresentavam bandas com massa em

torno de 100 ng de DNA. Para o oligonucleotideo iniciador, a concentragdo final foi
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de 5 pmol/ul. O pre-mix, contendo os demais reagentes da reagdo, provém do kit Big
Dye Terminador Chemistry (Life Technologies). O volume final, nesse caso 10 pl, foi
completado com &4gua ultrapura (livre de RNAses ¢ DNAses). Dentre os dNTPs
utilizados, alguns sdo marcados com um agente fluor6foro e possuem uma hidroxila
a menos no carbono 3 da molécula, sendo, portanto, chamados de dideoxinucleotideos.
Isto faz com que a extensdo da fita seja interrompida quando estes sdo incorporados e
seja emitida uma fluorescéncia caracteristica, que vai ser capturada pelo aparelho
sequenciador. A reagdo foi levada ao termociclador e submetida a uma desnaturagdo
inicial de 96°C por 1 minuto e 35 ciclos de variacao de temperatura, permanecendo
por 15 segundos a 95°C para a desnaturagao das fitas do DNA, 5 segundos a 55°C
para o anelamento do oligonucleotideo iniciador, 4 minutos a 60°C para que a
enzima pudesse realizar a extensdo das fitas e, por tempo indeterminado, a 4°C,

interrompendo a reagao.

4.7.5.2 Precipitacio e purificacio do produto da reacdo de

sequenciamento com “Isopropanol”

Adicionou-se uma solugdo contendo 60 ulL de etanol absoluto e 5 ulL de
EDTA 125mM em cada pogo, vortexou-se por 30 segundos e em seguida a placa
ficou incubada em temperatura ambiente, protegida da luz, por 15 minutos. Fez,
entdo, uma centrifugagdo de 30 minutos a 2180 g em temperatura ambiente. (AC=6 /
BRAKE=0); desprezando o sobrenadante por inversdo (sem bater a placa). O passo
subsequente consistiu em centrifugar a parte superior da placa de baixo sobre a
sustentagdo de um papel por 1 minuto a 190 g; adicionaram-se 60 uL de etanol a
70%, vedando bem a placa e vortexou-se por aproximadamente 1 minuto.
Novamente centrifugou-se por 15 minutos a 1650 g em temperatura ambiente.
(AC=6 / BRAKE=0); desprezou-se o sobrenadante por inversdo (sem bater a placa) e
centrifugou-se a parte superior da placa para baixo sobre a sustentacdo de um papel
por 1 minuto a 190 g. O produto foi ressuspendido em 10 uL de formamida HI-DI
(presente no kit de sequenciamento), incubado por 4 minutos a 95°C e colocado
imediatamente no gelo. Apds este processo, as amostras estavam prontas para o

sequenciamento.
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As reagdes de sequenciamento foram feitas em placas de 96 pocos, uma vez
que a separacdo dos fragmentos gerados foi feita por eletroforese capilar no aparelho
ABI PRISM 3500 (Life Technologies), que capta o sinal fluorescente dos
dideoxinucleotideos e fornece o resultado na forma de picos de fluorescéncia. Para
verificar a qualidade das sequéncias obtidas apos a eletroforese, utilizou-se o

software BioEdit v7.1.3 (Ibis Biosciences) (Figura 16).

30 10 50 60 70 80 90 [ 1
55 AT GG GGATGGTICTTESG TTGATT ATGTGGTGTGTGTGT GTGTGTGT GTGTGTGT GT GTAGT GH GTMG T G TGT GAAGGAGG GN CH T T2

GT -

0 20 30 10 50 €0 70 &0 a0 100 iio 1zo
G GGG GEE G OCEG TCTACC TATACGE Gl CCCOR ACCAATA M- CALOGAAGA CAC CACACACACACA CACACACACACA CACACA NGICCCIITA LAR T GG TG TG G

CA-

Figura 16. Grafico representativo do sequenciamento génico da regiio promotora do receptor
estrogénico alfa de paciente com mama densa. No painel superior, é possivel observar a regiao
de repeticio (GT)n amplificada pelo iniciador senso. No painel inferior, a regido amplificada
pelo iniciador antissenso
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4.7.6 Controles internos do PCR

Para assegurar a integridade dos reagentes, todas as reacdes foram
processadas contendo um controle interno negativo — com a substitui¢do do volume

do DNA por H20 de “nuclease-free ’Promega.

Ja& para a presenca de DNA suficiente na reagdo, ¢ necessario fazer um
controle interno com a substituicdo do primer especifico pelo primer do gene da
beta-globulina (sense — 5S’CAA Ctt CAT CCA CGT TCA CC-3’- ¢ anti sense — 5’-
GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3’).

4.7.7  Equilibrio de Hardy-Weinberg

O principio de Hardy-Weinberg (H W) foi utilizado para verificar se as
frequéncias genotipicas dos polimorfismos Pvull e Xbal da nossa populagdo estavam
em equilibrio genético. Este ¢ um modelo matematico simples [(p+q)*=p*+2pq +q°]
utilizado para calcular as frequéncias genotipicas a partir das frequéncias alélicas.
Demonstra que as frequéncias genotipicas de uma populagdo se mantém constantes
quando ndo ha for¢a evolutiva atuando sobre a mesma. Para que o principio seja
demonstrado, a populagdo em questdo deve estar em equilibrio genético. Portanto, o
equilibrio de Hardy-Weinberg ¢ muito util para o estudo dos mecanismos evolutivos
de uma populacio (Nussbaum et al., 2007). Na equagdo p°+2pq+q’=1, p ¢ a
frequéncia do alelo dominante enquanto q ¢ a frequéncia do alelo recessivo. Deste
que p+q=1, portanto (p+q)*=1 resultando na equagio de equilibrio de H-W. Portanto,
p’ e q2 sdo as frequéncias esperadas para homozigoto dominante e homozigoto
recessivo, respectivamente, enquanto 2pq € a frequéncia esperada para heterozigotos
na populagdo. Diz-se que os polimorfismos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg

quando p>0,05.
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4.7.8 Distribuicao dos Haplétipos

A distribui¢do dos haplétipos foi feita para verificar se a populagdo em estudo
estd em desequilibrio de ligacdo, o qual foi determinado pelas medidas (2 e D’), o
que permitiu verificar o desequilibrio de ligagdo entre os SNPs Pvull ¢ Xbal.
Haploétipos referem-se a combinagdo de alelos de diferentes polimorfismos que estdo
em proximidade no mesmo cromossomo. Podem, portanto, ser transmitidos juntos.
Para que haja essa transmissdo, o polimorfismo tem que estar em desequilibrio de
ligacdo, o qual acontece quando o mesmo haploétipo ocorre mais frequentemente que
o esperado ao acaso, ou seja, esses marcadores encontram-se ligados, formando
blocos (Figura 17). O desequilibrio entre os SNPs pode ser avaliado por D’. Onde D’
varia de 0 (ndo desequilibrio) a 1 (total desequilibrio) (Pharoah et al., 2004).

Considerando um par de alelos no locus 1, 4 € a, e no locus 2, B e b, com as
respectivas frequéncias pA, pa, pB e pb, as probabilidades de encontrar os alelos
destes dois loci juntos, no mesmo cromossomo, sao: pAB, pAb, paB e pab. Se
estiverem em equilibrio de ligagdo, os alelos do locus 2 (B e b) sdo independentes
dos alelos do locus 1 (4 e a), ou seja, pAB = pApB. Uma medida direta de medir o
desequilibrio de ligagdo (D) ¢ por meio da diferenga entre as frequéncias alélicas
PAB e pApB, ouseja,ab (ABAB)D=n-nm.

Uma série de estatisticas tem sido usadas para medir o desequilibrio de
ligacdo, sendo que todas t€ém como componente basico a diferenca entre as
frequéncias alélicas observada e esperada (Dab). As duas estatisticas mais usadas

para mensurar o desequilibrio de ligagdo sdo 2 e D’ (Flint-Garcia et al., 2003).

A estatistica 2, também descrita na literatura como D2, ¢ a correlacdo ao
quadrado entre a presenca ¢ a auséncia de alelos em diferentes /oci (Hill e Robertson,
1968):

(Dap

I — ':..Dab?': - :a'-{ﬁ:
[D’] min{mam, Tg Tp) "
[D'r] = (Dsp)® ' EEWE%} 0

min{ry T, Tg Tp )
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O valor absoluto |D’

varia de 0 a 1. Somente quando forem observados todos
os quatro possiveis haplotipos (pAB, pAb, paB e pab) ¢ que D’ seréd inferior a 1.
Nesse caso, consequentemente, um suposto evento de recombinagdo tera ocorrido
entre os dois /oci. Sempre que uma das quatro frequéncias haplotipicas for zero, [D |
serd igual a 1, o que ocorre com frequéncia, quando se trabalha com populagdes

pequenas (Wray e Visscher, 2008).

A AF-1 DBD Hinge AF-2/ligand binding domain
— I 1
# 149 185 250 312 3%° 546 s5e5
ER A/B c D E F
B
C
L rs3778609 L rs12204714 1 rs3020377 L. rs0383601 t rs9397482
¢ L rs12685044 L rsoarases L rs7753308
¢ 1 rs827421 btz v Lrseszza L rs13102678
¢ 5L rs9340807 L rs7739506 . : ‘
o, ik rs188a054 -

Block 1 (23 kb)

FONTE: Ding S et al., 2010.

Figura 17. Diagramas esquematicos de REa e o gene do receptor estrogénico 1 (ESR1). A)
dominios funcionais REa. B) estrutura do éxon do ESR1. Os comprimentos das caixas de luz azul
(éxons) e linhas pretas (introns) sao proporcionais ao tamanho (isto é, pares de base) do éxons ou
introns, no entanto, para refletir a relacio entre as regides exdnicas (B) e seus dominios
correspondentes (A), as escalas para os éxons e introns sao diferentes. C) SNPs de ESR1 associados
com o risco de cancer de mama; SNPs mostrando um efeito significativo (P <0,05) sdo mostrados
em vermelho, e aqueles mostrando um efeito marginal (0,05 < P <0,10) sio na cor laranja. D) DL
entre os SNPs genotipados de ESR1 em mulheres de controle de Taiwan. A forca do DL entre
SNPs, como indicado pelo esquema de cores, foi medida usando uma combinagao de a estatistica D
pontuacio (sombreado vermelho escuro D' =1 ; luz vermelha sombreamento D '<1
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4.8 Método Estatistico

Os dados foram descritos utilizando-se média, desvio padrao (dp), mediana,

frequéncia absoluta (n) e frequéncia relativa (%).

As andlises realizadas utilizaram o programa estatistico PASTversion 2.15.

Para analise do grau de concordancia entre os dois observadores empregou-se o
cNemar. a variaveis qualitativas, ou seja, uénci

Teste de McN A comparacdo de varidveis qualitativas, ou seja, frequéncias e

propor¢des foram feitas através do teste Qui-quadrado; para as varidveis

quantitativas foi utilizado o “Testes t”. Quando se tratava de mais de duas variaveis

aplicou-se o Teste de Andlise de Variancia (ANOVA).

O valor de significancia estatistico foi estabelecido em 5%, ou seja, p<0,05.



S RESULTADOS

5.1 Caracterizacio da densidade mamografica

A distribui¢do da densidade mamografica, de acordo com os dois
observadores, ficou determinada como mostra a figura 18. Das 317 mamografias
classificadas como mamas densas pelo observador 1, de forma subjetiva (avaliagdo
realizada pelo chefe do Setor de Radiologia do Hospital das Clinicas, professor
Nestor de Barros), o observador 2 concordou com o padrdo de densidade em 308

mamografias (avaliagdo objetiva, realizada através de planimetria computadorizada).

320
317 308
240
160
i Mamas densas
80
0
Observador1 Observador?2

Figura 18. Distribuicdo da densidade mamogriafica em 317 mulheres apés a menopausa,
determinada por dois observadores independentes

Mamas densas (tecido fibroglandular ocupa acima de 50% da 4rea total da mama).

Observador 1- chefe do Departamento de Radiologia do Hospital das Clinicas.

Observador 2- avaliaciio objetiva — planimetria computadorizada.
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Para analise do grau de concordancia entre os dois observadores, foi utilizado

o Teste de McNemar (Tabela 8).

Tabela 8. Grau de concordincia entre os dois observadores na determinacio da

densidade mamografica, segundo os indices de correlacio de McNemar

Classificagao subjetiva Classificacao objetiva % de concordancia

317 308 97,16 (1C95% 94,68 - 98,69)

Como foi encontrado alto grau de concordancia entre os dois observadores, os
valores de densidade utilizados como referéncia para as andlises posteriores foram

aquelas determinadas pelo observador objetivo, por ndo serem tendenciosa.

5.2 Caracteristicas Clinicas

A série foi composta por 308 mulheres com mamas densas apos a menopausa
que preencheram os critérios de inclusdo. Suas caracteristicas clinicas foram
analisadas e estdo resumidas nas tabelas 9 (varidveis quantitativas) e 10 (varidveis
qualitativas). A cor amarela teve poucas representantes (15 mulheres, 4,87%); a

branca teve maior frequéncia (180 mulheres, 58,44%).

Tabela 9. Descricao das variaveis quantitativas

Caracteristica Média dp mediana
Idade 56,31 5,42 56,00
Cintura Abdominal 89,47 10,83 89,00
Peso 65,73 13,07 64,35

Altura 1,56 0,07 1,56
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Tabela 10. Descriciao das varidveis qualitativas

Caracteristica n %
Cor da pele Branca 180 58,44
Parda 67 21,75
Preta 46 14,94
Amarela 15 4,87
Indice de Massa Corporea Normal 117 37,99
(IMC) Sobrepeso/obesidade 191 62,01
Idade ao nascimento do  1° Até 28 anos 193 80,41
filho
>28 anos 47 19,58
Menopausa Até 50 anos 231 75
>50 anos 77 25
Menarca Até 12 anos 109 35,38
>12 anos 199 64,61
Numero de gravidez 0 60 19,48
1-3 166 53,90
>3 82 26,62
Numero de partos 0 68 22,08
(paridade) 1-3 198 64,29
>3 42 13,64
Fumo Nao 264 85,71
Sim 44 14,29
Alcool Nio 258 83,77
Sim 50 16,23
Sindrome metabdlica Nao 220 71,43
Sim 88 28,57
Antecedentes familiares de Nio 249 80,84

cancer de mama
Sim 59 19,16
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5.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Conforme sdo apresentados na tabela 11, os polimorfismos Pvull e Xbal

encontram-se em equilibrio de H-W na populagdo em questao.

Tabela 11. Distribuicio dos
Hardy-Weinberg

polimorfismos com verificacio do

equilibrio de

Observado Esperado E(;]:i_lll_b‘go
Polimorfismo
n % n % P
pp 100 32,47 97,7 31,73
Pp 147 47,73 151,5 49,20 0,600 ns
Pvull PP 61 19,81 58,7 19,07
Freq. Alélica p 347 56,33
Freq. Alélica P 269 43,67
xx 103 33,44 105,2 34,15
Xx 154 50,00 149,6 48,57 0,607 ns
Xbal XX 51 16,56 53,2 17,27
Freq. Alélica x 360 58,44
Freq. Alélica X 256 41,56

n — diferenga ndo significativa para o equilibrio de H-W
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A distribuicdo do polimorfismo de repeticdo (GT)n esta representada na

tabela 12.

Tabela 12. Distribuicao dos polimorfismos (GT)n

Polimorfismo 1:2;:;%356 n %
11 5 1,62
12 10 3,25
13 3 0,97
14 37 12,01
15 80 25,97
16 118 38,31
(GDn
17 26 8,44
18 15 4,87
19 8 2,60
20 2 0,65
21 1 0,32
22 3 0,97

5.4 Associacdo das caracteristicas clinicas e polimorfismo do REa

Pvull, Xbal

Cor

Na associagdo entre polimorfismo Pvull e cor nao foram observadas
diferengas significativas entre os grupos. No grupo de homozigoto mutado (n=99), a
cor amarela teve maior porcentagem de que as outras (46,67%), devendo-se, porém,

considerar o pequeno numero de mulheres nesse grupo (Tabela 13).
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Tabela 13. Associacio entre polimorfismo Pvull e cor

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total

Cor + Heterozigoto

n % n % n %
Amarela 7 46,67 8 53,33 15 4,87
Branca 55 30,56 125 69,44 180 58,44
Preta 14 30,44 32 69,56 46 14,94
Parda 23 34,33 44 65,67 67 21,75
Total 929 32,14 209 67,86 308 100

p = 0,618 — ndo significante

Quanto ao genotipo Xbal, também ndo foi apontado diferenca significante em
relacdo a cor. A cor preta foi a que teve menor frequéncia do gene homozigoto

mutado (21,7%) e a cor parda, a maior (38,8%) (Tabela 14).

Tabela 14. Associacido entre polimorfismo Xbal e cor

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total

Cor + Heterozigoto

n % n % n %
Amarela 5 33,3 10 66,67 15 4,87
Branca 62 34,44 118 65,56 180 58,44
Preta 10 21,74 36 78,26 46 14,94
Parda 26 38,81 41 61,19 67 21,75
Total 103 33,44 205 66,56 308 100

p = 0,286 — ndo significante
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Numero de partos

A associagdo entre o polimorfismo Pvull e Xbal com ntimero de partos esta
apresentada nas tabelas 15 e 16. Nao se observou diferenca estatisticamente
significante de acordo com esta classificacdo. No grupo homozigoto mutado do
SNPs REa397, a porcentagem de nuliparas foi de 33,82%, enquanto que 28,57%
tiveram mais que trés partos a termo. Para o SNPs REa351, estes valores foram

36,76 % e 38,10%, respectivamente.

Tabela 15. Associacido entre polimorfismo Pvull e nimero de partos

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
Parto + Heterozigoto
n % n % n %
0 23 33,82 45 66,18 68 22,08
1-3 65 32,83 133 67,17 198 64,28
>3 12 28,57 30 71,43 42 13,64
Total 100 32,5 208 67,5 308 100

p = 0,835 — ndo significante

Tabela 16. Associacido entre polimorfismo Xbal e niimero de partos

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
Parto + Heterozigoto
n % n % n %
0 25 36,76 43 63,24 68 22,08
1-3 62 31,31 136 68,69 198 64,28
>3 16 38,10 26 61,90 42 13,64
Total 103 33,44 205 66,56 308 100

p = 0,563 — ndo significante
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Idade da menopausa

Em valores absolutos, as pacientes que apresentaram o polimorfismo
homozigoto mutado para Pvull tiveram idade da menopausa mais cedo (Tabela 17).
Esta propor¢ao ndo se manteve no polimorfismo Xbal, no qual, em valores absolutos,

o genotipo homozigoto foi mais prevalente em mulheres com menopausa apds os 50
anos (Tabela 18).

Tabela 17. Associacido entre polimorfismo Pvull e idade da menopausa

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
DUM + Heterozigoto
n % n % n Y%
até 50a 77 33,33 154 66,67 231 75%
> 50a 23 29,97 54 70,13 77 25%
Total 100 32,5 208 67,5 308 100

p = 0,574 — ndo significante

Tabela 18. Associacdo entre polimorfismo Xbal e idade da menopausa

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
DUM + Heterozigoto
n % n % n %
até 50a 76 32,90 155 67,10 231 75%
> 50a 27 35,06 50 64,94 77 25%
Total 103 33,44 205 66,56 308 100

p = 0,727 — ndo significante
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Idade ao nascimento do primeiro filho

Destaca-se que, em valores absolutos, das mulheres com o homozigoto
mutado para o polimorfismo Pvull, 29,53% tiveram o 1° filho até os 28 anos e
42,55% apds os 28 anos de idade (Tabela 19). Para o polimorfismo Xbal, as
propor¢cdes nas duas faixas de idade foram muito proximas, 32,12 e 34,04,

respectivamente (Tabela 20).

Tabela 19. Associacdo entre polimorfismo Pvull e idade ao nascimento do primeiro filho

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
Idade + Heterozigoto
1° filho
n % n % N %
até 28anos 57 29,53 136 70,47 193 80,42
> 28 anos 20 42,55 27 57,45 47 19,58
Total 77 32,08 163 67,92 240 100

p = 0,086 — ndo significante

Tabela 20. Associacdo entre polimorfismo Xbal e idade ao nascimento do primeiro filho

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
Idade + Heterozigoto
1° filho
n % n % N %
até 28 anos 62 32,12 131 67,88 193 80,42
> 28 anos 16 34,04 31 65,96 47 19,58
Total 78 32,50 162 67,50 240 100

p = 0,801 — ndo significante
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Idade da Menarca

Os valores obtidos na associagdo entre polimorfismo Pvull e¢ idade da

menarca foram semelhantes (Tabela 21), acontecendo o mesmo para o polimorfismo

Xbal (Tabela 22).

Tabela 21. Associacao entre polimorfismo Pvull e idade da menarca

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
Menarca + Heterozigoto
n % n % N %
até 12 anos 36 33,03 73 67,97 109 35,39
> 12 anos 64 32,16 135 67,84 199 64,61
Total 100 32,47 208 67,53 308 100

p = 0,877 — ndo significante

Tabela 22. Associaciao entre polimorfismo Xbal e idade da menarca

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
Menarca + Heterozigoto
n % n % N %
até 12 anos 37 33,94 72 66,06 109 35,39
> 12 anos 66 33,17 133 66,83 199 64,61
Total 103 33,44 205 66,56 308 100

p = 0,890 — ndo significante
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Habito de fumar

Na observacao das mulheres com o homozigoto Pvul// mutado, 38,64% se
declararam fumantes e 31,44% nao fumavam (Tabela 23). A mesma propor¢do

aconteceu para o Xbal, porém com valores mais proximos (Tabela 24).

Tabela 23. Associacio entre polimorfismo Pvull e habito de fumar

Homozigoto Selvagem

I Homozigoto Mutado Total
Habito de 8 + Heterozigoto
Fumar
n % n % N %
Niao 83 31,44 181 68,56 264 85,71
Sim 17 38,64 27 61,36 44 14,29
Total 100 32,47 208 67,53 308 100

p = 0,345 — ndo significante

Tabela 24. Associacido entre polimorfismo Xbal e habito de fumar

Homozigoto Selvagem

iy Homozigoto Mutado Total
Habito de 8 + Heterozigoto
Fumar
n % n % N %
Niao 88 33,33 176 66,67 264 85,71
Sim 15 34,09 29 65,91 44 14,29
Total 103 33,44 205 66,56 308 100

p = 0,921 — ndo significante
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Ingestao de bebida alcoodlica

Na observacdo das mulheres com o homozigoto mutado Pvull, 34% se
declararam usudrias de alcool e 32,27%, ndo (Tabela 25). Para o Xbal, considerando

o homozigoto mutado, a maior propor¢do foi das mulheres que ndo usavam alcool

(Tabela 26).

Tabela 25. Associacdo entre polimorfismo Pvull e ingestao de bebida alcodlica

Homozigoto Selvagem

. Homozigoto Mutado Total
Bebida 8 + Heterozigoto
alcodlica
n % n % N %
Nao 83 32,27 175 67,83 258 83,77
Sim 17 34,00 33 66,00 50 16,23
Total 100 32,50 208 67,50 308 100

p = 0,800 — ndo significante

Tabela 26. Associacio entre polimorfismo Xbal e ingestao de bebida alcodlica

Homozigoto Selvagem

. Homozigoto Mutado Total
Bebida + Heterozigoto
alcoodlica
n % n % N %
Nao 87 33,72 171 66,28 258 83,77
Sim 16 32,00 34 68,00 50 16,23
Total 103 33,44 205 66,56 308 100

p = 0,813 — ndo significante
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Antecedentes familiares

Os valores obtidos na associagdo dos polimorfismos mutados Pvull e Xbal e

antecedentes familiares foram muito proximos. Nas duas andlises, 28,81% das

mulheres tinham antecedentes familiares com CM (tabelas 27 e 28).

Tabela 27. Associacdo entre polimorfismo Pvull e antecedente familiar (AF)

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
AF + Heterozigoto
n % n % N %
Nao 83 33,33 166 66,67 249 80,84
Sim 17 28,81 42 71,19 59 19,16
Total 100 32,47 208 67,53 308 100

p = 0,505 — ndo significante

Tabela 28. Associacdo entre polimorfismo Xbal e antecedente familiar (AF)

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
AF + Heterozigoto
n % n % N %
Nao 86 34,54 163 65,46 249 80,84
Sim 17 28,81 42 71,19 59 19,16
Total 103 33,44 205 66,56 308 100

p = 0,402 — ndo significante
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Indice de Massa Corpérea

Quanto ao Indice de Massa Corporea, 39,32% das mulheres com o

polimorfismo Pvull homozigoto mutado tinham peso normal (Tabela 29); para o

Xbal, 35,07 % das mulheres tinham sobrepeso/obesidade (Tabela 30).

Tabela 29. Associagio entre polimorfismo Pvull e indice de Massa corpérea (IMC)

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
IMC + Heterozigoto
n % n % n %

Normal 46 39,32 71 60,68 117 37,99
Sob /

ODIEpeso 54 28,30 137 71,70 191 62,01
Obeso
Total 100 32,46 208 67,55 308 100

p = 0,126 — nao significante

Tabela 30. Associagiio entre polimorfismo Xbal e indice de Massa corpérea (IMC)

Homozigoto Selvagem

Homozigoto Mutado Total
IMC + Heterozigoto
n % n % n %
Normal 36 30,76 81 69,23 117 37,99
Sob /
ODIepeso 67 35,07 124 64,92 191 62,01
Obeso
Total 103 33,44 205 66,56 308 100

p = 0,563 — ndo significante
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5.5 Associacdo das caracteristicas clinicas e o polimorfismo de

repeticao (G7T)n

Cor

A Tabela 31 apresenta o G714, GT15 e GT16. Observa-se que no G715 a cor
parda foi estatisticamente mais prevalente. No G714 a cor amarela e no GT16 a

branca foram a mais frequentes, porém sem diferengas estatisticas significativas.

Tabela 31. Associaciao entre (GT)14, (GT)15 e (GT)16 e cor

n % n %
Cor Valor de p
(GT) ndo 14 (GT) 14
Amarela 12 80,00 3 20,00
Branca 160 88,89 20 11,11
0,649
Preta 39 84,78 7 15,22
Parda 60 89,55 7 10,45
(GT) nio 15 (GT) 15
Amarela 13 86,67 2 13,33
Branca 142 78,89 38 21,11
0,013
Preta 33 71,74 13 28,26
Parda 40 59,70 27 40,30
(GT) nao 16 (GT) 16
Amarela 11 73,33 4 26,67
Branca 103 57,22 77 42,78
0,277
Preta 31 67,39 15 32,61

Parda 45 67,16 22 32,84
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Numeros de partos

Na associagdo entre (GT)14, (GT)15 e (GT)16 e nimero de partos (Tabela 32)

observou-se que 41,18% das mulheres que nao tiveram filhos eram GT16.

Tabela 32. Associacio entre (G7)14, (GT)15 e (GT)16 e niumero de partos

Numero de n o n o
Valor de p
parto (GT) niio 14 (GT) 14
0 61 89,71 7 10,29
-3 172 86,87 26 13,13 0,715
>3 38 90,48 4 9,52
(GT) ndo 15 (GT) 15
0 53 77,94 15 22,06
-3 145 73,23 53 26,67 0,686
>3 30 71,43 12 28,57
(GT) nio 16 (GT) 16
0 40 58,82 28 41,18
-3 122 61,62 76 38,38 0,713

>3 28 66,66 14 33,34
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Idade da menopausa

Na associacdo entre (G7)14, (GT)15 e (GT)16 e idade por ocasido da tltima
menstruacdo, a maior frequéncia foi o (G7)16, no qual constatou-se 39,00% das

mulheres com data da menopausa até os 50 anos e 38,96, ap6s os 50 anos (Tabela

33).

Tabela 33. Associacio entre (G7)14, (GT)15, (GT)16 e Idade da menopausa

(GT) ndo 14 (GT) 14
DUM Valor de p
n % n %
até 50 anos 206 89,18 25 10,82
0,256
> 50 anos 65 84,42 12 15,58
(GT) nao 15 (GT) 15
até 50 anos 167 72,3 64 27,7
0,230
> 50 anos 61 79,22 16 20,78
(GT) nao 16 (GT) 16
até 50 anos 143 61,90 88 39,00
0,892
> 50 anos 47 61,04 30 38,96
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Idade ao nascimento do primeiro filho

O (GT)16 também se mostrou o mais frequente em relacdo a idade da mulher

por ocasido do nascimento do 1° filho. 35,75% das mulheres tiveram o 1° filho até os

28 anos e 44,68% ap6s os 28 anos. O (GT)14 foi o menos frequente para gravidez

tardia (Tabela 34).

Tabela 34. Associacio entre (GT)14, (GT)15 e (GT)16 e idade ao nascimento do 1° filho

(GT) nao 14
1o. Filho Valor de p
n % n
até 28 anos 166 86,01 27
0,157
> 28 anos 44 93,62 3
(GT) nao 15
até 28 anos 139 72,02 54
0,527
> 28 anos 36 76,60 11
(GT) nao 16
até 28 anos 124 64,25 69
0,257
> 28 anos 26 55,32 21
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Idade da menarca

Nenhum desses gendtipos influenciaram na idade da menarca (Tabela 35).

Tabela 35. Associaciao entre (GT)14, (GT)15 e (GT)16 e idade da menarca

(GT) nao 14 (GT) 14
Menarca Valor de p
n % n %
até 12 anos 95 87,16 14 12,84
0,740
> 12 anos 176 88,44 23 11,56
(GT) nao 15 (GD) 15
até 12 anos 84 77,06 25 22,94
0,368
> 12 anos 144 72,36 55 27,64
(GT) nao 16 (GT) 16
até 12 anos 70 64,22 39 35,78
0,499

> 12 anos 120 60,30 79 39,70
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Habito de fumar e ingestao de bebida alcoolica

Na associacao entre (G7)14, (GT)15 e (GT)16 e habito de fumar (Tabela 36)
e ingestdo de bebida alcodlica (Tabela 37), observou-se que as maiores frequéncias
foram do (GT7)16 e (GT)15 com 43,18% e 31,82%, para o héabito de fumar, e, para a

ingestdo de bebida alcoodlica, foram 34,00% e 30,00%, respectivamente.

Tabela 36. Associacio entre (GT)14, (GT)15 e (GT)16 e habito de fumar

Valor de p
Fumar n % n %
Nao 229 86,74 35 13,26
0,100
Sim 42 95,45 2 4,55
(GT) nao 15 (GT) 15
Nao 198 75,00 66 25,00
0,340
Sim 30 68,18 14 31,82
(GT) nao 16 (GT) 16
Nao 165 62,50 99 37,50
0,473
Sim 25 56,82 19 43,18

Tabela 37. Associacio entre (GT)14, (GT)15 e (GT)16 e ingestao de bebida alcooélica

Bebida (GT) nao 14 (GT) 14
- Valor de p
Alcodlica n % n %
Nao 225 87,21 33 12,79
0,340
Sim 46 92,0 4 8,00
(GT) nao 15 (GD) 15
Nao 193 74,81 65 25,19
0,478
Sim 35 70,00 15 30,00
(GT) nao 16 (GT) 16
Nao 157 60,85 101 39,15
0,493
Sim 33 66,00 17 34,00
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Antecedentes familiares

A maior frequéncia para o (G7)16 também foi observada na associagao

com antecedentes familiares (Tabela 38) e Indice de massa corpérea maior que 25

(Tabela 39).

Tabela 38. Associacido entre (GT)14, (GT)15 e (GT)16 e antecedentes familiares (AF)

(GT) nao 14 (GT) 14
AF Valor de p
n % n %
Nao 223 89,56 26 10,44
0,081
Sim 48 81,36 11 18,64
(GT) ndo 15 (GT) 15
Nao 184 73,90 65 26,10
0,914
Sim 44 74,58 15 25,42
(GT) nao 16 (GT) 16
Nao 149 59,84 100 40,16
0,170
Sim 41 69,49 18 30,51

Tabela 39. Associaciio entre (GT)14, (GT)15 e (GT)16 e Indice de Massa corporea (IMC)

n % n %
IMC Valor de p
(GT) ndo 14 (GT) 14
Normal 104 88,89 13 11,11
Sobrepeso 69 88,46 9 11,54 0,871
Obeso 98 86,67 15 13,27
(GT) nao 15 (GT) 15
Normal 87 74,36 30 25,64
Sobrepeso 57 73,08 21 26,92 0,976
Obeso 84 74,34 29 25,66
(GT) nao 16 (GT) 16
Normal 72 61,54 45 38,46
Sobrepeso 46 58,97 32 41,03 0,802
Obeso 72 63,72 41 36,28
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5.6 Distribuicdo dos haplodtipos

A anélise mostrou desequilibrio de ligacdo (D’ e r’) entre os polimorfismos

Pvull e Xbal. Os valores de D’ e r sdo os seguintes:

Pvull x Xbal —D" = 0,396 ou 39,6%

¥=0,14

A distribuicao dos haplétipos esta apresentada na tabela 40.

Tabela 40. Frequéncia dos haplétipos Pvull x Xbal

PX Px pX px TOTAL
n % n % n % n % n %
166 53,90 42 13,63 38 12,34 62 20,13 308 100

Defini¢ao e frequéncia obtida no presente estudo:

PX: PPXX (n=45; 14,61%), PPXx (n=12; 3,90%), PpXX (n=6; 1,95%),
PpXx (n=103; 33,44%)

Px: PPxx (n=4; 1,3%), Ppxx (n=38; 12,34%)
pX: ppXX (n= 0; 0%), ppXx (n=38; 12,34%)

px: ppxx (n=62; 20,13%)



6 DISCUSSAO

Atualmente, ha fortes evidéncias que a DM seja um fator de risco
independente para o CM. Apresenta indice elevado (risco relativo de 2 a 6), sendo
comparavel a outros fatores de risco, tais como: hiperplasia epitelial atipica, mae e
irmd com CM e suscetibilidade genética comprovada, superando fatores como
nuliparidade, antecedente de hiperplasia sem atipias, menopausa tardia e menarca

precoce (Martin e Boyd, 2008).

A DM reflete a variagdo nos tecidos que compdem a mama, estando
positivamente associada ao coldgeno e células epiteliais e ndo epiteliais (imagem

branca), e, negativamente, com a gordura (imagem escura).

Acredita-se que o padrdo mamografico seja multifatorial e sofra influéncia
da idade, fatores reprodutivos, idade da menarca, estado menopausal, antecedente
familiar, hébito alimentar, sedentarismo, terapia hormonal e ingestdo alcoolica
excessiva. Estes fatores, porém, explicam somente 20 a 30% das variagcdes da DM
(Boyd et al.,, 2010). Estudos em gémeos monozigoéticos demonstram que a
hereditariedade resulta em 60% da DM (Vachon et al., 2000). Entre as potenciais
influéncias genéticas, observa-se que a combinagdo de efeitos proliferativos nas
células (mitogénicos) e danos genéticos (mutagénicos) podem ser a base do
aumento de risco para o CM e alta DM (Martin e Boyd, 2008). H4 clara
necessidade de se melhorar o entendimento dos fatores especificos que estdo
envolvidos nesse processo ¢ do papel dos fatores de crescimento tdo bem quanto
das intervencdes hormonais nos varios componentes do tecido mamario. Em
particular, ¢ provavel que a identificacdo dos genes, que sdo responsaveis pela
variacdo na porcentagem entre os diversos tecidos da mama (e suas fungdes
biologicas), possa fornecer luz dentro da biologia da mama e identificar marcadores

potenciais para prevengdao do CM.
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6.1 Fatores clinicos associados ao cancer de mama e densidade

mamografica

A idade continua sendo o principal fator de risco para o CM; as taxas de
incidéncia aumentam rapidamente até os 50 anos e, posteriormente, ocorre de
forma mais lenta. O oposto acontece com a DM, que declina com a idade. Isto
parece paradoxal, no entanto pode ser explicado pelo modelo de Pike et al., 1983.
Este modelo ¢ baseado no conceito de tempo durante a vida que o tecido mamario ¢é
exposto a maior densidade e atividade mitogénica. Portanto, a persisténcia da
elevada DM ao longo da vida seria responsavel pela maior incidéncia do CM. Em
jovens, habitualmente as mamas sdo densas e progressivamente sofrem involugao
com o decorrer da idade. Essa involucdo, entretanto, ndo ¢ padrdo em todas as
mulheres e, segundo Stomper et al., 1996, 36% das mulheres de 55 a 59 anos

possu€m mamas densas.

Em nosso estudo, a amostra foi composta de mulheres com idade entre 45 a
65 anos (média de 56,31, dp de 5,42 e mediana de 56), com mamas densas apds a
menopausa. Durante a fase de sele¢do das pacientes no Setor de Radiologia do
Hospital da Clinicas (INRAD), das 1200 mulheres que preenchiam os critérios de
inclusdo, 384 (32%) tinham mamas densas, confirmando os dados observados na

literatura (Stomper et al, 1996).

Com a reducdo da taxa de estrogénio e progesterona, apds a menopausa, o
processo ciclico proliferativo celular torna-se quiescente € a imagem mamografica
torna-se, rapidamente, radiolucente. A cada dois anos de menopausa, a DM diminui
em 9% (Boyd et al.,, 1997). Na presente pesquisa, as mulheres mostraram ter
menopausa relativamente precoce, com média de idade de 46,45 anos (dp de 6,33),
ndo caracterizando fator de risco para alta DM. Apenas 25% das mulheres (77)
tiveram DUM apos 50 anos de idade (Tabela 10) e somente 4,55% destas (14), com
55 anos ou mais. O tempo médio decorrido desde a menopausa até a realizagdo dos

exames foi de 9,91 anos (dp de 7,38).

Estes dados também coincidem com os registrados por Pinho e Coutinho,

2007, em seu estudo sobre prevaléncia dos fatores de risco para CM na populacgao
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brasileira, no qual apenas 4,4% das mulheres entrevistadas tiveram menopausa apos
os 55 anos de idade. Matos et al. (2010) também ndo encontraram como fator de

risco para CM, a idade da menopausa (media etaria de 47 anos).

Idade da menarca estd associada tanto a exposi¢do aos hormdnios ovarianos
quanto a fatores nutricionais da adolescente. Mulheres com menarca antes dos 12
anos de idade possuem risco 20% maior de desenvolver CM ao longo da vida em
comparagdo aquelas com mais de 14 anos. Menarca tardia (=15 anos) diminui o risco
para essa neoplasia em 28% quando comparadas aquelas abaixo de 12 anos (Pike et
al., 1983). Outros estudos nao encontraram associacao entre DM e idade da menarca,
sugerindo que o mecanismo pelo qual a menarca precoce aumenta o risco de cancer
de mama nao seja pela via da densidade mamogréfica (Jeon et al., 2011; Butler et al.,
2008; Ramos et al., 2009). Em nosso estudo, a prevaléncia da menarca precoce (até
12 anos) foi de 35%, maior que os valores encontrados por Pinho e Coutinho (2007)
e Lamas e Pereira (1999) sobre as varidveis associadas ao cancer de mama, 22,4% e

29,3%, respectivamente.

Aumento da DM esté associado com nuliparidade e idade tardia do primeiro
parto a termo. Cada nascimento reduz o risco d¢ CM (RE" e RP") em 11%, e
mulheres com idade tardia do nascimento do primeiro filho (=35 anos) tiveram 27%
maior risco de desenvolver CM que aquelas que tiveram o primeiro filho antes dos
20 anos de idade (Ma et al., 2006). Porém, em pesquisas na populagdo brasileira, os
fatores reprodutivos ndo foram relevantes em relagdo ao CM (Matos et al., 2010;
Pinho & Coutinho, 2005). Pinho e Coutinho (2007) encontraram gravidez ap6s os 30
anos em apenas 5,3%. Em nosso grupo, 19,58% (47) tiveram o primeiro filho acima
dos 28 anos de idade e 13,31% (41), com 30 anos ou mais, 22,08% (68) nao tiveram

filhos e apenas 13,64% tiveram mais que trés partos a termo.

Quanto a etnia/cor, a mortalidade por CM varia consideravelmente entre
diferentes grupos étnicos (Ghafoor et al., 2003). Nos EUA, a incidéncia ¢ maior entre
0s caucasianos e afro-americanos; intermedidria entre os hispanicos e amerindios; e
menor entre os asidticos (American Cancer Society, 2012). No Brasil, a
miscigenacdo da populacdao influi na incidéncia da doenca (Hallal et al., 2007);

embora varios pesquisadores tenham encontrado maior prevaléncia do CM na cor
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branca (Sclowitz et al., 2005). No nosso grupo, a maior representacdo de mamas

densas foi na cor branca (58,44%) seguida pela parda (21,75%).

A histéria familiar de CM em parentes de primeiro grau tem sido relatada em
muitos estudos como forte fator de risco para essa doenca. Ha, também, evidéncias
que a DM pode ser hereditaria. Boyd et al. (2010) encontraram associagao positiva
entre historia familiar de CM e maior DM. No Brasil, em revisdo bibliografica
realizada por Pinho e Coutinho (2007), a prevaléncia de historia familiar de CM em
parentes de primeiro grau na populagdo feminina brasileira foi de 4%. Nossos
resultados apontam que 19% das pacientes relataram ter historia de CM em parentes
de primeiro grau, mostrando maior prevaléncia deste fator de risco nessa populagao,

sugerindo maior influéncia genética na DM, concordando com os dados da literatura.

As informagdes sobre habito de fumar e consumo de bebidas alcodlicas foram
obtidas, sendo que 14,29% de mulheres se declararam fumantes, ¢ 16,23% ingeriam,
pelo menos, uma dose de bebida alcodlica por dia. Alta ingesta de alcool foi
associada com o aumento da DM por Vanchon et al., 2007; Herrinton et al., 1993.
Matos et al. (2010) em pesquisa de prevaléncia de fatores de risco em mulheres com
CM, observaram que 13% eram fumantes e 21,2% bebiam socialmente. No entanto,
analise colaborativa de 53 estudos epidemiologicos mostraram que o tabagismo
possui pouco ou nenhum efeito no risco de desenvolvimento do CM. Meta-analise
de dados de 40 estudos estimou que mulheres ndo alcodlatras comparadas com
mulheres que consomem uma dose por dia (12g) tinham 10% no aumento de risco de

CM (Ellison et al., 2001).

Obesidade ¢ fator de risco conhecido para CM em mulheres apds a
menopausa, especialmente quando se examina a relagdo entre IMC em associagdo
com a DM e CM (Lam et al., 2000). Mulheres com IMC alto apresentam menor
probabilidade de terem mamas densas, no entanto, o risco para desenvolvimento de
CM em mulheres com peso acima de 81 Kg quando comparadas aquelas com peso
inferior a 63 Kg foi de OR=1,7. Porém, apos ajustes para densidade mamografica, a
OR aumentou para 2,1. Este aumento indica que densidade ¢ um fator de risco
independente e que mulher obesa com mamas densas tem acréscimo no risco de

desenvolver CM. Sugere-se, ainda que, para cada 5,00 Kg de peso adquirido na vida
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adulta, o risco de desenvolver CM aumenta em 8% (Trentham-Dietz et al., 2000).
Alta ingesta calorica, especialmente de gorduras saturadas, relaciona-se a aumento
do risco para CM, e modificagdes na dieta, limitando o consumo de gorduras
saturadas e carboidratos, podem diminuir a DM e o risco de CM (Boyd et al., 1997).
Nossos dados apontam alta prevaléncia de obesidade e sobrepeso, 36,69% e 25,32%,
respectivamente; ou seja 62,01% das mulheres com mamas densas e IMC>25, um

dado surpreendente e preocupante que merece atengao e investigagao.

6.2 Densidade mamografica e polimorfismo do gene do receptor

estrogénico

Baseando-se em evidéncias epidemioldgicas que correlacionam hormdnios
esteroides as mudancas na DM, tem se analisado se variagdes nos genes que regulam
a biossintese e metabolismo hormonal poderiam explicar as diferengas individuais na
DM. O gene do RE, localizado no brago longo do cromossomo 6q25, tem sido
associado a DM em varios estudos, devido a sua importancia no desenvolvimento,

progressao e prognodstico do CM.

Ha varios polimorfismos conhecidos, no gene do REa, entre os quais estdo o
SNPs Pvull e Xbal e, mais recentemente, o polimorfismo de repeticdo (GT7)n.
Os polimorfismos Pvull e Xbal estao localizados no intron 1 do gene do REa, com 50
pares de bases entre eles. O polimorfismo de repeticdo (GT), [STRs (GT),] estéd
localizado a 6627 pb anterior a regido de inicio do sitio de transcri¢cdo do éxon 1 a

144 kb do éxon 2.

Varias doengas, incluindo cancer de mama (Yaich et al., 1992; Parl et al.,
1989; Andersen et al., 1994; Shin et al., 2003; Cai et al., 2003A), cancer endometrial
(Weiderpass et al., 2000), doenca de Alzheimer (Maruyama et al., 2000), obesidade
(Speer et al., 2001), endometriose (Kitawaki et al., 2001), leiomiomas (Massart et al.,
2001) e densidade mineral 6ssea (Genari et al., 2004), tém sido avaliadas pela

possivel ligagdo com os polimorfismos no gene do REa.
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Parl et al. (1989) encontraram que o genotipo pp do SNPs Pvull foi maior em
mulheres com diagnoéstico de CM em idade mais jovem. Yaich et al. (1992)
examinaram o polimorfismo Pvull em tecido tumoral de 257 mulheres com cancer
primario de mama e colheram sangue periférico de 140 controles ndo acometidas
pela doenga. Mulheres com CM e genoétipo pp tiveram o diagnostico de CM em
idade mais precoce quando comparadas com aquelas com genétipo PP ou Pp do
grupo que tiveram cancer. Investigando a frequéncia alélica do SNPs Pvull e Xbal
em 360 casos de CM e 672 controles, Andersen et al. (1994) encontraram diferengas
significativas somente para o polimorfismo Xbal. A frequéncia do alelo x entre as
mulheres com CM foi de 1,4 vezes maior em comparag¢do com os controles. Para as
mulheres com mamas densas, os nossos dados apontam 32,14% com genotipo pp e

20,13% com PP, portanto, numa propor¢ao de 1,6 para 1, respectivamente.

Em estudo caso-controle conduzido na Coreia do Sul por Shin et al. (2003), a
OR associada com o gendtipo xx de Xbal foi de 2,38 comparado ao genotipo XX. Cai
et al. (2003"), em grande estudo populacional, encontraram significante associagio
do polimorfismo Pvull e CM (OR=1,4) e, para SNPs Xbal, a associagdo de risco foi
de 1,3 e somente para mulheres apds a menopausa. Nesse mesmo sentido, van
Duijnhoven et al. (2006), estudando a influéncia do REa e TH na DM, relataram
associacdo entre o aumento da densidade e presenca do genotipo REa-397 (OR=
2,24) em mulheres usuarias de TH, comparadas aquelas com genotipo selvagem e

ndo usuarias de TH.

Por outro lado, Dunning et al. (1999), em revisdo sistemadtica de estudos caso-
controle, notaram que ndo houve associagdo significativa entre SNPs Xbal e Pvull e
CM (p=0,06 e p=0,36, respectivamente), porém os autores ressaltaram que ndo

estratificaram as mulheres com base em seus niveis estrogénicos ¢ idade.

Da mesma forma, Dumas e Diorio (2010) também ndo encontraram
diferengas significativas entre DM e estes polimorfismos, no entanto, em seu estudo,
incluiram somente as mulheres na pré menopausa. No ano seguinte, em 2011, as
mesmas autoras, em revisio sistematica, avaliaram essas variantes alélicas e DM,
desta vez, estratificando as mulheres para alto nivel de estrogénio, entdo,

encontraram associagdo positiva.
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Os mecanismos moleculares pelos quais estes polimorfismos modificam a
atividade do receptor ndo estdo claros, pois Pvull e Xbal localizam-se em uma regido
intrOnica e, aparentemente, ndo funcional do gene. Explicacdes possiveis incluem
existéncia de combinacdo funcional entre os alelos polimorficos, onde os dois
marcadores em combinagdo alterariam a fung¢ao genética, bem como a estabilidade

do RNA (Wedrén et al., 2004).

Outra explicagdo seria que polimorfismos no /ntron poderiam ter uma ligagao
de desequilibrio (LD) com o éxon, a qual afetaria a funcdo do RE (Genari et al.,
2004). A esse respeito, tem-se pesquisado se polimorfismos no intron 1 estdo em LD
com polimorfismo de repeticdo (G7)n localizado a 6627 pares de bases apos o inicio

do si,tio de transcri¢ao do éxon 1 e a 144kb antes do éxon 2.

Em nosso estudo as frequéncias alélicas e genotipicas obtidas para o
polimorfismo REa-397-Pvull (P=43,99%; p=56,01%) foram semelhantes as
encontradas em outros estudos que correlacionaram este polimorfismo com DM ou
CM (Gonzalez-Mancha et al., 2008; Hu et al., 2007; Onland et al., 2005; van
Duijnhoven et al., 2006; Hsieh et al., 2007, Giacomazzi et al., 2008) (Tabela 41).

A distribuicdo genotipica estava em equilibrio de Hardy-Weinberg com as
seguintes frequéncias: gendtipo pp 32,14%; Pp 47,73% e PP 20,13% (Tabela 11).
As frequéncias alélicas para o polimorfismo Xbal (X= 41,56%; x= 58,44%), porém
foram menores quando comparadas com outros dois estudos realizados na populagio
brasileira (Ramos et al., 2009; Giacomazzi et al., 2008), mas estiveram de acordo
com a frequéncia encontrada por van Duijnhoven et al. (2006), por Molvarec et al.

(2007) e Hsieh et al. (2007) (Tabela 42).

A distribuigdo genotipica para ERa-351 Xbal também estava em equilibrio de
Hardy-Weinberg com as seguintes frequéncias: genotipo xx 33,44%; Xx 50,00% e
XX 16,56% (Tabela 11).
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Tabela 41. Frequéncia REa-397 Pvull C/T neste e em outros estudos
Frequéncia genotipica Frequéncia alélica

pp- (%) Pp—-n(%) PP-n (%) p (%) P (%) n p-value Pais Referéncias
100 32,47) 147 (47,73) 61 (19,81) 0,56 044 308 0,6 Brasil Este estudo
242 (32.3) 356 (47.5)  152(20.2) 0.56 044 750 Brasil Giacomazzi 2008

64 (32.8) 105 (53.9) 26 (13.3) 0.59 0.41 195 0.07 Korea  Shin et al. 2003

61 (40.7) 61 (40.7) 28 (18.6) 0.61 0.39 150 0.13 Shangai Shen et al. 2006

88 (21.0) 153 (36.4) 96 (22.9) 0.49 0.51 337 <0.001 Denmark Onland-Moret et al. 2005
208 (26.8) 402 (51.8) 166 (21.4) 0.53 0.47 776 <0.001 Holand van Duijnhoven et al. 2006
207 (26.7) 385 (49.7) 183 (23.6) 0.51 0.49 775 <0.001 Holand van Duijnhoven et al. 2006
21(32.8) 32 (40.7) 11(17.2) 0.58 0.42 64 0.10 Poland  Jakimiuk et al. 2007

49 (434)  45(39.8) 19 (16.8) 0.64 0.36 113 <0.001  China Huetal. 2007

27 (24.1) 68 (40.7) 17 (15.2) 0.54 0.46 112 <0.001  China Hsieh et al. 2007

60 (54.5) 44 (40.7) 6(5.5) 0.75 0.25 110 0.08 China  Hsieh et al. 2007

25(23.6)  75(70.8) 6 (5.6) 0.59 0.41 106  <0.001  China Hsich et al. 2007

29 (264)  50(454)  31(28.2) 0.51 0.49 110 <0.001 Hungary Molvarec et al. 2007

45 (25.0) 94 (52.2) 41 (22.8) 0.51 0.49 180 <0.001 Hungary Molvarec et al. 2007

16 (28.6) 28 (50.0) 12 (21,4) 0.54 0.46 56 0.02 Hungary Molvarec et al. 2007

7(33.3) 8 (38.1) 6 (28.6) 0.52 0.48 21 0.07 Hungary Molvarec et al. 2007

3(27.3) 7 (63.6) 1(9.1) 0.59 0.41 11 0.51  Hungary Molvarec et al. 2007
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Tabela 42. Frequéncia do REa-351 Xbal A/G neste e em outros estudos

Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
xx-n(%) Xx—n(%) XX-n (%) x (%) X (%) n p-value Pais Referéncias
103 (33,44) 154 (50,00) 51 (16,56) 0,58 0,42 308 0,6 Brasil Este estudo
347 (46.3) 313 (41.7) 90 (12.0) 0.67 0.33 750 Brasil  Giacomazzi 2008
21(17,5)  45(37.5)  54(45,0) 0,64 036 120 0,18 Brasil  Ramos et al. 2009
86 (44.1) 102 (52.3) 7(3.6) 0.70 0.30 195 0.001 Korea  Shin et al. 2003
92 (61.4) 47 (31.3) 11(7.3) 0.77 0.33 150 0.003 Shangai  Shen et al. 2006
123 (29.3) 151(36.0) 61 (14.5) 0.60 0.40 335 0.003 Denmark Onland-Moret et al. 2005
41(32.0) 362 (46.4) 98(12.6) 0.56 0.44 780 0.02 Holand  van Duijnhoven et al. 2006
308(39.7) 371 (47.9) 96 (12.4) 0.64 0.36 775 0.007 Holand  van Duijnhoven et al. 2006
38(59.4) 22 (34.4) 4(6.25) 0.77 0.33 64 0.10 Poland  Jakimiuk et al. 2007
68 (61.8) 35(31.8) 7(6.4) 0.77 0.33 110 0.007 China  Hu et al. 2007
30 (26.8) 64 (57.1) 18 (16.1) 0.55 0.45 112 0.001 China  Hsich et al. 2007
37(33.6) 71 (64.6) 2(1.8) 0.66 034 220 <0.001  China  Hsieh etal. 2007
21 (19.8) 56 (52.8) 29 (27.4) 0.59 0.41 106  <0.001 China  Hsieh et al. 2007
15 (24.6) 31(50.8) 15 (24.6) 0.50 0.50 61 0.001 Hungary  Molvarec et al. 2007
23 (39.7) 31(53.4) 4(6.9) 0.66 0.34 58 0.18 Hungary Molvarec et al. 2007
41(37.3) 47 (42.7) 22 (20.0) 0.59 0.41 110 0.04 Hungary Molvarec et al. 2007
60 (33.3) 93 (51.7) 27 (15.0) 0.59 0.41 180 0.007 Hungary Molvarec et al. 2007
19 (33.9) 29 (51.8) 8(14.3) 0.60 0.40 56 0.20 Hungary Molvarec et al. 2007
7(33.3) 10 (47.6) 4(19.1) 0.57 0.43 21 0.42 Hungary Molvarec et al. 2007
4(36.4) 6 (54.5) 19.1) 0.36 0.36 11 0.69 Hungary  Molvarec et al. 2007

Em relagdo aos fatores de risco conhecidos para CM e DM, observamos, em
nosso estudo, que o genotipo homozigoto recessivo para Pvull foi influenciado
principalmente por fatores reprodutivos. No grupo homozigoto mutado (pp), a
porcentagem de nuliparas e de mulheres que tiveram o primeiro filho a termo apos
os 28 anos de idade foi de 33,82% e, 42,55%, respectivamente (Tabelas 15 e19).

De acordo com a literatura, mulheres nuliparas apresentam risco de CM igual aquelas
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com nascimento do primeiro filho apos os 28 anos (Ma et al, 2006). Este gendtipo,
em valores absolutos, apresentou menopausa mais cedo (antes dos 50 anos de idade)
(Tabela 17). Este dado estda de acordo com o publicado por Gonzales-Mancha et al.
em 2008, onde os pesquisadores associaram SNPs Pvull ¢ CM, em mulheres com

idade média da menopausa de 47,94 anos.

Entre os fatores de risco para CM ditos modificaveis (tabagismo, alcoolismo
e obesidade/sobrepeso) estiveram presentes genotipo pp 38,64%, 34,00% e 28,30% e
no gendtipo xx 34,01%, 32,00% e 35,07%, respectivamente, sugerindo que fatores
ambientais (mitogénicos/mutagénicos) podem interferir nesse processo causando
dano ao DNA (Tabelas 23 a 26, 29 e 30). Obesidade ¢ o mais importante
determinante do nivel estrogénico em mulheres apos a menopausa e estd associada
com aumento do risco de CM e pior prognostico apos inicio da doenca (Pichard et al
2008). O risco relativo para mulheres obesas (RR= 1,1- 2,0) é comparavel aqueles da
TH (American Cancer Society). Em nosso estudo sobrepeso/obesidade foi muito
prevalente sendo que, no grupo mutado (pp e xx), foi de 28,30% e 35,072%,
respectivamente, fator que pode ter influenciado nessa alta prevaléncia de mulheres
obesas em grupo composto apenas por mulheres com mamas densas. Como se sabe,
em pesquisas prévias, a obesidade ¢ um fator determinante importante para mamas

ndo densas (Jeon et al., 2011; Ramos et al., 2009).

Um dado que chama atencdo ¢ referente a histéria familiar de CM. Na
amostra total,19,16% (Tabela 10) tiveram um parente de primeiro grau com CM, e,
quando estratificamos para Pvull e Xbal, essa porcentagem sobe para 28,81%
(Tabelas 27 e 28). Esse dado mostra a importincia do fator hereditario do
polimorfismo que est4d de acordo com a literatura como observado por Shen et al. em
2006, os quais encontraram associa¢do positiva desses polimorfismos somente em
mulheres com AF para CM: genotipo pp sem AF/com AF com OR=1,12 e 3,04 e xx

com OR= 0,99 e 4,20, respectivamente.

Para o polimorfismo Xbal, os fatores reprodutivos também foram mais
prevalentes em numeros absolutos, porém sem diferenga estatistica significativa.
Nuliparidade 36,76% (Tabela 16) e idade ao ter o primeiro filho maior que 28 anos

34,04% (Tabela 20). Diferente do Pvull, a menopausa apds os 50 anos esteve
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presente em 35,06% nesse genotipo, contra 32,90% antes dos 50 anos (Tabela 18).
Javet et al., em estudo caso controle em 2011, combinaram os efeitos da idade da
menopausa, polimorfismos Xbal e Pvull e a ocorréncia de CM, e concluiram que o

genotipo Xbal foi 45% maior nos casos de CM.

Investigando a combinagao dos polimorfismos Pvull e Xbal, verificou-se que
estes estavam em desequilibrio ligacdo (D’= 0,396). Observou-se que o haplotipo
ppxx (20,13%), que teoricamente ¢ o de maior risco para o aumento de DM e CM, foi

mais prevalente que o haploétipo de menor risco PPXX (14,61%).

Quanto ao polimorfismo de repetigdo SRTs (GT),, um total de 11 gendtipos
foi observado em nossa amostra (G711, ao GT»). Entre eles as repetigdes mais
comuns foram as (GT)is, (GT)is, (GT)is e (GT)17, com 12,01%; 25,97%; 38,31%,
8,44%, respectivamente (Tabela 12). Estudos prévios observaram que polimorfismos
de repeti¢do em regides promotoras podem ter significante influéncia na regulacao da
transcri¢do. Resultados semelhantes aos nossos foram encontrados por outro grupo
de pesquisadores com maior frequéncia para o genotipo 16, porém sem diferengas
estatisticas entre casos de CM e os controles, 41,5% e 37,6%, respectivamente; a
genotipagem, contendo (GT7);7 ou (GT);s, foi associada com diminui¢do do risco de
CM (OR=0,58), principalmente entre as mulheres apés a menopausa, com receptor
de progesterona negativo e que tiveram mais que 30 anos de ciclos menstruais (Cai et
al., 2003®). Genari et al (2004) mostraram que menor nimero de repeticdes foram
associadas com menor densidade mineral dssea e com maior risco de osteoporose.
Boyapati et al. (2005), pesquisando se os polimorfismos Pvull, Xbal e GT
modificariam a sobrevida de mulheres com CM, encontraram que a associagdo
genotipica foi modificada pelo estados RE negativo ou RE positivo. Comparando
aquelas com genotipo pp e o risco de morte foi de RR= 3,30 ¢ 0,54 para
participantes com RE- e RE+, respectivamente. Similarmente, mulheres que
carreavam o polimorfismo de repeticdo G7>3 foram fortemente relacionadas a

tumores de mama RE- (RR= 1,48 para RE-; e RR= 0,25 para RE+).

A presente pesquisa atendeu a um grupo amostral especifico: mulheres com
amenorreia por tempo maior ou igual ha um ano, com idade 45 a 65 anos, com

mamas densas, que ndo faziam uso de qualquer medica¢do hormonal ha pelo menos
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um ano; assim, as igualdades estatisticas obtidas nas diferentes associagdes propostas
se justificam e sugerem ainda, que estes resultados sejam comparados a outros
grupos de mulheres com mamas ndo densas. Como apresentado, a maioria dos
resultados estdo em concordancia com os da literatura disponivel, que se dedica a
pesquisar relacdoes importantes entre a densidade mamaria e cancer de mama, e

constitui nova contribui¢do para aumentar a seguranca nas afirmagoes.
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1)

2)

3)

4)

5)

CONCLUSOES

Em mulheres com mamas densas ap6s a menopausa concluimos:

Os fatores considerados de risco para o cincer de mama, ou seja, menarca antes
dos 12 anos, nuliparidade ou idade ao nascimento do primeiro filho apds os 28
anos, historia familiar de cancer de mama e sobrepeso/obesidade foram mais
prevalentes nessa populacdo. A etnia caucasiana foi a mais frequente, enquanto a

menopausa tardia ndo se mostrou fator de influéncia;

As frequéncias alélica e genotipica obtida para o polimorfismo REa 397-Pvull
foi semelhante a encontrada em outros estudos que correlacionaram este
polimorfismo com densidade mamografica ou cancer de mama, com as seguintes
frequéncias: P=43,99%; p=56,01% e genotipo pp 32,14%; Pp 47,73% e PP

20,13% e mostrou-se em equilibrio de Hardy-Weinberg;

A frequéncia alélica e genotipica para o polimorfismo REa 351- Xbal esteve de
acordo com a frequéncia encontrada na populagdo de outros paises, mas foi
menor quando comparada com estudos realizados na populacdo brasileira, com
as seguintes frequéncias: X= 41,56%; x= 58,44% e genotipo xx 33,44%; Xx
50,00% e XX 16,56%. A distribui¢do do genotipo mostrou-se também em
equilibrio de Hardy-Weinberg;

Na distribui¢ao dos haplotipos observou-se que o haplotipo ppxx (20,13%), o de
maior risco para o aumento da densidade mamadria e cancer de mama, foi mais
prevalente que o de menor risco PPXX (14,61%). Concordando com a maioria
dos estudos, o haplétipo ppXX ndo foi observado em nossa amostra revelando

que o genotipo selvagem XX inativa essa combinagao;

Na genotipagem dos microssatélites (GT)n, as repeticoes 14, 15 e 16 foram as

mais frequentes, predominando a repeti¢ao 16;
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5) As caracteristicas clinicas idade da menarca, idade ao nascimento do primeiro
filho, idade da menopausa, antecedente familiar, habito de fumar, ingestdo de
bebida alcodlica e indice de massa corpdrea ndo mostraram associacdo

significante com os polimorfismos.
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Anexo A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

1. NOIME: Lo

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o, SExo: MmO F O

DATA NASCIMENTO: ........ I l....

ENDEREQGCO ..o N APTO: s
BAIRRO: ... CIDADE ..o

CEP: . TELEFONE: DDD (............ ) e s

2 RESPONSAVEL LEGAL ..evtttiieeeeeiaaiititieeeaeeaaaassstaeeeeaeeesssssnsssssaeeaessaaasssssenesaeesssnnnnsssnnees

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....ccoiiiiiiiieeecee, SExo: MmO F O

DATA NASCIMENTO: ........ L. l....

ENDEREGCO .....ooiiiiiiiie e NO e, APTO: ..o
BAIRRO: ... CIDADE .....oiiii e

(o= = TELEFONE: DDD (............ ) ettt
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA. DENSIDADE MAMARIA E POLIMORFISMO DO GENE
DO RECEPTOR ESTROGENICO EM MULHERES COM MAMAS DENSAS APOS MENOPAUSA

PESQUISADOR : PROF ANGELA MAGGIO DA FONSECA, PROF EDMUND CHADA BARACAT

CARGO/FUNGAOQ: .PROF LIVRE DOCENTE EM GINECOLOGIA-OBSTETRICIA
INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° ..13553........ccviivereeinnne.

UNIDADE DO HCFMUSP: GINECOLOGIA OBSTETRICIA ......ouoiiieiiiiie s
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MiNIMO [T RISCO MEDIO [

RISCO BAIXO X[ RISCO MAIOR [

4. DURAGAO DA PESQUISA : 3 @Nn08..2009 = 20712......c.cuiuimeureiireeeieireeseeeeeseseeeessesesesessesssesesesessesssees

Este estudo tem como objetivo verificar a freqiéncia dos polimorfismos do
gene do receptor estrogénico alfa em mulheres com mamas densas. Suas

informagdes sao voluntarias.
Serao averiguados o Peso, Altura, Circunferéncia abdominal e Pressao Arterial.

Serao realizados exames de rotina para a sua idade com o objetivo de afastar
doencas e o cancer. A senhora, também, ira coletar sangue para estudo
genético, com intuido de verificar possiveis risco para cancer de mama.
Iremos fazer exame de mamografia. O sangue ndo sera armazenado, e sera

desprezado apés o termino dessa pesquisa.
O desconforto € minimo, inerente a coleta de sangue e a mamografia .

Nao ha beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo para observar a
frequéncia de variagbes polimorficas do receptor estrogénico em mulheres
com mamas densas. Somente no final do estudo poderemos concluir se ha ou

ndo aumento de risco.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. A pesquisadora
executante € a Dra Marilene Alicia Souza e a Dra Angela Maggio da Fonseca

, que podem ser encontradas Av Dr Enéas de Carvalho Aguiar, 255- Cerqueira
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Cezar, ICHC-10 Andar- Sala 10173. Telefone 3069-7621.Se vocé tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa , entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa ( CAPPesq )- Rua Ovidio Pires de Campos, 225-
5° andar- tel: 3069-6442 ramais 16, 17,18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26-

email: cappesq@hcnet.usp.br

7- E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu

tratamento na instituigcao;

8- As informacgobes obtidas sao confidenciais e serdo analisadas em conjunto com

outros pacientes, ndo sera divulgado a identificacdo de nenhum paciente;

9- Vocé tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais da

pesquisa;

10- Nao ha despesas pessoais para o participante, incluindo exames e consultas.
Também n&o ha compensacao financeira relacionada a sua participagdo. Se
existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgcamento da

pesquisa;

11- Os pesquisadores utilizardo os dados e o material coletado somente para esta

pesquisa;

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito do que li, ou do que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo sobre polimorfismos (variagdes genéticas),

como fator de risco para cancer de mama.

Eu discuti com a Dra.Marilene Alicia Souza sobre a minha decisao em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que

eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servico.



Anexos 84

Anexo B — Aprovagio pela Comissio de Etica para Projetos de Pesquisa — CAPPesq

FC
A
APROVACAO

O Presidente da Comissfio de Efica para Andlise de
Projefos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Haspital das Clinicas
e da Foculdode de Medicing da Universidade de 5o Paulo, em
18/01/2011,  APROVOU ad-referendum ofs) documento(s) abaixo
mencionado(s) referente ao Protocolo de Pesquisa n® 0297709, infitulado:
"OBESIDADE, COM E SEM SINDROME METABOLICA, COMO FATOR DE RISCO
PARA CANCER DE MAMA" opresentado pelo Departamento de
OBSTETRICIA E GINECOLOGIA, bem como tomou ciéncia do relatério de ©
andamento da pesquisa.

- Carta datada de 25.10.10 - Emenda ao protocolo referente & alteracdo
da cosvistica de 210 para 300 e alteragdo de titulo para “DENSIDADE
MAMARIA E POLIMORFISMO DO RECEPTOR ESTROGENICO EM MULHERES
MA POS MENOPALSA COM MAMAS DENSAS”

Fesquisador (o) Responsavel: PROFA. DRA. ANGELA MAGGIO DA FONSECA
Fesquisador (a) Executante: MARILEME ALICIA SOUZA

CAPPesq, 18 de Janeiro de 2011

B

FROF. DR. EDUARDO MASSAD
) Presidente
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

Comessdo de Ebca para Andlise de Projeios de Pesquisa do HCFMUSP da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculkiade de Medicing da Universidade de Sa0 Paulo Fua Ovidio Pres de Campos, 225, 5%
andar - CEP 05403 010 - S8 Pauls - SP Fore: 011 3080 6442 Fa: §11 3089 8452 e-mail
cappesqiBhcnet. usp b
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Anexo B — Aprovacio do Comité de Etica do Departamento de Obstetricia e
Ginecologia FM_USP.

FACULDADE DE MEDICINA
DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

APROVACAO

O Comité de Etica do Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo, na 174" reunido no dia 31 de Agosto de 2010, ANALISOU e
APROVOU o protocolo de pesquisa intitulado: “DENSIDADE MAMARIA FE
POLIMORFISMO DO RECEPTOR ESTROGENICO EM MULHERES NA POS
MENOPAUSA COM MAMAS DENSAS”, dos seguintes pesquisadores: Marilene Alicia
Souza, Angela Maggio da Fonseca e Edmund Chada Baracat, devendo ser encaminhado ao
presidente da Comissio de Etica CAPPesq do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Sao Paulo, 01 de Setembro de 2010.

Profa.Dra. ANGHELA MAGG]O DA FONSECA
Présidente do Comité dg Etic do DOG-FMUSP

o

Prof. Dr. SEIZ()/ \ IYADAHIRA

APROVADO PELO CONSELHO
DO DOG EM (¥ /2010

M«w‘
/

PROF. DR. EDMUND CHADA B
Chefe do Departamento de Obstefrief
Faculdade de Medicina da Univérsi

CAT
a e Ginecologia
de de Sao Paulo
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Anexo C - Caracteristicas clinicas das pacientes estudadas.
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IMC Idade ao n° de
Pacientes Idade Cor DUM Kg/m? Naicirpento Menarca Fumo Alcool AF partos
1° Filho

1 52 Branca 51 29 0 14 0 0 0 0
2 53  Branca 40 35 20 13 1 1 0 4
3 53 Branca 46 31 17 13 0 0 0 3
4 50  Branca 45 35 0 14 0 0 0 0
5 63  Branca 51 21 35 18 0 0 0 2
6 63  Amarela 57 25 30 14 0 0 0 2
7 56  Amarela 43 26 28 11 0 0 0 2
8 59 Negra 45 30 20 14 0 0 0 6
9 55  Branca 54 27 23 15 0 0 0 3
10 58  Branca 46 25 23 14 0 0 1 1
11 55  Branca 53 48 25 15 0 0 0 1
12 61 Parda 55 35 25 9 0 0 0 3
13 58 Branca 50 32 11 0 0 0 0
14 62 Branca 50 30 13 0 0 0 0
15 50  Branca 44 35 34 13 0 0 0 2
16 60  Parda 45 24 30 13 0 0 0 2
17 59  Negra 37 35 25 11 0 0 0 3
18 59  Parda 51 20 20 15 0 0 0 2
19 64  Branca 51 29 39 13 0 0 0 1
20 59  Branca 44 21 24 15 0 0 0 3
21 54 Branca 40 32 18 0 0 0 0
22 56 Branca 40 27 11 0 0 0 0
23 58  Branca 40 22 28 15 0 0 0 3
24 52 Branca 33 31 20 14 0 0 0 3
25 60  Negra 48 30 0 13 0 0 0 0
26 51 Negra 48 31 25 11 0 0 0 2
27 60  Branca 54 24 32 11 0 0 0 1
28 62 Branca 50 28 22 14 0 0 0 5
29 61  Branca 54 27 30 11 0 0 0 3
30 65 Parda 39 32 19 12 0 0 0 4
31 58  Branca 30 21 0 13 0 0 0 0
32 62 Branca 44 33 35 14 0 0 0 1
33 58  Branca 52 27 0 11 0 0 0 0
34 58  Branca 52 25 29 12 0 0 0 1
35 52 Branca 40 26 21 15 0 0 0 2
36 56  Branca 55 21 25 14 0 0 0 1
37 45  Branca 44 24 20 13 0 0 0 2
38 55  Branca 36 25 15 14 0 0 0 7
39 65  Branca 45 19 20 14 0 0 0 4

Continua
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Idade ao

Pacientes Idade Cor DUM Igg}f}z Naicil.nento Menarca Fumo Alcool AF pI:r(tl(fs
1° Filho
40 60  Branca 32 26 18 10 1 0 0 4
41 63  Amarela 50 28 33 11 0 0 0 2
42 62  Parda 40 23 40 14 0 0 0 1
43 57  Branca 48 30 30 11 0 0 0 3
44 63  Branca 39 30 20 15 0 0 0 1
45 60  Branca 45 23 0 12 0 0 0 0
46 65  Branca 49 30 22 12 0 0 0 5
47 65  Branca 53 25 25 10 1 0 0 2
48 64  Parda 53 30 20 10 0 0 0 4
49 63 Negra 52 30 14 0 0 0 0
50 61 Branca 30 22 14 0 0 0 0
51 49  Branca 35 24 20 16 1 0 0 3
52 56  Parda 52 30 19 14 0 0 0 3
53 61  Branca 48 28 40 14 0 0 0 1
54 51  Branca 38 27 22 14 0 0 0 3
55 57  Branca 31 31 18 11 0 0 0 3
56 57  Branca 45 25 25 15 0 0 0 2
57 50  Parda 48 24 21 14 0 0 0 3
58 51  Branca 50 28 0 11 0 0 0 0
59 58  Negra 50 27 39 15 0 0 0 1
60 59  Amarela 47 21 26 13 0 0 0 2
61 64  Parda 50 35 25 13 0 0 0 1
62 56  Parda 51 22 0 11 0 0 0 0
63 55  Branca 50 24 20 12 0 0 0 2
64 52 Branca 48 24 26 13 0 0 0 1
65 65  Branca 50 22 0 10 0 0 0 0
66 48 Branca 47 27 25 10 0 0 0 3
67 55 Parda 50 22 45 12 0 0 0 1
68 62  Parda 43 27 36 12 0 0 0 1
69 46  Parda 45 36 25 11 0 0 0 3
70 60  Branca 53 33 17 13 0 0 0 1
71 52 Parda 50 34 22 13 0 0 0 3
72 56  Branca 55 27 18 13 0 0 0 2
73 45 Parda 43 30 23 13 0 0 0 3
74 58  Negra 49 31 23 12 0 0 1 3
75 48 Branca 47 22 0 13 0 0 0 0
76 62 Branca 48 24 40 13 1 0 0 1
71 59  Branca 50 37 24 12 0 0 0 3
78 50  Negra 36 21 22 13 0 0 0 1
79 55  Negra 36 31 0 13 0 0 0 0

Continua
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Idade ao

Pacientes Idade Cor DUM Igg}f}z Naicil.nento Menarca Fumo Alcool AF pI:r(tl(fs
1° Filho
80 61  Branca 36 19 28 15 0 0 0 3
81 60  Negra 53 22 31 14 0 0 0 3
82 59  Branca 50 20 33 12 0 0 0 2
83 59  Parda 45 34 22 13 0 0 0 3
84 64  Branca 33 16 21 13 0 0 0 1
85 64  Parda 51 22 27 16 0 0 0 4
86 55 Parda 47 32 19 13 0 0 0 2
87 58  Negra 56 30 19 0 0 1 0
88 64  Amarela 56 21 10 0 0 0 0
89 47 Parda 44 33 19 11 0 0 0 2
90 56 Negra 47 24 23 13 1 0 0 2
91 52 Branca 50 30 21 14 0 0 0 2
92 60  Parda 50 30 0 12 0 0 0 0
93 54  Branca 50 31 24 13 0 0 0 2
94 64  Branca 40 28 26 14 0 1 0 2
95 54 Parda 53 30 26 13 0 0 1 3
96 56  Branca 45 27 19 11 1 0 0 4
97 55 Parda 54 25 14 0 0 0 0
98 64 Branca 50 30 14 0 0 0 0
99 56  Negra 52 31 13 0 0 0 0
100 60  Negra 50 28 20 11 0 1 0 3
101 52 Branca 45 28 23 15 0 0 1 2
102 60  Parda 45 23 0 17 0 0 0 0
103 52 Branca 48 50 26 11 0 0 0 2
104 45  Branca 43 18 21 15 1 1 0 3
105 54 Parda 42 30 17 14 0 0 0 4
106 50  Parda 43 26 0 12 0 0 1 0
107 59  Parda 46 27 25 17 0 0 0 3
108 47 Parda 40 24 21 13 0 0 0 4
109 53 Negra 50 30 18 11 0 0 0 4
110 51  Amarela 50 26 27 12 0 0 1 4
111 55  Branca 52 21 16 11 0 0 0 3
112 58  Branca 43 27 22 12 0 0 0 3
113 50  Branca 43 21 18 13 1 1 0 1
114 52 Parda 50 21 18 13 1 1 1 3
115 54 Parda 52 38 17 13 0 0 0 7
116 55  Branca 54 31 18 13 0 1 1 3
117 61  Branca 54 20 38 13 0 0 1 2
118 54  Branca 44 33 21 14 0 0 0 4
119 58 Amarela 54 32 19 11 0 0 1 2

Continua
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Idade ao

Pacientes Idade Cor DUM Igg}f}z Naicil.nento Menarca Fumo Alcool AF pI:r(tl(fs
1° Filho
120 53 Negra 49 27 23 12 1 0 0 2
121 55 Parda 49 27 0 13 1 1 0 0
122 45 Parda 30 18 22 19 0 0 0 1
123 62  Branca 27 21 0 15 0 0 0 0
124 63  Branca 49 26 22 14 0 0 1 3
125 50  Parda 42 25 18 13 0 0 0 2
126 62 Branca 48 26 19 14 1 0 0 3
127 54 Negra 42 23 30 14 0 0 0 2
128 56 Branca 38 23 0 14 0 0 0 0
129 62  Parda 54 26 24 11 0 1 0 4
130 63  Branca 54 33 21 13 0 0 1 2
131 51 Negra 50 30 0 13 1 1 0 0
132 56  Negra 51 24 21 15 1 1 1 2
133 63 Negra 47 19 27 16 0 0 0 2
134 57  Parda 45 30 30 12 0 0 0 2
135 59  Branca 45 30 0 13 0 0 1 0
136 51  Parda 50 33 26 10 1 1 1 1
137 48  Branca 46 26 17 16 1 0 0 2
138 63  Branca 49 26 22 14 0 0 1 3
139 64  Parda 46 37 20 16 1 0 0 4
140 53 Parda 46 26 15 0 0 0 0
141 65 Branca 55 22 13 0 1 0 0
142 48  Branca 47 21 38 12 0 0 0 2
143 59  Parda 50 32 19 11 0 0 0 4
144 53 Parda 52 23 20 13 0 1 0 1
145 52 Branca 51 27 21 14 0 0 1 2
146 52 Branca 49 17 30 12 0 0 0 1
147 60  Parda 37 22 18 15 0 0 0 4
148 51 Parda 49 30 17 11 0 0 0 3
149 47 Branca 46 24 19 13 1 0 0 2
150 55 Parda 52 41 22 12 0 0 0 3
151 49 Negra 48 26 0 17 0 0 0 0
152 56  Branca 52 26 20 12 0 0 0 3
153 53  Branca 49 24 25 14 0 0 0 2
154 57 Amarela 50 19 40 11 0 0 0 1
155 46  Branca 43 21 18 11 0 0 1 3
156 54 Negra 42 32 20 12 0 1 0 1
157 62  Branca 48 33 20 11 1 1 0 4
158 48  Negra 40 24 18 13 0 0 0 1
159 53  Branca 40 28 17 14 1 0 1 3

Continua
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Idade ao

Pacientes Idade Cor DUM Igg}f}z Naicil.nento Menarca Fumo Alcool AF pI:r(tl(fs
1° Filho
160 52 Branca 38 30 28 12 0 0 0 1
161 61  Branca 47 34 24 11 0 0 0 4
162 60  Branca 50 26 35 15 0 0 0 2
163 49  Branca 47 27 0 14 0 0 0 0
164 62 Branca 50 25 17 12 0 1 0 5
165 63  Branca 54 30 25 12 0 0 1 2
166 64  Negra 55 25 13 0 0 1 0
167 55  Negra 43 25 12 0 0 1 0
168 57  Branca 39 26 24 12 1 0 0 3
169 55  Branca 54 23 18 11 1 0 0 1
170 63  Branca 50 28 19 15 0 1 0 7
171 64  Branca 55 43 36 13 0 0 0 1
172 53  Branca 33 30 23 15 0 0 0 4
173 58  Branca 48 25 20 11 0 0 0 2
174 55  Branca 48 30 0 14 0 1 0 0
175 53  Branca 47 21 19 11 0 0 0 1
176 49 Parda 44 22 24 13 0 0 0 3
177 47 Parda 44 30 18 11 0 1 0 3
178 50  Parda 43 33 28 11 0 0 0 2
179 52 Parda 50 23 18 12 0 0 0 6
180 63  Branca 57 30 24 12 0 1 1 3
181 52 Branca 51 19 34 14 0 0 0 2
182 56  Amarela 53 21 36 13 0 0 0 1
183 64  Branca 45 30 25 13 0 0 0 3
184 64  Branca 49 23 0 13 0 0 0 0
185 47 Branca 46 19 21 17 0 0 0 2
186 56  Branca 53 27 19 16 0 0 0 2
187 56  Branca 49 37 0 12 0 0 0 0
188 61  Parda 47 30 27 16 0 0 0 2
189 52 Branca 33 25 18 12 0 1 0 2
190 58  Amarela 54 24 26 15 0 1 0 3
191 59  Branca 54 24 21 15 0 0 0 2
192 64  Branca 48 23 19 14 0 0 1 6
193 58  Branca 48 31 35 13 0 0 0 3
194 47 Negra 40 24 0 11 0 0 0 0
195 62  Parda 55 25 31 19 0 0 0 2
196 61  Parda 52 27 30 12 0 1 1 3
197 53 Negra 50 32 22 12 1 1 0 1
198 63  Branca 47 24 25 10 0 0 0 1
199 65  Negra 50 30 23 10 0 0 0 2

Continua
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Idade ao

Pacientes Idade Cor DUM Igg}f}z Naicil.nento Menarca Fumo Alcool AF pI:r(tl(fs
1° Filho
200 53  Branca 30 22 28 15 1 1 0 1
201 56  Parda 48 27 26 13 1 1 1 3
202 50  Negra 35 23 0 15 0 0 1 0
203 50  Negra 34 21 29 16 0 1 1 2
204 45 Parda 44 32 19 12 0 0 1 6
205 50  Branca 49 22 20 15 0 0 0 3
206 59  Branca 50 24 34 15 0 0 0 2
207 59  Branca 36 23 0 12 0 1 0 0
208 54  Branca 49 30 18 14 0 0 0 3
209 65  Branca 40 30 26 15 0 0 0 4
210 55  Parda 40 37 21 12 0 0 0 2
211 61  Branca 54 21 28 12 1 0 0 2
212 64  Branca 50 24 20 12 0 0 0 3
213 62  Branca 45 24 22 13 0 0 1 3
214 58  Branca 49 30 28 14 0 0 0 1
215 50  Parda 33 36 15 14 0 0 0 3
216 50  Branca 31 30 27 13 1 1 0 2
217 60  Branca 49 32 20 16 0 0 0 3
218 53 Parda 47 30 20 11 0 0 0 2
219 45 Parda 44 30 17 12 1 1 0 3
220 54 Parda 35 30 16 13 0 1 1 3
221 50 Branca 50 22 13 0 0 0 0
222 50 Amarela 49 30 12 0 0 0 0
223 61 Branca 42 27 13 0 0 0 0
224 64 Branca 50 20 13 0 1 0 0
225 58  Branca 41 33 19 13 1 0 1 1
226 51 Parda 49 23 21 17 1 1 0 3
227 52 Branca 51 25 26 13 0 0 0 2
228 53 Parda 50 22 0 16 0 0 0 0
229 67  Branca 52 23 40 14 0 1 1 1
230 46  Branca 45 23 20 18 1 0 1 3
231 63 Parda 56 35 26 12 0 0 0 3
232 62 Negra 40 18 14 0 0 0 0
233 45  Negra 44 25 15 0 0 0 0
234 53 Amarela 50 22 30 14 1 0 0 3
234 53 Negra 50 37 0 13 0 0 0 0
236 64 Branca 53 32 25 16 0 0 0 2
237 65  Amarela 25 32 12 0 0 1 0
238 63 Branca 30 25 11 0 0 0 0
239 53  Branca 50 40 31 14 0 0 0 2
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Idade ao

Pacientes Idade Cor DUM Igg}f}z Naicil.nento Menarca Fumo Alcool AF pI:r(tl(fs
1° Filho
240 59  Amarela 46 37 23 13 0 0 0 2
241 47  Branca 35 23 0 16 0 0 1 0
242 44 Branca 43 21 19 14 0 0 0 3
243 58  Branca 48 27 32 13 1 0 1 1
244 48  Branca 47 22 23 17 0 0 0 1
245 56 Branca 50 31 0 13 1 1 0 0
246 64  Parda 42 24 24 11 0 0 1 5
247 56 Negra 45 23 39 13 0 0 1 2
248 59 Branca 39 30 0 11 0 1 1 0
249 55  Branca 54 38 23 11 0 1 0 3
250 46 Negra 45 23 30 15 1 1 0 2
251 55  Branca 53 20 29 12 0 0 0 2
252 58  Branca 48 26 0 14 0 0 1 0
253 59  Branca 34 30 19 13 0 0 1 3
254 53 Branca 42 26 23 13 0 0 0 3
255 50  Branca 49 22 32 16 0 0 1 2
256 64  Branca 40 30 22 17 1 0 1 1
257 60  Negra 48 25 26 17 0 0 0 4
258 53  Branca 43 23 17 15 0 1 0 3
259 57  Branca 53 32 0 12 0 1 0 0
260 57 Amarela 55 23 29 14 0 0 1 1
261 51 Parda 35 30 0 15 0 0 0 0
262 61  Branca 51 26 42 11 0 1 0 1
263 57  Branca 46 26 22 14 1 0 1 6
264 59 Negra 55 26 19 12 0 0 0 2
265 47  Branca 39 20 19 14 0 0 0 3
266 59  Branca 52 30 27 12 0 0 0 3
267 45  Branca 42 21 26 11 0 0 0 2
268 62 Negra 48 30 29 11 0 0 0 2
269 65  Branca 40 26 20 16 0 0 0 5
270 65 Branca 48 18 0 13 0 0 0 0
271 54  Branca 48 30 22 15 0 0 1 3
272 54  Branca 49 22 22 12 1 0 0 1
273 63 Parda 59 30 23 11 0 0 0 2
274 54 Branca 49 24 26 13 0 0 0 2
275 58  Branca 50 30 26 12 0 0 1 2
276 58  Branca 48 23 26 13 0 0 1 1
2717 59  Branca 50 28 26 13 0 0 1 1
278 61  Negra 43 23 27 13 0 0 0 2
279 55  Branca 53 28 18 11 0 0 0 4
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Idade ao

Pacientes Idade Cor DUM Igg}f}z Naicil.nento Menarca Fumo Alcool AF pI:r(tl(fs
1° Filho
280 63 Parda 51 25 0 15 0 0 1 0
281 52 Negra 41 32 15 11 0 1 0 3
282 58  Branca 49 23 19 13 0 0 0 1
283 55  Branca 50 25 18 11 0 1 0 2
284 59 Negra 45 22 20 15 1 1 0 4
285 48  Branca 43 23 18 11 1 0 1 5
286 60  Branca 34 22 0 16 0 0 0 0
287 54  Branca 52 21 32 13 0 1 0 1
288 51 Parda 49 22 24 14 0 0 0 3
289 52 Negra 51 30 22 12 0 0 1 3
290 55  Negra 47 30 21 13 0 0 0 2
291 47 Parda 34 21 26 13 0 0 0 2
292 49  Parda 43 22 0 13 0 0 0 0
293 58  Branca 54 27 15 13 0 0 1 3
294 54 Negra 50 24 20 15 1 1 0 2
295 54  Branca 51 35 28 13 0 0 1 2
296 53 Parda 52 30 18 14 1 1 1 4
297 57  Branca 49 27 28 13 0 0 0 1
298 59  Branca 52 27 18 15 0 0 0 5
299 53 Negra 27 23 18 14 0 0 0 4
300 64  Branca 49 35 15 13 0 0 1 5
301 60 Branca 51 22 11 0 0 0 0
302 56 Branca 54 23 14 0 0 0 0
303 65 Branca 53 31 12 0 0 0 0
304 56  Branca 39 27 16 11 0 0 0 4
305 59 Branca 45 28 13 0 0 0 0
306 62 Negra 40 23 13 1 1 0 0
307 57 Branca 51 23 13 0 1 1 0
308 49  Branca 48 19 29 11 0 0 0 1
0 = Ausente

1 = Presente
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Anexo D — Avaliacdo subjetiva e avaliagdo objetiva da densidade mamografica

AV SUBJ AV OBJ

Numero

AV SUBJ AV OBJ

Numero

40
41

42
43

44
45

46

47

48

49

10

11

50
51

12
13

52
53

14
15
16
17
18
19
20
21

54
55

56
57
58

59
60
61

22
23

62
63

24
25

64
65

26

66
67
68

27

28

29

69
70

71

30
31

32
33

72
73

34
35

74
75

36
37
38
39

76
77
78

Continua.....
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AV SUBJ AV OBJ

Numero

AV SUBJ AV OBJ

Numero

120

121

79
80
81

122
123

82
83

124
125

84
85

126
127

86
87
88
89
90
91

128
129

130

131

132

133

92
93

134

135

94
95

136

137

96
97

138

139

98
99

140

141

100
101

142

143

102
103

144

145

104
105

146

147

106
107
108
109

148

149

150

151

110
111

152

153

112
113

154

155

114
115

156

157

116
117
118
119

158

159

160

Continua.....
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AV SUBJ AV OBJ

Numero

AV SUBJ AV OBJ

Numero

202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223

161
162
163

164
165

166
167
168
169

170
171

172

173

174

175

176

177
178

179

180
181

182
183

224
225

184
185

226
227
228
229

186
187
188
189

230
231
232
233

190
191

192
193

234
234

194
195

236
237
238
239

196
197
198
199
200
201

240
241
242

Continua.....
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AV SUBJ AV OBJ

Numero

AV SUBJ AV OBJ

Numero

276
277
278
279

243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275

280
281
282
283

284
285

286
287
288
289

290
291
292
293

294
295

296
297
298
299

300
301
302
303

304
305

306
307
308

0=NAO DENSA
1 =DENSA
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Anexo E — Distribuicao dos polimorfismos Pvull, Xbal (GT)n

Numero Pyull Xbal (GT)n Numero Pyull Xba l (GT) n
1 Pp Xx 16 40 PP XX 15
2 PP XX 15 41 PP Xx 13
3 Pp XX 20 42 PP XX 16
4 PP XX 16 43 Pp XX 16
5 PP XX 16 44 PP XX 17
6 PP XX 16 45 Pp Xx 15
7 pp Xx 15 46 PP XX 15
8 Pp Xx 15 47 PP XX 16
9 Pp Xx 14 48 Pp Xx 16
10 Pp Xx 17 49 Pp XX 17
11 Pp XX 16 50 PP XX 15
12 Pp XX 14 51 Pp XX 15
13 Pp Xx 16 52 PP XX 16
14 Pp XX 16 53 Pp Xx 16
15 Pp Xx 14 54 PP XX 16
16 PP Xx 15 55 Pp Xx 16
17 pp Xx 17 56 pp Xx 14
18 pp XX 16 57 PP Xx 16
19 Pp Xx 15 58 pp XX 16

20 pp XX 15 59 Pp Xx 15
21 Pp Xx 15 60 Pp Xx 16
22 PP XX 16 61 PP XX 15
23 PP XX 14 62 pp XX 19
24 PP Xx 15 63 PP Xx 18
25 pp Xx 16 64 Pp Xx 17
26 PP XX 15 65 Pp Xx 16
27 Pp XX 17 66 PP XX 14
28 Pp Xx 16 67 PP XX 16
29 Pp Xx 16 68 pp Xx 16
30 Pp XX 15 69 Pp XX 16
31 Pp XX 16 70 Pp Xx 16
32 Pp XX 15 71 PP XX 15
33 Pp Xx 17 72 Pp XX 16
34 PP XX 18 73 Pp Xx 15
35 Pp XX 16 74 PP Xx 16
36 PP Xx 14 75 PP XX 16
37 Pp Xx 16 76 PP XX 16
38 PP XX 19 77 PP XX 16
39 pp XX 17 78 PP Xx 16

Continua.....
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Numero Pvull Xbal (GT)n Numero Pvull Xbal (GT) n
79 PP Xx 14 120 PP Xx 15
80 pp XX 15 121 PP XX 15
81 PP Xx 15 122 Pp Xx 15
82 Pp Xx 15 123 Pp Xx 16
83 pp Xx 14 124 Pp Xx 17
84 Pp Xx 16 125 PP XX 16
85 Pp Xx 15 126 PP XX 15
86 Pp XX 15 127 PP XX 16
87 pp XX 19 128 Pp Xx 22
88 pp Xx 16 129 PP XX 15
89 Pp Xx 15 130 Pp XX 14
90 PP Xx 16 131 Pp XX 16
91 pp XX 12 132 Pp XX 15
92 pp XX 15 133 Pp Xx 14
93 PP XX 15 134 pp XX 18
94 Pp XX 17 135 PP XX 14
95 Pp Xx 15 136 PP XX 16
96 PP XX 17 137 PP XX 16
97 Pp Xx 18 138 pp XX 16
98 pp XX 16 139 pp XX 16
99 Pp XX 16 140 PP Xx 14
100 Pp XX 15 141 PP XX 14
101 Pp Xx 14 142 Pp Xx 15
102 PP XX 16 143 Pp Xx 16
103 Pp Xx 16 144 pp Xx 15
104 pp XX 16 145 PP XX 15
105 PP XX 18 146 PP XX 14
106 Pp Xx 15 147 PP XX 14
107 Pp Xx 14 148 PP Xx 17
108 Pp Xx 15 149 PP XX 15
109 Pp Xx 14 150 PP XX 16
110 pp XX 14 151 Pp XX 15
111 Pp Xx 14 152 Pp Xx 15
112 Pp Xx 16 153 PP XX 14
113 pp Xx 16 154 PP Xx 14
114 PP XX 15 155 Pp Xx 18
115 Pp XX 16 156 Pp Xx 14
116 pp XX 19 157 PP XX 14
117 pp XX 16 158 Pp Xx 14
118 pp Xx 16 159 Pp Xx 16
119 Pp Xx 14 160 Pp Xx 17

Continua.....
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..... Continuagdo Anexo D

Numero Pvull Xbal (GT)n Numero Pvull Xbal (GT) n
161 Pp XX 16 202 pp Xx 14
162 PP XX 15 203 PP Xx 17
163 PP XX 15 204 Pp Xx 12
164 PP XX 16 205 Pp Xx 16
165 Pp Xx 17 206 pp XX 16
166 pp XX 16 207 Pp Xx 16
167 Pp Xx 16 208 PP XX 16
168 PP Xx 16 209 Pp xX 17
169 PP Xx 12 210 PP XX 16
170 Pp XX 16 211 Pp XX 16
171 Pp Xx 16 212 Pp Xx 15
172 PP XX 15 213 Pp Xx 15
173 Pp Xx 14 214 Pp Xx 16
174 pp XX 15 215 PP XX 16
175 Pp Xx 16 216 PP XX 17
176 Pp XX 15 217 PP Xx 16
177 pp XX 15 218 PP XX 21
178 PP XX 15 219 PP XX 12
179 PP XX 16 220 pp Xx 16
180 PP XX 14 221 Pp Xx 16
181 PP Xx 16 222 PP XX 17
182 PP XX 16 223 PP XX 16
183 Pp Xx 16 224 Pp Xx 22
184 Pp Xx 15 225 Pp Xx 14
185 pp Xx 15 226 Pp Xx 16
186 Pp Xx 15 227 Pp XX 17
187 Pp Xx 20 228 pp Xx 15
188 PP XX 15 229 PP XX 16
189 Pp XX 12 230 pp Xx 16
190 PP Xx 15 231 PP Xx 16
191 Pp XX 14 232 PP XX 11
192 Pp XX 17 233 Pp Xx 16
193 Pp Xx 12 234 PP XX 19
194 PP XX 12 234 Pp Xx 15
195 PP Xx 15 236 PP Xx 18
196 pp XX 15 237 Pp Xx 17
197 Pp Xx 15 238 PP XX 16
198 Pp Xx 12 239 PP XX 16
199 Pp Xx 15 240 Pp XX 19
200 Pp Xx 16 241 PP XX 14
201 Pp Xx 12 242 pp XX 15

Continua.....
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..... Continuagdo Anexo D

Numero Pvull Xbal (GT)n Numero Pvull Xbal (GT) n
243 Pp Xx 15 276 Pp Xx 18
244 PP XX 15 277 Pp Xx 16
245 pp Xx 17 278 PP Xx 15
246 pp Xx 15 279 PP XX 11
247 Pp Xx 18 280 Pp Xx 15
248 Pp Xx 16 281 Pp XX 16
249 Pp Xx 11 282 Pp XX 11
250 PP Xx 16 283 Pp Xx 15
251 pp XX 18 284 PP XX 19
252 PP XX 15 285 Pp Xx 15
253 Pp Xx 16 286 Pp XX 22
254 PP XX 16 287 Pp Xx 13
255 PP Xx 16 288 Pp XX 17
256 Pp XX 16 289 Pp XX 14
257 PP Xx 11 290 Pp Xx 16
258 PP XX 18 291 Pp XX 16
259 pp XX 17 292 Pp XX 19
260 Pp XX 18 293 Pp Xx 14
261 Pp Xx 14 294 Pp Xx 16
262 Pp Xx 16 295 pp XX 15
263 PP XX 16 296 Pp Xx 15
264 PP XX 18 297 PP XX 15
265 PP Xx 15 298 PP XX 16
266 Pp Xx 16 299 Pp Xx 16
267 PP Xx 16 300 Pp Xx 18
268 PP Xx 17 301 PP Xx 16
269 PP Xx 16 302 PP XX 16
270 Pp Xx 18 303 pp XX 16
271 Pp XX 16 304 Pp Xx 12
272 PP XX 17 305 Pp XX 13
273 jus) XX 14 306 Pp Xx 15
274 PP XX 16 307 Pp Xx 16

275 Pp Xx 15 308 pp XX 16
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Polymorphisms of estrogen receptor-a gene in
Brazilian women with high breast density after

menopause

Abstract: The association of genetic polymorphism in the estrogen receptor alpha

(ERa) gene and risk for diseases including breast cancer (BC) has been the subject
of great interest. Objective: Checking on women with high breast density after
menopause, the frequency of the Pvull and Xbal polymorphisms of the ERa gene
and the correlation between them and the known risk factors for breast cancer.
Methods: Observational study with 308 women between 45-65 years-old with
high breast density, without hormonal therapy, menstruation for a year or more,
breast and ovarian cancer history. It was characterized in clinical history and
physical examination: menarche, menopause, parity, family history of BC, smoking,
alcohol intake and body mass index. Results: The allelic and genotypic frequencies
for ERa-Pvull and Xbal: P = 43.99%; p = 56.01%; pp =32.14%; Pp= 47.73% and PP=
20.13%; X= 41.56%; x= 58.44%; xx= 33.44%; Xx =50.00% and XX =16.56%,
respectively. The most frequent risk factors for BC: menarche before 12 years-old
(35.38%), nulliparity or first child after 28 years-old (41.66%), family history of BC
(19.16%) and Overweight/obesity (62.01%). Conclusion: Allelic and genotypic
distribution similar to literature. The risk factors for BC were more prevalent in
women with high breast density but without significant associations with these

polymorphisms.
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Introduction

The World Health Organization estimates that more than 1 million new cases of BC
occur around the world per year, what makes it the most common cancer among
women®.

Mammographic density (MD) is an independent risk factor for BC, showing high
risk index (RR = 2 to 6) comparable to other factors: Atypical Epithelial
Hyperplasia, mother and sister with BC, proven genetic susceptibility and
overcomes factors like: nulliparity, personal history of the hyperplasia without
atypia, early menarche and late menopause?.

Exposure to estrogens during life is a well established risk factor to BC and high
MD, because influence the growth, differentiation and function of many target-
tissues, including breast, uterus and ovaries®. Biological effects of estrogens are
mediated through binding affinity with its receptor. Estrogens receptors (ER) are
members of the nuclear receptors that control gene transcription. The two main
isoforms of ERs are the a and 5, located on chromosome 6q25.1 and 14q22-24
respectively 4. There is a special interest in the ERa because its protein is high in
cells of malignant breast tumors>.

The Association of genetic polymorphisms in the ERa gene and risk of disease
including the BC has been a object of great interest® 7.8 9 The aim of this study is
to verify the frequency of polymorphisms of ERa Pvull and Xbal in women with

high breast density after menopause.

URL: http://mc.manuscriptcentral.com/dgye Email: gynendo@tiscali.it

Page 2 of 15



Page 3 of 15

©CoO~NOUTA,WNPE

Gynecological Endocrinology

Methods

Observational study of prevalence of gene polymorphisms ERa Pvull and Xbal in
308 women after menopause, aged 45 to 65, with high breast density evaluated by
computerized objective method, no use of hormone therapy for at least one year
and without personal history of breast and ovarian cancer selected in the
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HC-
FMUSP) from January 2010 to March 2011. The study was approved by the Ethics
Committee for the Analysis of Research Projects-CAPPesq of HC-FMUSP, and all
women signed Informed Consent. We characterized: the age of menarche and
menopause, parity, family history of breast cancer, smoking, alcohol intake and
body mass index (BMI).

The genomic DNA was extracted from peripheral blood using QlAamp DNA blood
Mini Kit (Qiagen), following manufacturer instructions. After DNA quality and
integrity evaluation, we performed PCR-RFLP assay for Estrogen Receptor Pvull
and Xbal polymorphism analysis as described by Herrington et al. (2002).

The principle of Hardy-Weinberg (H-W) was used to check if the genotype
frequencies of the Pvull and Xbal polymorphisms of our population were in genetic
equilibrium. Simple mathematical model [(p + q)?= p*+ 2pq + %] was used to
calculate genotype frequencies from allele frequencies.

Statistical analysis: The data were described using medium, standard deviation
(sd), median, absolute frequency (n) and relative frequency (%).

The analyses were performed using the statistical program PAST version 2.15. The
comparison of qualitative variables were obtained by testing X2; for quantitative

variables were used "t Test". When it came to more than two variables it was
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applied the test of analysis of variance (ANOVA). The value of statistical

significance was set at 5%, i.e. p < 0.05.

Results

The distribution of clinical features in our population is shown in table 1. Within
the risk factors considered for the BC and high MD, menarche before 12 years old
(35.38%), nulliparity or age at the first child after 28 years-old (41.66%), family
history (FH) of breast cancer (19.16%) and Overweight/obesity (62.01%) were
more prevalent in this population. The caucasian was the most frequent and late
menopause age was not a factor of influence.

The average age was quite high (56.31 years). The allele frequencies (table 2)
obtained for ERa-397-Pvull and ERa-351-Xbal polymorphisms were: P = 43.99%, p
= 56.01% and X= 41.56%; x= 58.44%. The genotypic distribution was in H-W
equilibrium with the following frequencies: genotype pp (32.14%); Pp (47.73%);
PP (20.13%) and for xx genotype (33.44%); Xx (50.00%) and XX (16.56%).

The table-3 shows the genotype associations ERa397-Pvull and ERa351-Xbal with
known risk factors for BC and high MD. There was no statistically significant
difference, but in absolute numbers, there was higher prevalence of reproductive
and environmental risk factors in women with mutated homozygous than wild

homozygous.

Discussion

The polymorphism is a genetic variation of usual occurrence in the general
population, found in frequency higher than 1%. There are several known
polymorphisms of estrogen receptor alpha gene (ERa), some of which can modify

the function of the receptor and the action of estrogens. Among the known
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polymorphisms, Pvull and Xbal, may be involved with increased individual risk for
BC and high MD after menopause*.

In this sense van Duijnhoven et al, studied the influence of the ERa and hormone
therapy (HT) in MD (independent risk factor for BC), and observed association
between increased breast density and presence of genotype ERa -397 Pvull (OR:
2.24), in women having HT. Ramos et al, investigating the genotypic distribution of
the polymorphism Xbal in women with high breast density after menopause,
observed that women with two mutated alleles xx were 2.5 times more likely to
have high breast density when compared to those with one or two normal alleles
for this polymorphism (OR = 2.34). Gonzalez-Mancha et al, analyzing the presence
of variant Pvull in 444 women with breast cancer and 704 controls found in
genotyping significant representation of the T allele among the cases with family
history of cancer compared with controls (0.65 and 0.53 respectively). In this way
the role of the polymorphism Pvull was statistically significant among cases of
family cancer (OR = 3.81).

Javed et al, combined the effects of the age of menopause, Xbal and Pvull
polymorphisms and the occurrence of breast cancer in the Pakistani population
and concluded that the genotype Xbal was 45% higher in cases of breast cancer.
The molecular mechanisms by which these polymorphisms alter the activity of the
receptor are not clear since Pvull and Xbal are located in a intronic region, and
apparently non-functional of the gene. Possible explanations include: the existence
of functional combination among polymorphic alleles where the two markers in
combination would change the genetic function as well as the stability of RNA1L
Another explanation would be that polymorphisms in intron could have a linkage

Disequilibrium (LD) with the éxon which would affect the function of the ER12, In
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this sense Shen et al studied together the genotypes ER-a Xbal, ERa Pvull, CYP1A1
Mspl with the aim of assessing whether the susceptibility of these three haplotypes
had cumulative effects for the risk of breast cancer. Their results showed that the
combination of allelic variants of three locus has increased the risk of breast cancer
even more (OR = 8.07).

In our study, the allele frequencies and genotypic obtained for polymorphism ERa-
397-Pvull (P = 43.99%; p = 56.01%) were similar to those found in other studies
that correlated this polymorphism with MD or B(C6814151617 The genotypic
distribution was in H-W equilibrium with the following frequencies: genotype pp
32.14%; Pp 47.73% and PP 20.13% . However the allele frequencies for the
polymorphism Xbal (X= 41.56%; x= 58.44%) were lower when compared with the
other two studies in the Brazilian population?17 , but it was according to the
frequency found by van Duijnhoven et al, Molvarec et al, and by Hsieh et al. The
genotypic distribution to ERa -351 Xbal was also in H-W equilibrium with the
following frequencies: xx genotype 33.44%; Xx 50.00% and XX 16.56% .

In relation to known risk factors for BC and MD, we noted that the homozygous
recessive genotype to Pvull was influenced by reproductive factors. In the
mutated homozygous group (pp) the percentage of nulliparous and women who
had their first child at full term after 28-years-old were 42.55% and 33.82%
respectively. According to the literature, nulliparous women present risk for BC
equal to those with birth of first child after 28 years-old1®. This genotype, in
absolute terms, presented early menopause. This data is in concordance to what
Gonzales-Mancha et al, who researched the association SNPs Pvull and BC in

women with menopause at the average age of 47.94 years-old.
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As for the risk factors for BC considered modifiable (smoking, alcoholism and
obesity/overweight) were present in the genotype pp 38.64%, 34.00% and
28.30%, and in xx 34.01%, 32.00% and 35.07%, respectively, suggesting that
environmental factors (mitogenic/mutagens) can interfere with this process
causing DNA damage. Obesity is the most important determinant of estrogenic
level in women after menopause and it is associated with increased risk for BC and
worse prognosis after the beginning of the disease2? 21, The relative risk for obese
women (RR = 1.1-2.0) is comparable to those of HT (American Cancer Society). In
our study Overweight/obesity was in absolute numbers more prevalent in the
mutated group p =56.12% and xx=69.22%, factor that may have influenced this
high prevalence of obese women in a group composed only by women with high
breast density. As we all know, in previous research, obesity is an important
determinant for breast not dense 7.22,

A data that also drew attention was the number of women with a FH of BC. In the
total sample, 19.16% had a first-degree relative with BC and when we stratify to
Pvull and Xbal this percentage rises to 28.81%. This shows the importance of
hereditary factor of polymorphism that are according to the literature as noted by
Shen et al, who found positive association of these polymorphisms only in women
with FH for BC: genotype pp without FH and with FH (OR = 1.12 and 3.04) and xx
genotype (OR = 0.99 and 4.20), respectively.

For the Xbal polymorphism the reproductive factors were also more prevalent in
absolute numbers, but no statistically significant difference. Nulliparity (36.76%)
and age by having the first child after 28 years-old (34.04%). Differently from
Pvull, menopause after 50 years-old was present in 35.06% in this genotype,

against 32.90% before 50 years-old. Javet et al, combining the effects of the age of
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menopause, Xbal and Pvull polymorphisms and the occurrence of BC concluded
that the genotype Xbal was 45% higher in cases of BC.

Investigating the combination of Pvull and Xbal polymorphisms in this study was
found that these were in Linkage Disequilibrium (D" = 0.396). It was observed
that the haplotype ppxx (20.13%), which is theoretically the highest risk for the
increase of MD and BC, was more prevalent that the haplotype of lower risk PPXX

(14,61%).

Conclusion

The risk factors for breast cancer and the ERa gene polymorphisms were more
prevalent in women with high breast density, however additional case-control
studies are needed for a better understanding between these polymorphisms and

breast cancer.
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1

2

3 Table 1 - description of qualitative variables

4 Feature n %

g Race/Ethnicity Asian 15 4.87
7 Caucasian 180 58.44
g Afro-brazilian 113 36.69
10 Body Mass Index Normal 117 37.99
i% (BMI) Overweight 78 25.32
13 Obesity 113 36.69
ig Age at having the first child Up to 28 years 193 80.41
16 > 28 years 47 19.58
ig Menopause Up to 50 years 231 75
19 > 50 years 77 25
32 Menarche Up to 12 years 109 35.38
22 > 12 years 199 64.61
gi Number of pregnancy 0 60 19.48
25 1-3 166 53.90
26

27 >3 82 26.62
28 Number of births 0 68 22.08
ég (parity) 1-3 198 64.29
31 >3 42 13.64
32 Smoke Not 264 85.71
33 '
34 Yes 44 14.29
gg Alcohol Not 258 83.77
37 Yes 50 16.23
gg Metabolic syndrome Not 220 71.43
40 Yes 88 28.57
j; Family history of breast cancer Not 249 80.84
43 Yes 59 19.16
44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60
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Table 2 - Distribution of polymorphisms with verification of Hardy-
Weinberg equilibrium

Observed Expected E(;‘lﬁlibrium
Polymorphism
n % n % P
pp 100 32.47 97.7 31.73
Pp 147 47.73 151.5 49.20 0.600 ns
Pvull PP 61 19.81 58.7 19.07
Allele Frequency p 347 56.33
Allele Frequency P 269 43.67
XX 103 33.44 105.2 34.15
Xx 154 50.00 149.6 48.57 0.607 ns
Xbal XX 51 16.56 53.2 17.27
Allele Frequency x 360 58.44
Allele Frequency X 256 41.56

ns-difference not significant for the H-W equilibrium
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Table 3-Polymorphism of ER-a Pvull and Xbal

Polymorphism of ER-a

Polymorphism of ERa-Xbal

Pvull
pp Pp or PP XX Xx or XX
n (%) n (%) n (%) n (%)
Race/Ethnicity
Asian 7 (46.67) 8(53.33) 5(33.30) 10 (66.67)
Caucasian 55(30.56) 125 (69.44) 62 (34.44) 118 (65.56)
Afro-brazilian 37 (32.74) 76(67.72) 36 (31.85) 77 (68,14)
p=0.618 p=0.286
Number of births
0 23(33.82) 45 (66.18) 25 (36.76) 43 (63.24)
1to3 65(32.83) 133(67.17) 62 (31.31) 136 (68.69)
>3 12 (28.57) 30 (71.43) 16 (38.10) 26 (61.90)
p=0.835 p=0.563
Date of the last
menstruation
Up to 50 years 77 (33.33) 154 (66.67) 76 (32.90) 155 (67.10)
> 50 years 23 (29.97) 54 (70.13) 27 (35.06) 50 (64.94)
p=0.574 p=0.727
Age at having the first child
Up to 28 years 57 (29.53) 136 (70.47) 62 (32.12) 131 (67.88)
> 28 years 20 (42.55) 27 (57.45) 16 (34.04) 31 (65.96)
p=0.086 p=0.801
Age of menarche
Up to 12 years 36 (33.03) 73 (67.97) 37 (33.94) 72 (66.06)
> 12 years 64 (32.16) 135 (67.84) 66 (33.17) 133 (66.83)
p=0.877 p=0.890
Smoke
Not 83(31.44) 181 (68.56) 88(33.33) 176 (66.67)
Yes 17 (38.64) 27 (61.36) 15 (34.09) 29 (65.91)
p=0.345 p=0.921
Alcohol
Not 83(32.27) 175(67.83) 87 (33.72) 171 (66.28)
Yes 17 (34.00) 33 (66.00) 16 (32.00) 34 (68.00)
p =0.800 p=0.813
Family history
Not 83(33.33) 166 (66.67) 86 (34.54) 163 (65.46)
Yes 17 (28.81) 42 (71.19) 17 (28.81) 42 (71.19)
p=0.505 p =0.402
Body Mass Index
Normal 46 (39.32) 71 (60.68) 36 (30.77) 81 (69.23)
Overweight 21 (26.92) 57 (73.08) 25(32.05) 53 (67.95)
Obese 33(29.20) 80 (70.80) 42 (37.17) 71 (62.83)
p=0.126 p=0.563
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