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RESUMO

O cancer de mama ¢ a neoplasia mundialmente mais incidente entre as mulheres e a principal
causa de morte por cancer nessa populagdo. Apesar desta neoplasia ser mais comum em
mulheres a partir dos 50 anos de idade, tem sido relatado um aumento no numero de casos de
cancer de mama em mulheres jovens em varios paises, inclusive no Brasil. Enquanto raras
mutagdes nos genes supressores de tumor ou nos proto-oncogenes sao responsaveis por
menos de 5% de todos os casos de cancer de mama, as inimeras variantes dos genes de baixa
penetrancia, atuando em conjunto com fatores de risco ambientais, sdo, provavelmente,
responsaveis por uma parcela muito mais elevada do nimero de casos deste tipo de tumor.
Entretanto, a maioria das variagdes genéticas que contribuem para o cincer de mama
esporadico ¢ desconhecida. A paraoxonase 1 (PON1) ¢ uma enzima associada a lipoproteina
de alta densidade (HDL) e esta ligada a defesa do organismo contra os radicais livres e a
hidrélise de substancias xenobidticas. Os polimorfismos Leu>’Met e GIn'*?Arg do gene PONI
foram associados ao desenvolvimento de cancer de mama em estudos epidemiologicos
anteriores, entretanto esses achados ainda sdo inconclusivos. Esse estudo tem como objetivo
geral investigar a associacdo entre os polimorfismos genéticos Leu’>Met e GIn!*’Arg do gene
PONI e a ocorréncia de cancer de mama em mulheres menores de 36 anos de idade,
residentes na cidade do Rio de Janeiro. Este trabalho faz parte de um estudo maior, de caso-
controle de base hospitalar, sendo os casos 270 mulheres entre 18-35 anos diagnosticadas com
cancer de mama no Instituto Nacional de Cancer (INCA), entre 1999 e 2009; e os controles,
277 mulheres na mesma faixa etdria selecionada entre as pacientes e acompanhantes de trés
hospitais da rede publica de satide do Rio de Janeiro. Foram coletadas amostras de sangues de
todos os casos e controles e aplicado um questiondrio padronizado. A genotipagem dos
polimorfismos LeuMet e GIn'**Arg do gene PON! foi realizada através da técnica de PCR-
RFLP. Nio foi observada associagio entre o polimorfismo Leu’>Met do gene PONI e cincer
de mama (OR = 1,01; IC 95% 0,69-1,47 para o gen6tipo Leu/Met e OR = 1,12; IC 95% 0,55-
2,29 para o genétipo Met/Met). No entanto, foi identificada uma estimativa de risco
aumentada, sem significincia estatistica, em mulheres que apresentaram o genotipo
polimérfico Met/Met (ORajust = 1,59; IC 95% 0,61-4,14), em comparagdo a mulheres com os
genotipos Leu/Met e Leu/Leu, ap0Os ajuste pelos fatores de confusao idade e IMC aos 18 anos.
Para o polimorfismo GIn'”?Arg foi observada reducdo de risco, sem significancia estatistica,

entre o polimorfismo GIn'*?Arg do gene PONI e cancer de mama em mulheres jovens (OR =



0,88; IC 95% 0,59-1,32 para o gendtipo Gln/Arg e OR = 0,75; IC 95% 0,47-1,20 para o
genodtipo Arg/Arg). Apos o ajuste pelos fatores de confusdo idade e IMC aos 18 anos foi
observado, para mulheres que apresentaram o alelo polimoérfico 4rg/Arg uma ORajust = 0,81
(IC 95% 0,47-1,37). Este estudo sugere que os polimorfismos Leu>’Met e GIn!*?Arg do gene
PONI podem alterar o risco para a carcinogénese mamaria em mulheres com menos de 36

anos, entretanto futuros estudos sdo necessarios.

Palavras-chave: PONI. Polimorfismos. Cancer de mama. Mulheres jovens.



ABSTRACT

Breast cancer is the most commonly encountered neoplasm among women and the
leading cause of cancer death in this population. Although this neoplasm is more common in
women as young as 50 years of age, there has been an increase in the number of breast cancer
cases in young women in several countries, including Brazil. While rare mutations in tumor
suppressor genes or proto-oncogenes account for less than 5% of all breast cancer cases, the
numerous variants of the low-penetrance genes, acting in conjunction with environmental risk
factors, are probably, responsible for a much higher portion of the number of cases of this
type of tumor. However, most of the genetic variations that contribute to sporadic breast
cancer are unknown. Paraoxonase 1 (PONI) is an enzyme associated with high density
lipoprotein (HDL) and is linked to the body's defense against free radicals and the hydrolysis
of xenobiotic substances. The polymorphisms Leu55Met and GIn192Arg of the PON1 gene
were associated with the development of breast cancer in previous epidemiological studies,
however these findings are still inconclusive. This study aims to investigate the association
between the genetic polymorphisms Leu55Met and Gln192Arg of the PONI gene and the
occurrence of breast cancer in women under 36 years of age living in the city of Rio de
Janeiro. This study is part of a larger hospital case-control study, with 270 women aged 18-35
years diagnosed with breast cancer at the National Cancer Institute (INCA) between 1999 and
2009; and the controls, 277 women in the same age group selected among the patients and
companions of three hospitals of the public health network of Rio de Janeiro. Blood samples
were collected from all cases and controls and a standardized questionnaire was applied.
Genotyping of the LeuS55Met and GInl192Arg polymorphisms of the PONI1 gene was
performed using the PCR-RFLP technique. No association was observed between the
Leu55Met polymorphism of the PON1 gene and breast cancer (OR = 1.01, 95% CI 0.69-1.47
for the Leu / Met genotype and OR = 1.12, 95% CI 0, 55-2.29 for the Met / Met genotype).
However, an increased risk estimate was identified, with no statistical significance, in women
who presented the polymorphic genotype Met / Met (ORajust = 1.59; 95% CI: 0.61 to 4.14),
compared to women with Leu / Met and Leu / Leu genotypes after adjusting for confounding
age and BMI at age 18. For the GIn192Arg polymorphism, a risk reduction, with no statistical
significance, was observed between the GIn192Arg polymorphism of the PONI gene and
breast cancer in young women (OR = 0.88, 95% CI 0.59-1.32 for the genotype Gln / Arg and
OR = 0.75, 95% CI 0.47-1.20 for the Arg / Arg genotype). After adjusting for confounding



factors, age and BMI at 18 years, for women who presented the Arg / Arg polymorphic allele
an OR =0.81 (95% CI 0.47-1.37). This study

suggests that the Leu55Met and GIn192Arg polymorphisms of the PON1 gene may alter the
risk for breast carcinogenesis in women younger than 36 years, however further studies are

needed.

Keywords: PON1. Polymorphisms. Breast cancer. Young women.
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1 INTRODUCAO

O cancer da mama, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, ¢ o cancer
mais comum entre as mulheres em todo o mundo (FERLAY et al., 2015) e, em relacao as
mulheres jovens, tem-se verificado um aumento das taxas de incidéncia e mortalidade por
essa neoplasia, em diferentes partes do mundo, incluindo o Brasil (GLOBOCAN 2012; Wu et
al., 2012; Taghavi et al., 2012; Johnson et al., 2013; Santos et al., 2013; Sripan et al., 2017).
Esse aumento observado em uma faixa etaria descrita como sendo de baixa incidéncia para o
cancer de mama pode estar refletindo uma elevacao de neoplasias esporadicas decorrentes de
novas exposi¢des ambientais.

Sabe-se que os danos genéticos induzidos por metabdlitos carcinogénicos, endogenos
e exdgenos, podem contribuir para a etiologia do cancer de mama (Gu et al., 2010). Além
disso, o estresse oxidativo, através dos produtos finais da peroxidagdo lipidica, pode estar
envolvido no desenvolvimento de neoplasias (Delimaris et al., 2005; Valko et al., 2006). A
lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada ¢ a principal forma de peréxido lipidico
responsdvel por canceres relacionados com o estresse oxidativo (Ray et al., 2005). Em
contrapartida, a lipoproteina de alta densidade (HDL) atua como anti-carcinogénico e
antioxidante evitando a formacao de espécies reativas de oxigénio (Chandler e Kapoor, 1990).

A paraoxonase 1 (PON1) ¢ uma enzima associada a HDL (Mackness et al.,1998) que
desempenha um papel importante na eliminagdo de radicais livres enddgenos através da
hidrolise de fosfolipidios oxidados ativos, destrui¢do de hidroperoxidos lipidicos, preservagao
da integridade da HDL e prevencao da oxidacdo da LDL. Além disso, a PON1 est4 envolvida
na elimina¢do de radicais cancerigenos lipossoltveis (Shih ef al., 1998). Dois polimorfismos
importantes foram identificados na regido codificante do gene PONI, os polimorfismos
Leu>Met e GIn'®?Arg. Ambos polimorfismos podem afetar a concentracdo sérica e a
atividade da enzima PONI, alterando a detoxificagdo de produtos do estresse oxidativo
(Humbert ef al., 1993). Assim, a perda ou alteracdo da fun¢do da PON1 poderia desempenhar
um papel importante na susceptibilidade de ocorréncia de danos gendmicos nas células
mamarias (Hussein et al., 2011).

Até hoje, varios estudos epidemioldgicos de caso-controle investigaram a associagao
entre os polimorfismos Leu’’Met e GIn'?Arg do gene PONI e o risco de cancer de mama
comtemplando mulheres de diferentes faixas etarias (Humbert et al., 1993; Stevens et al.,

2006; Gallicchio et al., 2007; Antognelli et al., 2009; Naidu ef al., 2010; Hussein et al., 2010;
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Liu et al., 2011; Saadat, 2012; DeRoo et al., 2014). Contudo, as evidéncias sdo ainda
limitadas, alguns achados sdo controversos e pouco se sabe a respeito da interagdo desses
polimorfismos com fatores de riscos ambientais para cancer de mama em relagdao as mulheres
jovens.

Assim, a investigacio da associagdo entre os polimorfismos genéticos Leu’’Met e
GIn'’Arg do gene PONI e a ocorréncia de cincer de mama em mulheres jovens torna-se

pertinente.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

O cancer de mama ¢ a neoplasia maligna mais comum, excluindo-se o cancer de pele
ndo-melanoma, e a segunda causa de morte por cancer no mundo, considerando-se ambos os
sexos. E a causa mais frequente de morte por cancer, em mulheres, em paises menos
desenvolvidos (324 mil mortes, 14,3% do total em 2012) e a segunda naqueles mais
desenvolvidos (198 mil, 15,4% do total) (FERLAY et al., 2015).

Também no Brasil, excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma, o cancer de mama
feminino foi o tipo de cancer mais incidente entre as mulheres (GLOBOCAN, 2012). De
acordo com a International Agency for Research on Cancer (IARC) para o ano de 2012 foram
esperados 67.316 casos novos de cancer de mama, com uma taxa de 59,5 casos a cada 100 mil
mulheres e estima-se que em 2030 existirdo 104.617 casos novos de cancer de mama em
mulheres brasileiras, das quais 26.792 evoluirdo para morte (IARC, 2016).

Cerca de 6,6% de todos os casos de cancer de mama sdo diagnosticados em mulheres
com menos de 40 anos, 2,4% em mulheres com menos de 35 anos, € 1% em mulheres com
menos de 30 anos (Anders et al., 2009; Fredholm et al., 2009). Assim, embora a maior
incidéncia do cancer de mama ocorra em mulheres a partir dos 50 anos de idade, estudos
recentes sugerem uma tendéncia de aumento nas taxas de incidéncia e mortalidade em
mulheres jovens de diferentes partes do mundo, incluindo o Brasil (Fontenoy et al., 2010;
Freitas-Junior et al., 2008; Wu et al., 2012; Taghavi et al., 2012; Johnson et al., 2013; Santos
etal., 2013).

Fontenoy e colaboradores (2010), em um estudo realizado na Franga entre 1980-2004,
observaram aumento de 3,5% na taxa de incidéncia de cincer de mama em mulheres com
menos de 50 anos. Wu e colaboradores (2012) verificaram igualmente um aumento nas taxas
de incidéncia de cancer de mama em mulheres de 15 a 49 anos, entre 1973-2005 em Xangali,
China, observando uma variacdo percentual anual (APC) de 2,9 (IC 95% 2,5-3,4). Nos
Estados Unidos, Johnson e colaboradores (2013) observaram, em mulheres de 25 a 39 anos,
um aumento na incidéncia do cancer de mama com metastase em outros 0rgdos (0ssos,
cérebro, pulmado, etc.; excluindo metastase em regides mais proximas como linfonodos e
parede tordcica) no momento do diagndstico, variando de 1,53/100.000 (IC 95% 1,01-2,21)
em 1976 a 2,90/100.000 (IC 95% 2,31-3,59) em 2009 (APC 2,07; IC 95% 1,57-2,58), sem um
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aumento correspondente em mulheres de maior idade. Igualmente, Brice e colaboradores
(2013) relataram um aumento nas taxas de incidéncia de cancer de mama em mulheres de 15
a 39 anos entre 1990-2008 em Portugal, com uma APC de 2,7 (IC 95% 2,0-3,4). Entre 1970 e
2002, Aliasghar e colaboradores (2014) verificaram uma tendéncia de aumento nas taxas de
incidéncia do cancer de mama em mulheres asiaticas de 16 a 40 anos, com uma APC de 2,9
(IC 95% 2,1-3,0).

Ja no Brasil, Gongalves e Barbosa (2006) utilizaram dados de hospitalizagdo como
proxy da incidéncia, devido a falta de registros de base populacional em algumas cidades.
Assim, foi observado um aumento significativo no percentual de internagdes por cancer de
mama em mulheres menores de 30 anos nos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais e Espirito Santo, no periodo de 1998-2003. Adicionalmente, no Rio de Janeiro também
se observou um aumento no numero de obitos por cancer de mama feminino nas faixas etarias
mais jovens (30 a 49 anos) entre 1998-2003, sendo as taxas de mortalidade do Rio de Janeiro
nessa idade as mais elevadas comparativamente aquelas observadas nos demais estados da
regido Sudeste (Gongalves e Barbosa, 2006). Santos e colaboradores (2013) observaram um
aumento estatisticamente significativo na variagdo anual das taxas de incidéncia de cancer de
mama em mulheres de 20 a 39 anos da cidade de Porto Alegre, no periodo de 1993-2005
(AAPC 4,4; 1C 95% 2,8-5,9) e em Goiania, no periodo de 1998-2008 (AAPC 2.,4; IC 95%
0,3-4,6). Também em Goiania, Freitas Junior e colaboradores (2008) relataram um aumento
de 104% na taxa de incidéncia de cancer de mama em mulheres de 30 a 39 anos, entre 1988-

2003 (Quadro 1).
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Quadro 1. Estudos epidemiologicos de séries temporais que sugerem tendéncia de aumento

na incidéncia de cancer de mama em mulheres jovens, em diferentes partes do mundo.

Estudo Local Periodo Faixa etaria Variacio
’ (anos)
Aliasghar et al., 2014 Asia 1970-2002 16-40 APC=2,6
(IC95% 2,1-3,0)
Brice et al., 2013 Portugal 1990-2008 15-39 APC=2)7
(IC95% 2,0-3,4)
Freitas et al., 2013 Brasil 1988-2003 30-49 ATx=104%
Fontenoy et al., 2010 Franga 1980-2004 <50 ATx=3,5%
Johnson et al., 2013 EUA 1976-2009 25-35 APC=2,1
(IC95% 1,6-2,6)
Santos et al., 2013 Brasil 1988-2008 20-39 APC =44
(Goiania) (IC95% 2,8-5.,9)
Wuet al., 2012 China 1973-2005 15-49 APC= 2,69

(IC95% 2,5-3,4)

ATx: percentual de aumento da taxa de incidéncia no periodo analisado; APC: Variagao
percentual anual.

No Brasil, recomenda-se como principais estratégias de rastreamento populacional um
exame mamografico, pelo menos a cada dois anos, para mulheres com 50 a 69 anos de idade,
e o exame clinico anual das mamas para mulheres de 40 a 49 anos de idade. Uma vez que o
rastreamento do cancer de mama em mulheres jovens ndo ¢ recomendo pelas politicas
publicas, o aumento da incidéncia e da mortalidade, aparentemente, ndo pode ser atribuido a
uma elevagdo no diagnostico da doenca (Brasil / Ministério da Satde / INCA, 2004).

Além da tendéncia de aumento nas taxas de incidéncia do cancer de mama em mulheres
jovens, a comparagdo das caracteristicas clinico-patologicas e do prognéstico do cancer de
mama entre mulheres mais jovens e mulheres com mais de 50 anos, tem sido objeto de estudo
(El Saghir et al., 2006; Azim e Partridge, 2014). Estudos prospectivos e retrospectivos
realizados nas ultimas duas décadas relatam que o cancer de mama em mulheres jovens
apresentaria um comportamento mais agressivo € um pior prognodstico que aquele
diagnosticado em idades mais avangadas (Anders et al., 2009; Fredholm et al., 2009). Isso

pode ser explicado, em parte, pelo fato das mulheres jovens serem mais frequentemente
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diagnosticadas em estagios mais avangados, por serem mais propensas a desenvolver tumores
mais agressivos, por uma maior prevaléncia de comprometimento linfonodal axilar, por
apresentarem tumores menos diferenciados € com uma maior taxa de proliferacdo ao
diagnostico, por uma maior taxa de reincidéncia do cancer e pelas diferengas no acolhimento
da paciente nos sistemas de saide com baixo indice de suspei¢cdo e atraso no diagndstico
(Brennan et al., 2005; Assi et al, 2013; Azim e Partridge, 2014). Um estudo de coorte
retrospectivo realizado na Dinamarca com 10.356 mulheres diagnosticadas antes dos 50 anos,
relatou que pacientes com idade menor ou igual a 35 anos no momento do diagnostico
tiveram um risco 51% maior de comprometimento de linfonodos em comparagdo com
pacientes com mais de 35 anos (Kroman et al., 2000). Um estudo realizado com 732 pacientes
com cancer de mama nao-metastatico, em New York, mostrou que pacientes com menos de 36
anos tinham tumores maiores (mediana 2,0 cm vs. 1,5 cm, p<0,001), mais envolvimento
linfonodal (50% vs. 37%; p=0,022), e eram mais susceptiveis de serem diagnosticados na fase
IT ou III da doenga (60% vs. 43%; p<0,001) do que pacientes acima de 36 anos (Gajdos ef al.,
2000).

A idade jovem também demonstrou afetar negativamente a sobrevida das
mulheres com cancer de mama. Um grande estudo de coorte prospectivo com 2.956 pacientes
com menos de 40 anos, diagnosticados com cancer de mama entre 2000-2008, em 126
hospitais do Reino Unido, relatou uma sobrevida global em 5 anos de 82%. Este percentual ¢
relativamente baixo, considerando o fato de apenas 2,5% dos pacientes terem metéastases no
momento do diagnostico (Eccles ef al.,, 2012). Ao comparar mulheres jovens com mulheres
mais velhas, Nixon e colaboradores (1994), em seu estudo realizado com 1.398 mulheres
americanas, mostraram que a idade jovem (<35 anos) foi um importante preditor de
mortalidade apds o ajuste por fatores de confusdo, com um risco relativo (RR) de 1,50 (IC
95% 1,02-2,21). Na Franca, De La Rochefordiere e colaboradores (1993) observaram que
mesmo apds o ajuste para o tamanho do tumor, status linfonodal, grau histologico, receptor
hormonal, procedimento de tratamento loco-regional e terapia adjuvante sistémica, tanto a
sobrevida global quanto a sobrevida livre de doenca continuou a ser menor no grupo etario
mais jovem. Outro estudo de coorte prospectiva de base populacional, realizado por Gnerlich
e colaboradores (2011) nos Estados Unidos, analisou 243.012 pacientes com cancer de mama
no periodo de 1988-2003. Nele, as mulheres jovens com menos de 40 anos tiveram uma
maior taxa de mortalidade por cancer da mama (18,3% vs. 12,1%; p=0,001) comparado com

aquelas de mais de 40 anos. Quando a analise foi ajustada para outros fatores progndsticos e
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estratificada por faixa etaria, as mulheres mais jovens eram mais propensas a morrer de cancer
de mama, em comparagdo com mulheres mais velhas, se diagnosticadas com estagio I da

doenga (RR 1,44; IC 95% 1,27-1,64) ou estagio II (RR 1,09; 95% CI 1,03-1,15).

2.2 FATORES DE RISCO ASSOCIADOS AO CANCER DE MAMA

2.2.1. Variaveis Reprodutivas e Exposi¢ao Hormonal

O fato de pertencer ao sexo feminino constitui o fator de risco mais importante para o
desenvolvimento do cancer de mama (Batiston et al., 2011). Embora homens possam
apresentar este tipo de cancer, a doenga ¢ pelo menos 100 a 150 vezes mais frequente entre as
mulheres. Isto se deve a maior quantidade de tecido mamario e a sua exposicao ao estrogénio
(Fletcher, 2003).

Grande parte dos fatores de riscos para canceres de mama estdo relacionados a vida
reprodutiva da mulher. Esses fatores incluem histéria de menarca precoce (idade da primeira
menstruacdo menor que 12 anos), menopausa tardia (apds os 55 anos), primeira gravidez apos
os 30 anos, nuliparidade, ndo amamentagdo ou menor duragdo da amamentacdo, uso de
contraceptivos orais (estrogénio-progesterona) e terapia de reposi¢do hormonal pos-
menopausa (estrogénio-progesterona) (Lodha et al., 2011; Urban et al., 2012; Msolly et al.,
2013; Rozenberg et al., 2013; Shamsi et al., 2013; IARC, 2016). Todos esses fatores
contribuem para a exposicdo excessiva ao hormonio estrogénio durante a vida, o que indica
que esta exposi¢cdo tem um papel importante na etiologia do cancer de mama (Yager, 2000).

Sabe-se que o estrogénio tem um importante papel no desenvolvimento do cancer de
mama ao estimular os receptores de estrogénio, induzindo as divisdes celulares e o
crescimento do tecido mamario. As células em divisdo estdo mais suscetiveis a erros genéticos
durante a replicagdo do DNA, e as mutacdes assim produzidas podem, futuramente, conduzir
ao desenvolvimento de um tumor. Por isso, qualquer fator que leve a um aumento nos niveis
de estrégenos poderd levar também ao aumento no risco de desenvolvimento de cancer de

mama (Feigelson e Henderson, 1996).

2.2.2 Desreguladores Enddcrinos

Compostos quimicos xenobiodticos que podem interagir e alterar o funcionamento do
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sistema enddcrino sdo chamados de disruptores ou interferentes enddcrinos (De Coster et al.,
2012). Com base em informagdes disponiveis na literatura, foram elaboradas, por varias
organizacdes mundiais, listas de substancias quimicas suspeitas de causar desregulacdo do
sistema endoécrino (CEC, 2007, OMS, 2013). Entre estas substancias estdo numerosos
pesticidas, como os organoclorados, as bifenilas policloradas (PCBs), bisfenol-A (BPA) e
outros compostos fenodlicos, ftalatos, dioxinas, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
solventes, tinturas de cabelo, parabenos, filtros solares, alguns metais, detergentes, alguns
aditivos, etc. (De Coster et al., 2012; UNEP, 2012). Muitas destas substancias podem
interferir na sintese e agdo dos estrogénios enddgenos, € por isso acredita-se que possam
contribuir para o desenvolvimento do cancer de mama (Jenkins et al., 2012). Entretanto, ainda
existem lacunas na literatura que limitam o entendimento do impacto dos disruptores

endocrinos no sistema reprodutivo humano (Gray et al., 1997; Crain et al., 2008).

2.2.3. Dieta e Obesidade

A dieta composta por alto consumo de gorduras saturadas e gorduras totais de origem
animal, rica em carnes, alcool e baixo consumo de frutas, verduras ¢ legumes tém sido
considerados fatores de risco para o desenvolvimento da neoplasia de mama. No entanto, os
resultados encontrados nos estudos epidemioldgicos que investigaram a associagao entre dieta
e o cancer de mama sdo controversos (Willet, 2001; Xia et al., 2015). Isso se deve,
provavelmente, as diferencas na mensuracdo do consumo dos alimentos, as diferentes idades
em que as mensuragoes sao realizadas, e a dificuldade de se recordar dietas passadas de forma
acurada (Kotepui, 2016).

Quanto a associagdo entre a obesidade e o cancer de mama, o World Cancer Research
Fund e American Institute for Cancer Research estabelecem que a gordura corporal total ¢ um
convincente fator de risco para mulheres na pés-menopausa, enquanto a gordura abdominal e
o ganho de massa corporal na idade adulta sdo provaveis fatores de risco (WCRF; AICR,
2010). Além disso, mulheres obesas na pés-menopausa, sdo mais propensas a apresentarem
tumores de maior grau, com envolvimento dos linfonodos axilares e pior prognostico, com
risco 30,0% maior de mortalidade (Park et al., 2014; Song et al., 2008). Todavia, na pré-
menopausa, a gordura corporal total é reconhecida como provavel fator de protecao (WCREF;
AICR, 2010), porém os mecanismos para explicar essa associagdo ainda ndo estdo claros.

Estudos sugerem que ha uma tendéncia de mulheres jovens obesas terem ciclos menstruais
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mais longos e anovulatorios, reduzindo os niveis de estrogenos e progesterona circulatorios, o
que acarretaria menor exposicdo a esses hormoénios que possuem toxicidade a glandula
mamaria e estimulam a carcinogénese (James ef al., 2015).

Os mecanismos pelos quais a obesidade influencia o risco de cancer de mama, na pos-
menopausa, ainda ndo estdo totalmente estabelecidos (Calle e Kaaks, 2004), mas existem
varios mecanismos propostos para explicar essa associagdo. Pesquisadores atribuem essa
associacao a maior expressao da enzima aromatase no tecido adiposo, a qual se torna a
principal fonte de estrogénio, apds a menopausa, por converter percursores androgénicos em
estrogénio livre bioativo e possuir efeito anti-apoptotico, pré-angiogénico e indutor da
proliferacdo celular em células tumorais, via ligagdo com o receptor de estrogénio (ER) nas
células mamarias (Costa-Osorio ef al., 2009; Le ef al., 2012; Amadou et al., 2013; Gallagher e
Leroith, 2013; Pergola e Silvestris, 2013; Rohan et al., 2013).

O consumo de alcool, como citado anteriormente, inclusive em quantidades
moderadas, tem sido igualmente associado ao risco de cancer de mama. Em um estudo
prospectivo multicéntrico, Park e colaboradores (2013) demonstraram uma associagao entre o
consumo moderado de alcool e o risco de cancer de mama em diversos grupos étnicos,
incluindo afro-americanos (Hazard Ratio, HR 1,04; IC 95% 1,01-1,07), japoneses americanos
(HR 1,08; IC 95% 1,01-1,15), latinos (HR 1,05; IC 95% 1,00-1,11) e brancos (HR 1,04; IC
95% 1,02-1,07), porém, nao em nativos havaianos (HR 0,98; IC 95% 0,91-1,05). Nos Estados
Unidos, um estudo realizado numa coorte de enfermeiras encontrou associagdo entre o
consumo de alcool entre a menarca e a primeira gravidez e maior risco de cancer de mama
(Liu et al., 2013). A ingestdo de alcool tem sido associada ao aumentado da concentragdo
sérica do estrogénio enddgeno circulante. Uma vez que a exposi¢do ao estrogénio estimula os
receptores hormonais das glandulas mamarias a entrarem em processo mitdtico, acredita-se
que a ingestdo de 4alcool pode contribuir diretamente para o aumento do risco de

desenvolvimento do cancer de mama (Singletary e Gapstur, 2001; Dorgan et al., 2001).

2.2.4. Outros Fatores de Risco nao Genéticos

De acordo com a maioria dos estudos epidemioldgicos, o fumo parece ndo ser um
fator de risco para o desenvolvimento do cancer de mama. No entanto, alguns estudos
apontam o risco de cancer de mama na pré-menopausa como sendo maior em mulheres que

comecaram a fumar antes dos 18 anos, quando comparado as nao fumantes (Nyante et al.,
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2014, Rosenberg et al., 2013).

A historia pregressa de doenga benigna da mama ¢ um fator independente de risco para
cancer de mama (Hartmann et al., 2005). O risco varia conforme a presenga ou nao de
alteragdes de tipo proliferativo na histopatologia. Na presenca de hiperplasia atipica o risco
aumenta consideravelmente, podendo ser até cinco vezes maior, quando associado a
densidade mamaria alta, e podendo também estar aumentado com hiperplasia sem a presenca
de atipia (Tice et al., 2013).

Hé uma associagdao bem estabelecida entre exposicao a radia¢dao ionizante e cancer
de mama. O risco de cancer de mama ¢ inversamente proporcional a idade da exposi¢ao a
radiacdo, e o aparecimento do mesmo pode acontecer tanto na pré-menopausa, nas mulheres
tratadas para linfoma de Hodgkin, quanto na pds-menopausa, com a maioria das exposigdes
(Carmichael ef al., 2003, Bhatia ef al., 1996). O risco aumenta com exposi¢ao a doses altas
e menor idade e o risco permanece por tempo prolongado, mais de 25 anos, apos o
tratamento (Bhatia et al., 1996, Travis et al., 2003).

Os campos eletromagnéticos de muito baixa frequéncia (ELF-EMF) sdao campos
gerados onde existe producdo, distribui¢do e utilizagdo de energia elétrica. A provavel
associacdo entre os ELF-EMF e diversos tipos de neoplasia como cancer de cérebro,
leucemia e cancer de mama tem sido discutida desde os anos 80 (Li ef al., 2013). Numa
meta-analise com 23 estudos publicados entre 1990 e 2010, foi sugerida uma associagdo
entre a exposi¢cdo a ELF-EMF e cancer de mama em mulheres pré-menopdusicas (odds
ratio, OR 1,11; IC 95% 1,00-1,23) e com receptores de estrogénios positivos (OR 1,11; IC
95% 1,03-1,20) (Chen et al., 2006). Entretanto, um estudo caso-controle dentro de uma
coorte de 267.400 trabalhadores da area téxtil na China, ndo encontrou associagdao entre
exposicdo a campos eletromagnéticos e cancer de mama (HR 1,03; IC 95% 0,87-1,21) (Li et

al., 2013).

2.2.5. Fatores de Risco Genéticos

2.2.5.1 Cancer de Mama Hereditario

Atualmente, estima-se que apenas 5-10% do numero total dos casos de cancer de

mama sejam hereditarios (Lynch et al., 2013). Em estudo de revisdo realizado pelo

Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer (2001), verificou-se que oito em
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cada nove mulheres diagnosticadas nao apresentavam antecedentes familiares de neoplasia de
mama. Ortega-Jacome e colaboradores (2010) realizaram um estudo exploratdrio sobre cancer
de mama em mulheres jovens no Rio de Janeiro. Em uma série de 110 casos diagnosticados
em mulheres com idade compreendida entre 20 a 35 anos, cerca de 71% dos casos foram
classificados como esporadicos por ndo relatarem antecedentes familiares de cancer de mama,
ovario ou prostata.

No caso dos canceres hereditarios, apesar de serem responsaveis por uma pequena
parcela dentre todos os casos de cancer de mama, os individuos afetados podem ter um risco
de 40% a 68% maior de desenvolverem a referida neoplasia (alta penetrancia). Este € o caso
dos individuos que possuem mutagdes nos genes BRCAI ou BRCA2, fazendo com que estas
variaveis genéticas sejam consideradas os fatores de risco hereditdrios de maior magnitude
para o cancer de mama que se conhecem nos dias de hoje (Fernandes et al., 2016; Antoniou,
2003; Chen et al., 2006).

BRCAI e BRCA?2 sao genes supressores tumorais, pois a plena atividade das proteinas
codificadas por estes genes estdo relacionadas a vias importantes de reconhecimento de danos
no DNA, reparo de DNA, controle do ciclo celular, regulacio da transcri¢do e remodelagdo da
cromatina. Assim, mutagdes ocorridas nestes genes podem, dentre outras alteragdes celulares,
acarretar o surgimento ¢ o desenvolvimento da neoplasia de mama (Friedenson, 2005), sendo
responsaveis por 30% a 50% dos canceres de mama hereditarios, constituindo a chamada
Sindrome de cancer de mama e ovario hereditarios (Ferla et al., 2007).

Outros genes supressores de tumor de alta penetrincia foram identificados e sdo
igualmente importantes no risco para o cancer de mama hereditario, embora correspondam a
uma parcela menor dos casos. Dentre esses estao 7P53 (Malkim, 1990), PTEN (Lynch et al.,
1997), STK 11 (Hemminki et al., 1998; Jenne et al., 1998), LKB1 e MSH2 ou MLH1 (Szpirer e
Szpirer, 2007).

O gene TP53 ¢ um importante gene supressor tumoral envolvido na regulacao do ciclo
celular, resposta celular a estresse genotdxico e ndo-genotoxico, além de inibir a proliferagao
de células em tais condi¢des. Os padrdes de mutagdes germinativas do gene 7P53 estdo
associados as sindromes de Li-Fraumeni e Li-Fraumeni-like que causam um risco elevado
para uma série de canceres, sendo o cancer de mama uma das neoplasias mais frequentemente
associadas a esta sindrome (Moura-Gallo ef al., 2005; Petitjean et al., 2007).

No gene PTEN as mutagdes sao raras, no entanto sdo associadas com a Sindrome de

Cowden (Hobert e Eng, 2009). Aproximadamente 30% das mulheres portadoras de mutagao
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no gene PTEN desenvolvem cancer de mama (risco cumulativo de 25 a 50% na segunda
década de vida). Outros tumores frequentemente diagnosticados em mulheres com mutagao
nesse gene sao o adenocarcinoma de endométrio e os carcinomas de tiredide (CGAN, 2012).
O gene PTEN ¢ um supressor tumoral que codifica para uma tirosina fosfatase que atua na
manuten¢do do controle de proliferacdo celular (Wang e Jiang, 2008).

O LKBI é um gene de alta penetrancia que funciona principalmente na inibi¢do da via
mTOR. O mTOR ¢ uma proteina serina-treonina quinase que regula o crescimento,
proliferagdao, motilidade, sobrevivéncia celular, sintese de proteinas, autofagia e transcrigao.
Quando ocorrem mutagdes germinativas neste gene caracteriza-se a Sindrome de Peutz-
Jeghers, associado a um risco 30%-50% maior de desenvolvimento do cancer de mama
(Armes et al., 1999; Szpirer e Szpirer, 2007)

Os genes MLHI e MSH2 sdo genes de reparo celular que estdo relacionados a
Sindrome de Lynch. Estudos epidemioldgicos sugerem que o cancer de mama hereditario faz
parte dessa sindrome que parece estar relacionada com a auséncia das proteinas MSH2 e
MLHI1 (Shanley ef al., 2009).

Alguns genes supressores de tumor foram associados ao cancer de mama hereditario,
embora apresentem uma menor penetrancia, sdo eles: ATM (Savitsky et al., 1995) e CHEK?
(Bell et al., 2000; Meijers-Heijboer et al., 2002). O gene ATM desempenha um papel na
reparacdo do DNA. Mutacdes somaticas neste gene estdo ligadas a desordens classificadas
como ataxia-telangiectasia, que estd associada com instabilidade gendémica e um risco
aumentado para diversas neoplasias, incluindo o cancer de mama (Savitsky et al., 1995). Por
ser uma sindrome recessiva, uma mutacao heterozigodtica ndo conduz a ataxia-telangiectasia,
mas, ainda assim, leva a um risco 2-5 vezes maior de desenvolver o cancer de mama
(Renwick et al., 2006; Thompson ef al., 2005).

O CHEK?2 ¢ um gene supressor de tumor que codifica uma proteina quinase envolvida
na reparagdo de danos no DNA. A mutagdo CHEK2*1100delC leva a sintese de uma proteina
nao funcional, permitindo a multiplicagdo celular mesmo em presenga de danos na molécula
de DNA. O risco de desenvolver cancer de mama em decorréncia da mutacdo nesse gene ¢ 2
vezes maior para as mulheres que tém tanto a mutacdo quanto historia familiar da neoplasia,
quando comparado a populacdo em geral (Cybulski et al., 2011).

Por fim, outra classe de genes de alta penetrancia que podem causar canceres
hereditarios ¢ a classe dos proto-oncogenes (Sahlin et al., 2007). Nesta classe, primariamente

conhecida como importante no controle da embriogénese, estd o gene TWISTI responsavel
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pela sindrome de Saethre-Chotzen, associado a uma alta incidéncia de cancer de mama

(Sahlin et al., 2007).

2.2.5.2 Polimorfismos Genéticos

A maioria das variagdes genéticas dos genes de baixa penetrancia que contribuem para
o cancer de mama esporadico ¢ desconhecida (Balmain et al., 2003) e mesmo nos casos de
cancer de mama hereditarios, embora os determinantes genéticos para o desenvolvimento
dessas neoplasias possam ser identificados através de uma mutagdo germinativa, os fatores
determinantes para a idade de inicio da doenga e a variabilidade clinica existente entre
individuos com essas mutagdes ainda sdo ignorados (Punales et al., 2003). Provavelmente,
mutagdes, polimorfismos e fatores ambientais interagem entre si e interferem no risco de
desenvolvimento do cancer de mama (Balasubramanian et al, 2004; Alberg et al., 2005;
Huang et al., 2003).

A maioria dos polimorfismos genéticos investigados em estudos epidemiologicos para
se determinar a sua associacdo com o risco de cancer de mama, sdo os de genes associados ao
metabolismo de estrogénio (CYPI7, CYP19 e COMT), metabolismo de xenobidticos (GSTM1,
MnSOD, SULTIAL, NQOI e PONI por exemplo), controle do ciclo celular ou reparo de DNA
(TP53), dentre outros (como o gene do receptor da vitamina D). Entretanto, os achados para a
maioria destes polimorfismos ainda sdo inconclusivos (Low et al., 2006).

Entre os genes polimorficos que codificam enzimas envolvidas no metabolismo de
xenobioticos estd o PONI. Os polimorfismos funcionais Leu>Met e GIn'*’Arg no gene ja
foram estudados em relagdo ao risco de cancer de mama, no entanto, os resultados ainda sao
conflitantes (Stevens et al., 2006; Hussein et al., 2011; Liu et al., 2013). A enzima PONI1, seus
polimorfismos genéticos e suas implicacdes no de desenvolvimento de cancer de mama serao

abordados a seguir.
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3 PARAOXONASE 1

A paraoxonase 1 (PONI) ¢ uma enzima que contribui para a detoxificacdo de
compostos organofosforados, hidrolisa peroxidos lipidicos, catalisa a quebra de fosfolipideos
oxidados desempenhando um importante papel na degradagdo de lipideos e apresenta
caracteristicas antioxidantes, participando da eliminagdo de espécies reativas de oxigénio
(Shih et al., 1998; Humbert et al.,1993). Sabe-se que a nao detoxificagdo de compostos
potencialmente cancerigenos e de espécies reativas de oxigénio, ao oxidar bases nitrogenadas
no DNA, pode gerar mutagdes ou aberracdes cromossomicas associadas a diversos tipos de
neoplasias (Klaunig et al., 2004; Cejas et al., 2004).

Inicialmente, estudos moleculares demonstraram que a enzima PON1 era responsavel
pela hidrolise do paraoxon, produto do catabolismo do inseticida organofosforado parationa.
Atualmente sabe-se que esta enzima também ¢ capaz de hidrolizar outros substratos
metabolitos de compostos organofosforados como oxon, diazon, ésteres aromaticos e lactonas
aromaticas (Costa et al., 2003; khersonsky et al., 2005).

A PONI ¢ uma proteina esterase célcio-dependente que circula na corrente sanguinea
associada com a apolipoproteina A1 (apo-Al), o que indica uma interagdo especifica com a
HDL, e ainda desempenha o papel fisiologico de proteger a LDL contra modificagdes
oxidativas (Primo-Parma et al.,1996; Aviram et al., 1998; Aviram et al., 2004). Constitui-se de
355 aminodcidos, com massa molecular de 43-45 kDa e possui trés cadeias de carboidratos
correspondentes a 15,8% do seu peso (Da Lu, 1996; Mackness et al., 1998; Lu et al., 2006;
Marsillach et al., 2008). O centro da enzima apresenta dois ions de célcio necessarios para a
estabilizacao da estrutura da molécula e atividade catalitica frente aos substratos (Harel ef al.,
2004). O estudo do modelo tridimensional da enzima indica que a PONI seria uma enzima
ativada de modo interfacial e que particulas de HDL possuidoras de apo-A1l ligam-se a PON1
com maior afinidade, promovendo sua melhor estabilizacdo (mais de 100 vezes) além de
estimularem a sua atividade lipolactonase (Harel et al., 2004; Gaidukov et al., 2006).

Em humanos, a PON1 exibe uma ampla varia¢do interindividual, de aproximadamente
10 a 40 vezes, na sua expressdo e atividade entre os individuos saudaveis e estas variagodes
podem ser explicadas por influéncias genéticas e ambientais (Costa et al., 2005;
Bhattacharyya et al., 2008; Camps et al., 2009). Os polimorfismos nas regides codificadoras
do gene sdo os principais fatores que afetam a atividade da PON1, sendo responsaveis por

cerca de 12% da variacao da atividade sérica entre os individuos (Kim et al., 2012; Leviev et
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al., 2000). No entanto, fatores como sexo, idade, fatores ambientais, incluindo dieta rica em
alimentos gordurosos, obesidade, tabagismo, alcool, patologias (como doenga renal, diabetes
mellitus, doenca cardiovascular, cirrose do figado) e terapias farmacoldgicas com sinvastatina
ou terapia de reposicdo hormonal, por exemplo, tém sido associados com a variacdo da
atividade da PON1 (Costa et al., 2003; Sutherland et al., 2001; Tomas et al., 2000).

O uso do tabaco tem sido apontado como um fator que contribui para a baixa concentragao
sérica e da atividade da enzima PONI1 (James et al., 2000). O consumo moderado de alcool
(40 g por dia) aparentemente provoca um aumento na atividade da PONI, enquanto o
consumo exacerbado (> 80 g por dia) tem efeito oposto (van der Gaag et al., 1999; Rao et al.,
2003; Marsillach et al., 2007). No que diz respeito a dieta, alimentos ricos em gorduras
saturadas reduziram a atividade da PONI1, enquanto as dietas ricas em azeite de oliva e
gorduras monoinsaturadas aumentaram a atividade da PONI1 no periodo pds-prandial
(Sutherland et al., 1999; Tomas et al., 2000; Wallace et al., 2001; Tomas et al., 2001).

Estudos epidemioldgicos sugerem que individuos com menor atividade da PON1
podem ter maior risco de desenvolvimento de doencas em que os danos oxidativos ¢ a
peroxidacoes lipidicas estao envolvidos, quando comparado com individuos que apresentam
maior atividade da mesma (Ferretti et al., 2005; Ferretti et al., 2004). Além disso, estudos
anteriores mostraram uma relagdo positiva entre a atividade da PONI1 e as propriedades
antioxidantes da HDL e que frente a baixa atividade da PON1, a HDL se comporta como
particula aterogénica e pro-inflamatoria (Jaouad et al., 2003; Navab et al., 2006).

Estudos experimentais realizados com animais obesos demonstraram que a oxidagao
de LDL estd associada com a baixa atividade antioxidante do conjunto enzima PON1/HDL
(HDL-PON) e que as LDL podem ser internalizadas pelos adipodcitos, o que contribui para o
crescimento e aumento da massa do tecido adiposo (Mertens et al., 2003; Marsella et al.,
2006;). Assim, sugere-se que os polimorfismos do gene PONI1 que afetem a capacidade
antioxidante da PON1 e da HDL, podem estar associados com a obesidade e com o

desenvolvimento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo (Salazar ef al., 2010).

3.1 O GENE PONI!

O gene PONI pertence a uma familia multigénica que inclui PON2 e PON3, esta
localizado no brago longo do cromossomo 7 humano (7q21-23), possui nove €éxons, 0ito

introns e varios polimorfismos tém sido identificados nas suas regides promotora e
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codificante (Da Lu et al., 1999; Mackness et al., 2002; Campo et al., 2004). Os polimorfismos
da regido codificante do gene PONI mais estudados encontram-se no codon 55, onde a
Leucina é substituida por Metionina (Leu>’Met) e no cddon 192, onde hd uma substitui¢io
dos aminoacidos Glutamina por Arginina (GIn'*>Agr) (Li ef al., 2003; Deakin et al., 2004; Ng
et al., 2005; Dai- Hua Fang et al., 2012).

O polimorfismo Leu>Met est4 associado a alteragdes na concentragio sérica da PON1
(Costa et al., 2005). No entanto, tais alteragdes afetam de modo menos intenso e independente
a atividade desta enzima quando comparado ao polimorfismo Gln'”?Arg (Mackness et al.,
2003; Mackness et al., 2000). Foi observado que portadores do alelo Leu® apresentaram
maior atividade plasmatica da PON1 quando comparado aos portadores do alelo *>Met. A
atividade mais baixa da PON1 pode ter sido causada por uma diminui¢ao da estabilidade da
proteina polimorfica (Dai-Hua Fang et al., 2012).

A variagio polimérfica Gln'*?Arg influencia a atividade da enzima por estar associada
com a eficiéncia catalitica diante de alguns substratos (Rainwater et al., 2009; Richter et al.,
2009). Em alguns estudos foi demonstrado que os substratos soman, sarin e diazoxon sdo

192 entretanto, a aloenzima polimérfica **Arg

rapidamente hidrolizados pela aloenzima Gln
teve uma agao de hidrolise do substrato paraoxon mais eficiente, quando comparada a forma
selvagem. Também foi relatado que estes polimorfismos afetam a capacidade da enzima
PONI1 de hidrolisar lipideos oxidados (Li et al., 2000; Draganov ¢ La Du, 2004; Humbert et
al., 1993; Richter et al., 2009).

A presenca de cada um destes polimorfismos no gene PONI tem mostrado diferentes
fenotipos. Estas alteracdes fenotipicas t€ém sido relacionadas a varias patologias, tais como
diabetes mellitus tipo 2, doenga coronariana, acidente vascular cerebral, sindromes
metabolicas, e distirbios neuroldgicos, entre outras (Mackness et al., 2001; Hofer ef al., 2006;
Schiavon et al., 2007; Can et al., 2008; Flekac et al., 2008; Shin, 2009; Regieli et al., 2009).
Além disso, devido as caracteristicas antioxidantes e a contribuicdo na detoxificacdo de
compostos xenobidticos potencialmente cancerigenos da enzima PONI, os polimorfismos
genéticos do gene PONI podem contribuir para o aumento da susceptibilidade ao
desenvolvimento de vdrios tipos de cancer, dentre eles o cancer de prostata, cérebro,

colorretal, ovario e mama (Goswami et al., 2009; Hussein et al., 2011; Dai-Hua Fan et al.,

2011).
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3.2. EVIDENCIAS EPIDEMIOLOGICAS DE ASSOCIACAO DOS POLIMORFISMOS
LEU’MET E GLN"ARG DO GENE PONI COM CANCER DE MAMA

Nas ultimas décadas alguns estudos epidemiologicos investigaram a associagao entre
os polimorfismos Leu*’Met e GIn'*Arg do gene PONI e o risco de cancer de mama (Stevens
et al., 2006; Antognelli et al., 2009; Naidu et al., 2010; Hussein et al., 2011; Saadat et al.,
2011) (Tabela 1).

No que se refere ao polimorfismo Leu’’Met, seis estudos e uma meta-analise que
comtempla esses mesmos estudos, apontaram para uma associagdo positiva, estatisticamente
significativa, e com diferengas discretas nas estimativas de risco de cancer de mama. O estudo
caso-controle de base hospitalar no Egito com 100 pacientes e 100 controles, com idade entre
40 e 60 anos, identificou um aumento de risco para o genotipo Met/Met (OR 2,07; IC 95%
1,17-3,64) (Hussein ef al., 2011). Em um estudo de coorte realizado na América do Norte, foi
observado um aumento no risco de cancer de mama associado ao genotipo Met/Met entre
mulheres de 50 a 74 anos (OR 1,58; IC 95% 1,05-2,37) (Steven et al., 2006). Na Malésia uma
analise incluindo 387 pacientes com cancer de mama e 252 controles, de faixas etarias
variadas, observou que as mulheres com o gendtipo Met/Met tinham maior risco de cancer de
mama (OR 2,23; IC 95% 1,219-4,075) (Naidu et al., 2010). Antognelli e colaboradores
(2009), em estudo na Italia com 547 casos e 544 controles, observaram que o gendtipo
Leu/Met estava associado com aumento significativo do risco de cancer de mama (OR 1,80;
IC 95% 1,36-2,56), particularmente nas mulheres na pés-menopausa (OR 2,23; IC 95% 1,39-
3,40). Nesse mesmo estudo, o gendtipo Met/Met também mostrou associagdo com o cancer de
mama (OR 2,81; IC 95% 1,95-3,64), particularmente na pré-menopausa (OR 3,83; IC 95%
2,15-5,87). Stevens e colaboradores (2006), em um estudo caso-controle com mulheres
americanas de 50 a 74 anos de idade, relataram que aquelas com genotipo Met/Met tinham
maior risco de desenvolver cancer de mama (OR 1,58; IC 95% 1,05-2,37). Na china,
pesquisadores realizaram um estudo incluindo 365 casos 378 controles e encontraram um
aumento no risco de cAncerde mama associado ao polimorfisms Leu>>Met para mulheres na
pré e na pds-menopausa que apresentavam os genotipos Leu/Met versus Leu/Leu, Met/Met
versus Leu/Leu e Leu/Met e Met/Met versus Leu/Leu (OR 2.92; IC 95% 1.86-4.60, OR 5.48;
IC 95% 1.1825.58 ¢ OR 3.08; IC 95% 1.99-4.78, respectivamente) (Wu et al., 2017). Por fim,
em um estudo de meta-analise incluindo os seis estudos anteriormente citados, Saadat e

colaboradores (2011) encontraram o polimorfismo Leu’>>Met associado ao aumento do risco
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de cancer de mama para os genotipos Leu/Met versus Leu/Leu e Met/Met versus Leu/Leu
(OR 1,32; IC 95% 1,10-1,58 ¢ OR 2,16; IC 95% 1,75- 2,68, respectivamente).

Quanto ao polimorfismo Gln'”?Arg e o risco de cincer de mama, alguns estudos
epidemiologicos sugerem um efeito de protecdo, porém sem significancia estatistica, o estudo
conduzido por Wu e colaboradores (2017) ndo mostra associagdo, mas o estudo realizado por
Antognelli e colaboradores (2009) e a meta-analise de Saadat e colaboradores (2011) sugerem
associagdo entre o polimorfismo GIn'*?Arg e cancer de mama com significancia estatistica. O
primeiro estudo relatou risco de cancer de mama significativamente menor entre mulheres
com os genotipos GIn/Arg e Arg/Arg (OR 0,55; IC 95% 0,30-0,95) em comparacdo com o
GIn/Gln (Antognelli et al., 2009). No estudo de meta-andlise, o polimorfismo GIn'*?Arg
mostrou-se associado com uma reducdo significativa no risco de cancer de mama em todos os
estudos analisados, e para todos os genotipos: Gln/Arg versus Gln/Gln (OR 0,88; IC 95%
0,42-0,69), Arg/Arg versus Gln/Gln (OR 0,60; IC 95% 0,46-0,79) e GIn/Arg + Arg/Arg versus
GIn/Gln (OR 0,57; IC 95% 0,49-0,67) (Saadat et al., 2011).

No estudo caso-controle de base hospitalar realizado no Egito foi encontrada uma
estimativa de risco de 0,82, porém sem significancia estatistica (IC 95% 0,47-1,43), em
mulheres que apresentavam o gendtipo Gln/Arg ou Arg/Arg em comparagdo com Gln/Gln
(Hussein et al., 2011). No estudo caso-controle realizado na América do Norte, com mulheres
de 50 a 74 anos, foram observadas estimativas de risco ndo estatisticamente significativas de
0,84 (IC 95% 0,63-1,10) e 0,81 (IC 95% 0,50-1,28) para os gendtipos GIn/Arg e Arg/Arg,
respectivamente, em comparagdo com o genotipo Gln/Gln (Stevens et al., 2006). Wu e
colaboradores (2017) na china, realizaram um estudo incluindo 365 casos 378 controles e
encontraram um aumento no risco de cancerde mama associado ao polimorfisms Gln'*?Arg
para mulheres na pré e na poés-menopausa que apresentavam os genotipos GIn/Arg versus
GlIn/Gln, Arg/Arg versus GIn/Gln e GIn/Arg e Arg/Arg versus Gln/Gln (OR 1,08; IC 95%
0,79-1.47, OR 1,06; IC 95% 0,69-1,63 e OR 1,07; IC 95% 0.80-1.43, respectivamente). Ainda
sobre o polimorfismo GIn'®?Arg, no estudo caso-controle conduzido na Malasia, foi
encontrado para os genotipos GIn/Arg e Arg/Arg, estimativas de risco, novamente sem
significancia estatistica, de 0,79 (IC 95% 0,57-1,1) e 0,76 (IC 95% 0,41-1,38),

respectivamente, comparado com o gendtipo GIn/GIn (Naidu et al., 2010).
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Tabela 1: Estudos epidemioldgicos que exploraram a associagdo entre os polimorfismos Leu>>Met e Gln!*?Arg e do gene PONI e o risco de cancer de cancer

de mama.
Estudo Local Tamanho Faixa etaria L**M Observacoes QR Observacdes
(n) OR (IC 95%) ¢ OR (IC 95%) ¢
Stevgg%gt al,  gua 502583505 50474 1,23 (0,92-1,65)  Leu/Met versus Leu/Leu 0,81(0,63-1,10)  GIn/Arg versus GIn/GIn
Caso-controle controles 1,58 (1,05-2,37) Met/Met versus Leu/Leu 0,84 (0,63-1,10) Arg/Arg versus GIn/GIn
Met/Met e Leu/Met versus Leu/Leu; Arg/Arg e GIn/Arg versus GIn/Gln;
ajustado por: idade, idade na ajustado por: idade, idade na menarca,
menarca, idade na primeira gravidez a idade na primeira gravidez a termo,
termo, nimero de gravidezes a termo, nimero de gravidezes a termo, historia
Pré e Pos- 2.42 (1,73-2,99) hlstorla familiar de primeiro grau ge 0,55 (0,30-0,95) familiar d_e primeiro grau de cancer de
menopausa cancer de mama, historia de lesdo mama, histéria de lesdo benigna da
Antognelli et benigna da mama, uso de mama, uso de contraceptivos orais,
547 casos . X , ;
al., 2009 Italia 544 contraceptivos orais, consumo de consumo de A&lcool, tabagismo,
controles alcool, tabagismo, escolaridade e uso escolaridade e uso de estrogénio na
Caso-controle de estrogénio na pds-menopausa. p6s-menopausa.
Pré-menopausa 2,67 (1,62-4,15) Met/Met e Leu/Met versus Leu/Leu 0,68 (0,47-1,47) Arg/Arg e GIn/Arg versus GIn/GlIn
Pré-menopausa 1,26 (0,66-2,39) Leu/Met versus Leu/Leu 0,73 (0,51-1,43) GIn/Arg versus GIn/GlIn
Pré-menopausa 3,83 (2,15-5,87) Met/Met versus Leu/Leu 0,64 (0,40-1,44) Arg/Arg versus GIn/Gln
Pds-menopausa 2,59 (1,35-3,06) Met/Met e Leu/Met versus Leu/Leu 0,05 (0,02-0,12) Arg/Arg e GIn/Arg versus GIn/GlIn
Pds-menopausa 2,23 (1,39-3,40)  Leu/Met versus Leu/Leu 0,12 (0,01-0,33) GIn/Arg versus GIn/GlIn
Pos-menopausa 2,06 (1,30-2,97) Met/Met versus Leu/Leu 0,08 (0,01-0,14) Arg/Arg versus GIn/GIn
Naidu et al., 387 casos o 1,43 (1,04-1,97) Met/Met e Leu/Met versus Leu/Leu. 0,79 (0,57-1,1) Arg/Arg e GIn/Arg versus GIn/GlIn
2010 Malasia 252 Va“?? falxas 2,33 (1,28-4,24) Leu/Met versus Leu/Leu 0,76 (0,57-1,10) GlIn/Arg versus GIn/GlIn
etarias
controles 1,29 (0,93-1,81) Met/Met versus Leu/Leu 0,76 (0,571,10) Arg/Arg versus GIn/GlIn

Caso-controle
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Tabela 1: Continuagao.

Estudo Local Tamanho Faixa etéria L**M Q'R
(n) OR (IC 95%) Observagdes OR (IC 95%) Observacdes
Hussein et 2,29 (1,20-4,38)  Met/Met e Leu/Met versus Leu/Leu 0,82 (0,47-1,43) Arg/Arg e GIn/Arg versus GIn/GIn
al., 2011 . 100 casos Leu/Met versus Leu/Leu I In/GI
Cao- Egito 100 40 a 60 0,88 (0,45-1,73) 0,96 (0,55-1,68) GIn/Arg versus GIn/GIn
controle controles 2,07 (1,17-3,64)  Met/Met versus Leu/Leu 0,64 (0,25-1,63) Arg/Arg versus GIn/GIn
Pré o Pos- 2,92(1,86-4,60)  Leu/Metversus Leu/Leu 1,08(0,79-1,47) GlIn/Arg versus GIn/GIn
menopausa 5,48(1,18-5,58)  Met/Met versus Leu/Leu 1,06(0,69-1,63) Arg/Arg versus GIn/GIn
Wu et al 3,08(1,99-4,78)  Lew/Mete Met/Met versus Leu/Leu 1 07(0,80-1,43) GIn/Arg e Arg/Arg versus GIn/GIn
2017 ’ 365casos  pré-menopausa 2,79(1,38-5,63)  Leu/Met versus Leu/Le 1,00(0,65-1,54) GIn/Arg versus GIn/GIn
Caso. China 378 Pré-menopausa - Met/Met versus Leu/Leu 1,04(0,57-1,90) Arg/Arg versus GIn/Gln

Pds-menopausa
Pds-menopausa

Pds-menopausa

3,16(1,74-5,76)
4,74(0,97-3,24)
3,32(1,88-5,88)

Leu/Met versus Leu/Leu
Met/Met versus Leu/Leu
Leu/Met e Met/Met versus Leu/Leu

1,17(0,75-1,85)
1,09(0,59-2,03)
1,15(0,76-1,76)

GIn/Arg versus GIn/GIn
Arg/Arg versus GIn/Gln
GIn/Arg e Arg/Arg versus GIn/GIn
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3.3. PONI E OBESIDADE

A dislipidemia primaria ¢ uma doenga relacionada a obesidade e se caracteriza
por um distarbio nos niveis de lipideos e/ou lipoproteinas que desencadeiam o aumento
de triglicerideos, diminui¢ao dos niveis de HDL e composi¢do anormal de LDL
(Howard et al., 2003).

Virios estudos epidemiologicos ja demonstraram que modificacdes no perfil
lipidico e no metabolismo das lipoproteinas, hipercolesterolemia, altos niveis de
triglicerideos e de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e baixos niveis de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) sdo frequentemente observados em individuos
obessos (Nieves et al., 2003; Despres et al., 1999). Também foram observadas
alteragdes da heterogeneidade de lipoproteinas (Tchernof ef al., 1996) e na composicao
de lipoproteinas A e apolipoproteinas nesses individuos (James et al., 1997).

A PONI1 ¢ uma proteina que circula na corrente sanguinea associada com a
apolipoproteina Al (apo-Al) e isso indica que ha uma interagao especifica desta com a
HDL (Primo-Parma et al.,1996; Aviram et al., 1998; Aviram et al., 1999; Noto et al.,
2001). Uma vez que os niveis séricos da HDL estejam diminuidos, a atividade da
enzima PON1 associada a HDL pode tonar-se menor em individuos obesos, comparado
aos individuos saudaveis e consequentemente essa baixa atividade da PONI1 pode
representar um risco maior para o desenvolvimento de doengas em que os danos
oxidativos e a peroxidag¢do lipidica estdo envolvidas (Durrington et al., 2001).

Usando modelos animais, demonstrou-se que a oxidagdo da LDL na obesidade
esta associada a insuficiéncia de defensas antioxidantes de HDL, como a diminui¢do da
atividade do HDL associado a enzimas paraoxonases (HDL-PON) e lecitina: colesterol
aciltransferase (Mertens ef al., 2003). Além disso, acredita-se que o aumento dos danos
oxidativos também pode estar relacionado a diminui¢do de propriedades antioxidantes,
uma vez que baixos niveis de B-caroteno e a-tocopherol foram observados no soro e em
moléculas de LDL de pacientes obesos (Kuno et al., 1998; Myara et al., 2003).

Um estudo realizado por Ferret e colaboradores (2005), mostrou que a atividade
da enzima paraoxonase associada a HDL isolada do plasma de individuos obesos ¢
significativamente menor do que em individuos saudéaveis. Além disso, os autores
observaram modificagdes da composicao lipidica nos obesos, com uma diminui¢do na
porcentagem do conteido de proteinas, aumento da porcentagem de colesterol e
proteina tireoglobulina / proteina e proporcdes de colesterol / proteina. Niveis mais

elevados de hidroperéxidos lipidicos foram observados em HDL ou LDL de individuos
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obesos em comparacao com os individuos saudaveis. Alteracdes de composi¢ao em
HDL e diminui¢do da atividade HDL-PON foram observadas em individuos obesos,
mesmo na auséncia de modificagdes do colesterol HDL (Mackness et al., 1991).

Algumas hipoteses sao consideradas para explicar a diminui¢do da atividade da
PONI1 associada a HDL em obesos comparado a individuos saudaveis. Sorenson e
colaboradores (1990) demonstraram que a paraoxonase ¢ uma enzima dependente de
lipidios e a conforma¢@o da mesma dentro do ambiente hidrofébico da HDL ¢ crucial
para sua atividade. Os fosfolipidos, especialmente aqueles com cadeias de acidos graxos
longos, estabilizam a enzima PONI e sdo necessarios para a ligacdo desta a superficie
das lipoproteinas. Além disso, uma associagdo entre PONI, apolipoproteina Al e
clusterin foi demonstrado, sugerindo-se que essas apoproteinas também sdao necessarias
para a sua estabilidade e atividade 6tima (Blatter ez al., 1993).

Outra hipotese a ser considerada estd relacionada a modificagdes significativas
da composi¢do quimica da HDL em individuos obesos. A Composi¢do lipidica
(percentagem de teor de lipidos e / ou produtos de peroxidagdo lipidica) e interagdes
lipidicas-apoproteicas modulam as propriedades das lipoproteinas e a organizacdo
estrutural e fisicoquimica (Ferretti et al., 2001). Portanto, modificacdes de composigao
na HDL de individuos obesos podem afetar a ligacdo da paraoxonase a superficie da
HDL, resultando em diminui¢ao da atividade enzimatica (Sparks et al., 1995).

Finalmente, a menor atividade da PON1 ligada a HDL em pacientes obesos
poderia dever-se a presenca de inibidores circulantes, tais como produtos de
peroxidacdo lipidica. Esta hipotese € apoiada por estudos realizados por Aviram e
colaboradres (1999), que utilizaram a proteina PONI purificada, demonstrando que a
LDL, a palmitoil araquidonail fosfatidilcolina, a lisofosfatidilcolina e o araquidonato de
colesterilo oxidado comportaram-se como inativadores da atividade enzimatica da

PONI.
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4 JUSTIFICATIVA

O cancer de mama ¢ o tipo de cancer que mais acomete mulheres em todo
mundo e nas ultimas décadas. Estudos de tendéncia temporal t€ém sugerido aumento nas
taxas de incidéncia e mortalidade por essa neoplasia entre mulheres jovens em varias
partes do mundo, inclusive no Brasil. Além disso, relatos da literatura indicam que em
mulheres jovens, as caracteristicas clinico-patoldgicas e os prognosticos sdo menos
promissores quando comparado a mulheres na pés-menopausa.

Por outro lado, os fatores de risco genéticos e ambientais que podem estar
influenciando o desenvolvimento precoce do cancer de mama em mulheres jovens sio
pouco estudados. As mutagdes nos genes supressores de tumores ou nos proto-
oncogenes, considerados eventos raros, sdo responsaveis por menos de 5% de todos os
casos de cancer de mama. Ja os genes de baixa penetrancia, atuando em conjunto com
fatores de risco ambientais sdo, provavelmente, responsaveis por uma parcela muito
mais elevada do nimero de casos deste tipo de neoplasia. Entretanto, ainda hoje, sdo
escassos os estudos que exploram a associagcdo dos polimorfismos genéticos associados
a neoplasia de mama em geral com cancer de mama em mulheres jovens. Alguns
estudos epidemioldgicos analisaram a associagio dos polimorfismos Leu™Met e
GIn'”?Arg do gene PONI com o cincer de mama, entretanto, existem controvérsias
principalmente para o polimorfismo Gln!®’Arg. Poucos estudos investigaram mulheres
jovens, e nenhum estudo foi realizado na populagao brasileira. Ainda, o que se sabe em
relacdo as interagdes desses polimorfismos com fatores de risco ndo genéticos, tais
como obesidade e consumo de alcool, e o risco de cancer de mama ¢ insuficiente. O
gene PONI codifica a enzima paraoxonase 1 (PONI1) que atua na detoxificacdo de
compostos organofosforados, desempenha importante papel na degradagdo de lipideos e
apresenta caracteristicas antioxidantes, participando desta forma da eliminacdo de
espécies reativas de oxigénio. A ndo detoxificacdo de compostos potencialmente
cancerigenos e de espécies reativas de oxigénio, ao oxidar bases nitrogenadas no DNA,
pode gerar mutagdes ou aberracdes cromossOmicas associadas a diversos tipos de
neoplasias, entre elas a neoplasia de mama. A PON1 apresenta uma ampla variagao
interindividual na sua expressdo e atividade entre os individuos saudaveis e estas
variagdes podem ser explicadas pela influéncia de seus polimorfismos genéticos e por
variaveis ambientais.

Tendo em vista os aspectos mencionados, o presente estudo investigou a

associagio entre os polimorfismos Leu”Met e GIn'*?Arg do gene PONI e o risco de
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cancer de mama em mulheres jovens brasileiras podendo contribuir para um melhor

entendimento da etiologia do cancer de mama em mulheres jovens susceptiveis.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a magnitude de associagdo entre os polimorfismos genéticos Gln'?Arg e
Leu>Met no gene PONI e o risco de cAncer de mama em mulheres jovens atendidas em

hospitais publicos de referéncia na cidade do Rio de Janeiro.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever a distribuicdo da frequéncia dos polimorfismos Leu>Met e GIn'®?Arg
do gene PON1 em casos de cancer de mama (<36 anos) e nos controles com
patologias ndo neoplasicas, atendidas em hospitais publicos de referéncia, na

cidade do Rio de Janeiro.

e Determinar a magnitude de associacdo entre os polimorfismos Leu*>*Met e
GIn®?Arg do gene PONL e o risco de cancer de mama em mulheres jovens (<36

anos) atendidas nos referidos hospitais.
e Determinar a magnitude de associacdo entre os polimorfismos Leu>*Met e

GIn'®?Arg do gene PON1 e o risco de cancer de mama em mulheres jovens

ajustado por fatores de risco ambientais selecionado
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6 METODOLOGIA

6.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo faz parte de um projeto maior denominado “Fatores de risco
associados a cancer de mama em mulheres jovens no Rio de Janeiro”, aprovado, pelo
Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca
(ENSP) em nome do pesquisador Guillermo Patricio Ortega Jacome que realizou a
coleta de casos e controles. Assim, todas as participantes do estudo foram entrevistadas,
e forneceram uma amostra de sangue, apds a leitura e assinatura do termo de
Consentimento Livre e Esclarecimento (TCLE) (Ortega Jacome et al., 2010).
Posteriormente, com mudanca do pesquisador responsavel para o Dr. Sergio Koifman e
da equipe (Rosalina Jorge Koifman, Leticia Rodrigues Melo e Sabrina da Silva Santos),
em 2010, o CEP autorizou a analise de alguns polimorfismos genéticos: C609T do gene
NQOI1, CYp 17, CYP 19 (Santos 2013) e LeuMet e Gln'*?Arg do gene PONI.

Seguindo as normas da Pos-graduacdo em Saude Publica e Meio Ambiente, este
projeto foi submetido ao CEP da ENSP e aprovado (parecer 1.880.197; CAAE
58868216.3.0000.5240); (Anexo 1). A partir da aprovacao deste projeto foram, entdo,
realizadas as genotipagens dos polimorfismos Leu’>Met e GIn'*?Arg do gene PONI, no
laboratorio de Epidemiologia Molecular do Cancer da Escola Nacional de Satde

Publica Sergio Arouca/ ENSP e andlise estatistica dos dados gerados.

6.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este ¢ um estudo analitico observacional do tipo caso-controle de base

hospitalar.

6.3 POPULACAO DE ESTUDO

A base de estudo ¢ composta pela populagao de mulheres com 35 anos de idade
ou menos que viviam na cidade do Rio de Janeiro/Brasil no periodo de 1/1/1999 a
31/12/2009. A amostra inicial para esta investigacdo foi composta por 266 mulheres
com cancer de mama diagnosticado em idade menor que 36 anos, e igual numero de
controles sem antecedentes pessoais de cancer.

Entre os casos de cancer de mama elegiveis, aproximadamente, 49% foram
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incluidos no estudo, 14,3% morreram logo apos o diagnostico em estagios avancgados,
22,8% nao puderam ser contatados por causa de mudanca de endereco ou de numero de
telefone, 6,7% ndo apareceram para a entrevista agendada, 4,5% ndo estavam
disponiveis como consequéncia do tratamento em curso e 2,7% ndo estavam dispostos a
participar ou doar uma amostra de sangue.

Os controles foram selecionados nos hospitais Lagoa, Pro-Matre e INTO. Entre

todas as mulheres convidadas, 66% (277) aceitaram participar no estudo como controle.

6.3.1 Defini¢ao de Casos

Foram definidos como casos de cancer de mama pacientes com neoplasia nas
seguintes localizagdes anatomicas de acordo com a CID-O (Percy ef al., 1990): mamilo
e aréola (C50.0), porcao central da mama (C50.1), quadrante superior interno da mama
(C50.2), quadrante inferior interno da mama (C50.3), quadrante superior externo da
mama (C50.4), quadrante inferior externo da mama (C50.5), por¢do axilar da mama
(C50.6), mama com lesdo invasiva (C50.8) e neoplasia maligna da mama nio
especificada (C50.9). Os casos foram selecionados no Instituto Nacional de Cancer
(INCA) no Rio de Janeiro. Por meio do servigo de arquivo médico e estatistica foram
identificadas as pacientes com idade de 18 a 35 anos, diagnosticadas e confirmadas
microscopicamente com cancer de mama (CID C50.0 a C50.9) nos anos de 1999 a
2009. As participantes elegiveis foram contatadas por telefone, e agendada uma

entrevista no hospital.

6.3.2 Defini¢ao de Controles

Os controles foram recurtados dentre pacientes internadas ou em atendimento
ambulatorial e acompanhantes de trés hospitais ndo onoldgicos da rede publica de
saude da cidade do Rio de Janeiro: Hospital Pr6-Matre, INTO e Hospital Federal da
Lagoa. As mulheres que apresentaram historia pregressa de cancer ou patologias
associadas a disfunc¢des endocrinas vinculadas a producao excessiva de estrogénio nao
foram elegiveis. Os controles foram pareados por frequéncia em relacdo a idade dos

Casos.
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6.3.3 Critérios de Exclusao

Foi considerado critério de exclusdo a incapacidade cognitiva para responder ao

questionario.

6.4 COLETA DE DADOS

As varidveis que foram utilizadas neste estudo (Tabela 3) tiveram origem no
questionario que foi desenvolvido e aplicado como parte do estudo maior, que
contemplou indicadores antropométricos, informagdes sociodemograficas, historico
ocupacional, atividade fisica, questdes sobre habitos dietéticos, historia de doenga
benigna na mama, histdria familiar de cancer, historia reprodutiva, tabagismo, consumo
de alcool, historia de exposicdo a radiagdo ionizante, exposi¢ao a disruptores enddcrinos
e historia clinica. O questiondrio foi padronizado, validado e aplicado por
entrevistadores em casos ¢ controles. A duracdo média de cada entrevista foi de 50

minutos.

6.5 VARIAVEIS DO ESTUDO

Variavel dependente: Diagndstico de neoplasia maligna de mama.
Variaveis independentes:
 Variavel de exposi¢do de interesse: Polimorfismos Leu’’Met e GIn'*’Arg
do gene PONI (Tabela 2).

Tabela 2: Variaveis de exposi¢do de interesse.

Variavel Tipo de variavel / Observagdes

Variavel Tipo de variavel / Observacoes

Polimorfismo PON1 55 Categorica: Leu/Leu, Leu/Met e Met/Met

Polimorfismo PON1 192 Categorica: Gin/Gln, Gln/Arg e Arg/Arg

Polimorfismo PON1 55 recessivo Dicotomica: Leu/Leu e Leu/Met /
Met/Met

Polimorfismo PON1 55 dominante Dicotomica: Leu/Leu / Leu/Met e
Met/Met

Polimorfismo PONT1 192 recessivo Dicotomica: Gln/Glin e Gln/Arg /
Arg/Arg

Polimorfismo PON1 192 dominante Dicotomica: GIn/Gln /GIn/Arg e Arg/Arg
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Covariaveis coletadas (Tabela 3).

Tabela 3: Covariaveis utilizadas no presente estudo

Variavel Tipo de variavel / Observacdes

Cor Dicotdémica: branco ou ndo- branco

Escolaridade Categorica: analfabeta, 1° grau
incompleto, 1° grau completo, 2° grau
incompleto, 2° grau completo, nivel

superior

Gravidez Dicotdémica: sim ou nao

Gravidez a termo Continua

Amamentacdo em meses Continua

Fumo DicotOmica: sim ou ndo

Idade que parou de fumar Continua (anos)

Historia de cancer familiar Dicotdémica: sim ou nao

Historia familiar de cancer de mama/ovario DicotOmica: sim ou ndo

Idade que iniciou uso de contraceptivo Continua (anos)

Tempo que usou contraceptivo Continua (meses)

-'; ||
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6.6 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS LEU*MET E GLN!”?ARG DO GENE
PONI

ApoOs a entrevista foram coletadas amostras de sangue periférico com
anticoagulante (EDTA), que foram utilizadas para a extracdo de DNA através da técnica
de “Salting out” (Miller et al., 1988). Para a investigacdo dos polimorfismos Leu>Met e
GIn'”Arg do gene PONI foi adotada a metodologia utilizada por Humberto e
colaboradores (1993), com pequenas modificacdes.

A PCR foi realizada com volume final de 25 uL, utilizando-se os
oligonucleotideos iniciadores descritos na Tabela 4. O produto da PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 2% em solugdo Tris-borato de EDTA (TBE 1x). Os géis
foram corados com Gelred™ (0,07 pg/mL) e visualizados com a utilizagio de
transiluminador de luz ultravioleta. Os fragmentos amplificados foram digeridos com
2U de enzima (Nlalll para analise da posi¢do 55 e A/wl para andlise da posi¢do 192) por
no minimo 8§ horas a 37°C. A analise dos produtos da digestdo foi realizada em gel de
agarose 3%, apods a eletroforese, foi realizada a visualizacdo dos fragmentos de DNA,

através da utilizagao de transiluminador de luz ultravioleta.

Tabela 4: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores e tamanho dos fragmentos

amplificados.
Primer Sequéncia (5°-3’) Tamanho do
produto
Q!?R forward (F) TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG %9 pb
Q'"’R reverse (R) CACGCTAAACCCAAATAATCTC
L>M forward (F) GAAGAGTGATGTATAGCCCCAG 170 pb

L>M reverse (R) ~ TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCC

Para o polimorfismo do cddon 55 do gene PONI, apds a digestdo, pdde ser
gerado até trés fragmentos distintos. Um de 170 pb, que se refere ao alelo selvagem, ou
seja, sem o polimorfismo, e outros dois fragmentos de 127 e 43 pb, resultado da
digestdo do alelo polimorfico. Desta forma, cada paciente analisado, pode ser

considerada como homozigota para a forma selvagem (Leu/Leu), heterozigoto
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(Leu/Met) ou homozigota polimédrfica (Met/Met). Para o polimorfismo do cédon 192,
apos a digestdo, também, pode ser gerado até trés fragmentos distintos. Um de 99 pb,
se refere ao alelo selvagem e outros dois fragmentos de 36 e 63 pb, resultado da
digestdo do alelo polimorfico. Cada paciente, foi, entdo, considerada homozigota

selvagem (GIn/GlIn), heterozigota (GIn/Arg) ou homozigota polimorfica (Arg/Arg).

6.7 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A caracterizagao da populagdao do estudo foi realizada por meio do calculo das
frequéncias absolutas e relativas nos grupos de casos e controles, para as variaveis
categoricas (frequéncias genotipicas e varidveis ambientais). A comparacdo da
distribuicao dessas caracteristicas foi realizada, entdo, através do teste de qui-quadrado.
Para as variaveis discretas e continuas, foram calculadas médias e desvios padrao. O
teste de Shapiro-Wilk foi realizado para verificar a normalidade da distribui¢ao dos
dados. Visto que, as variaveis estudadas ndo apresentavam distribui¢do normal, a
comparacdo das distribui¢des, entre os grupos de casos e controles, foi realizada através
do Teste U de Mann-Whitney.

Para determinar a magnitude de associagdo entre os polimorfismos do gene
PONI ¢ o risco de cancer de mama foram calculadas razdes de chances (Odds ratio -
OR) brutas e ajustadas por potenciais confundidores, por meio da técnica de regressao
logistica. Nestas andlises foram calculados os intervalos de confianca das estimativas
utilizando um nivel de significancia de 5%.

As andlises foram realizadas utilizado-se o pacote estatistico IBM SPSS Statistic
20.0.

Para verificar se a distribui¢do genotipica dos polimorfismos no grupo controle
segue a distribuicdo de Hardy-Weinberg, foi utilizado o teste do qui-quadrado, através

do pacote ‘HardyWeinberg’ (versao 1.4.1) do software R 3.3.3.

6.8 TAMANHO DA AMOSTRAL

Nao foi possivel obter resultados de genotipagem para 8 dos 266 casos e 3 dos
277 controles do polimorfismo GIn!*?Arg e 27 dos 266 casos e 43 dos 277 controles do
polimorfismo Leu>Met. Sendo assim, para as andlises da distribui¢do genotipicas e
magnitudes de associacdo dos polimorfismos com desenvolvimento de cancer de mama,

foram considerados 239 casos e 234 controles para o polimorfismo Leu’’Met do gene
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PONI e 258 casos e 274 controles para o polimorfismo GIn'*?Arg do gene PONI. Com
esse tamanho amostral, considerando um nivel de significancia de 95% e uma
prevaléncia de exposi¢io ao polimorfismo Leu>Met (gendtipo Met/Met) em controles
de 6,8%, este estudo tem um poder de 80% para detectar uma OR de 2,4 entre esse
polimorfismo e o desenvolvimento de cancer de mama. Para o polimorfismo GIn'**Arg,
um estudo com o esse tamanho amostral, possui um poder de 80% para detectar uma
OR de 0,53 entre esse polimorfismo e o desenvolvimento de cancer de mama (nivel de

significancia de 95% e prevaléncia de 25,5% do genotipo Arg/Arg em controles).
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7 RESULTADOS

A caracterizacdo da populacao de estudo encontra-se na Tabela 5. A média da
idade dos casos de cancer de mama foi de 31,5 (DP: 3,37) anos e dos controles de 29,8
(DP: 4,43), P=0,000. Em relagdo a cor da pele, as mulheres brancas representaram
30,1% dos casos e 31,8% dos controles, P = 0,67. Os controles possuem mais anos de
escolaridade do que os casos, 61,0% dos primeiros estudaram mais de 8 anos,
comparado aos 27,8% dos ultimos, P=0,000. A histéria familiar de cancer de mama e
ovario foi relatada por 62% dos casos e 47,3% dos controles, P=0,002. 24,4% dos casos
e 15,5% dos controles informaram ter o habito de fumar, P=0,009. O habito de ingerir
bebidas alcdolicas foi relatado por 77,4 % dos casos e 76,9% dos controles, P=0,89. A
média do IMC aos 18 anos dos casos foi de 21,21 (DP: 0,76) e dos controles 20,45 (DP:
0,76), P=0,04. A média da idade da menarca dos casos foi de 12,7 (DP: 2,1) anos ¢ dos
controles de 12,7 (DP: 1,6) e a média do tempo uso de contraceptivos orais em anos foi
de 5,3 (DP: 0,85) anos entre os controles ¢ 5,5 (DP: 0,81) anos entre os casos. 21,8%
dos caoss e 14,8% dos controles relatam ndo ter engravidado. Por fim, a média da idade
que teve o primeiro filho foi de 22 anos (DP: 5,4) entre os controles e 21 anos (DP: 4,7)

entre oS casos.
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Tabela 5: Distribui¢dao dos casos (n=266) de cancer e controles (n=277) de acordo com

a variavel selecionada, Rio de Janeiro, Brasil, 1999-2012.

Variaveis Controles N(%) Casos N(%) OR (IC 95%) P valor
Idade (anos)
Media + DP 29,8+4,43 31,543,37 0,000*
Estratos:
18-23 32 (11,6) 7 (2,6) 1,00 0,000%*
24-29 67 (24,2) 59 (22,2) 4,03 (1,65-9,79)
30-35 178 (64,3) 200 (75,2) 5,14 (2,21-11,93)
Cor da pele
Branco 88 (31,8) 80 (30,1) 1,00 0,67*%*
Nao- branco 189 (68,2) 186 (69,9) 1,08 (0,75-1,56)
Escolaridade
<8 47 (17,0) 90 (33,8) 1,00 <0,00%*
8 61(22,0) 102 (38,3) 0,75 (0,50-1,13)
>8 169 (61,0) 74 (27,8) 1,11 (0,74-1,67)

Historia familiar de cincer de mama e ovario
Nao 146 (52,7) 101(38,0) 1,00 0,002%*
Sim 131 (47,3) 165 (62,0) 2,12 (1,32-3,35)

Consumo de fumo
Nao 234( 84,5) 201 (75,6) 1,00 0,009**
Sim 43 (15,5) 65 (24,4) 1,76 (1,15-2,70)

Consumo de alcool
Nio 64 (23,1) 60 (22,6) 1,00 0,89%*

Sim 213 (76,9) 206 (77,4) 1,03 (0,69-1,54)

IMC aos 18 anos

Meédia + DP 20,45+0,76 21,21+0,76 0,04*
121 (92,4) 180 (90,5) 1,00 0,55%*
<25
>25 10 (7.6) 19.(9.5) 1,28 (0,58-2,84)
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Tabela 5: Continuacao

Variaveis Controles N(%) Casos N(%) OR (IC 95%) P valor
Idade da menarca (anos)
Média = DP 12,7+1,6 12,742,1 0,74%
Estratos:
<12 62 (11,4) 66 (12,2) 1,00 0,01**
12-14 178 (32,8) 163 (30,0) 0,86 (0,57-1,29)
>14 37 (6,8) 37 (6,8) 0,94 (0,53-1,66)

Uso de contraceptivos (anos)

Média = DP 5,3+0,85 5,5+0,81 0,69*
Estratos:
0-1 86 (31) 66 (24,8) 1,00
1-5 71 (25,8) 80 (30,1) 1,46 (0,93-2,30) 0,22%*
>5 118 (42,9) 120 (45,1) 1,32 (0,88-1,99)
Gestacao

Nao 41 (14,8) 58 (21,8) 1,00 0,89**
Sim 236 (85,2) 208 (78,2) 0,62 (0,40- 0,97)

Idade em que teve o primeiro filho

Media + DP 22,03+5,4 21,83+4,7 0,87*
<30 208 (88,5) 180 (90,5) 1,00 0,003%*
231 200(96,2) 8(3,8) 0,31 (0,14-0,69)

*Teste U de Mann-Whitney
*% y2 test

O grupo controle encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg para os
polimorfismos Leu>’Met e GIn'”?Arg do gene PONI, P=0,92 e P=0,18,
respectivamente.

A distribuiciio genotipica dos polimorfismos Leu™Met e Gln'**Arg do gene
PONI e a magnitude de associagdo com cancer de mama em mulheres jovens sao
apresentadas nas tabelas 6. A frequéncia do polimorfismo Leu>Met do gene PONI foi
maior nos casos que nos controles, mas nao houve significancia estatistica (P = 0,96).
Em relacdo ao polimorfismo GIn!®?Arg do gene PONI, ainda que sem significancia

estatistica (P = 0,49), a frequéncia foi maior nos controles que nos casos. De acordo
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com as andlises que mensuraram a magnitude de associagdo, nao houve associacdo
estatisticamente significativa entre o polimorfismo Leu’’Met do gene PONI ¢ cancer de
mama em mulheres jovens (OR = 1,01, IC 95% 0,69-1,47para Leu/Met; OR = 1,12, IC
95% 0,55-2,29 para Met/Met). Quando ajustado pelos fatores de confusdo idade, e IMC
aos 18 anos a OR para o gendtipo Leu/Met mostrou OR de 1,3 (IC 95% = 0,80-2,13) e
para o genotipo Met/Met mostrou OR de 1,8 (IC 95% 0,67-4,7), ambas sem
significancia estatistica. Também ndo houve associa¢do estatisticamente significativa
entre o polimorfismo GIn'*?Arg do gene PONI e cancer de mama em mulheres jovens
de acordo com a OR bruta (OR = 0,88; IC 95% 0,59-1,32 para o gendtipo Gln/Arg; OR
= 0,75; IC 0,47-1,20 para o genétipo Arg/Arg). Quando ajustado pelos fatores de
confusdo idade e IMC aos 18 a OR para o genotipo Gin/Arg foi igual a 0,97 (IC 95%
0,56-1,69) e para o genotipo Arg/Arg foi igual a 0,79 (IC 95% 0,42-1,05), ambas, sem
significancia estatistica.

As magnitudes de associacdo entre os polimorfismos Leu’Met e Gln!*?Arg do
gene PONI e o cancer de mama em mulheres jovens, utilizando-se dois modelos
genéticos distintos (recessivo e dominante) também sdo apresentadas na tabela 6.

Para o polimorfismo Leu>Met, o modelo recessivo (gendtipos Leu/Met e
Met/Met versus Leu/Leu) nio mostrou associacdo entre o polimorfismo Leu’’Met e
cancer de mama em mulheres jovens (OR = 1,03; IC 95% 0,72-1,48). Quando ajustada
para os fatores de confusdo selecionados (idade e IMC aos 18 anos) verificou-se uma
associacdo sem significancia estatistica (OR = 1,37; IC 95% 0,86-2,19). Quando
analisada a associacdo pelo modelo dominante (genotipo Met/Met versus Leu/Met e
Leu/Leu) a OR também nao se encontrou associacdo (OR = 1,11; IC 95% 0,55-2,23).
Entretanto, quando ajustada pelos fatores de confusdo idade e IMC aos 18 anos, o
modelo dominante mostrou associagdo, mas sem significancia estatistica (OR = 1,59; IC
95% 0,61-4,14).

Em relagio ao polimorfismo GIn'*?Arg do gene PONI, com o modelo recessivo,
houve associacdo, sem significancia estatistica (OR = 0,84; IC 95% 0,58-1,21), apds o
ajuste para os fatores de confusdo selecionados (idade e IMC aos 18 anos) a magnitude
de associacdo foi menor e ainda sem significancia estatistica (OR = 0,91; IC 95% 0,54-
1,52). A andlise com o modelo dominante, demostrou associacdo, sem significancia
estatistica tanto na regressao logistica simples (OR = 0,83; IC 95% 0,55-1,25) quanto na
regressao multivariada, quando ajustada pelos fatores de confusdo idade e IMC aos 18

anos (OR =0,81; IC 95% 0,47-1,37).
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Tabela 6: Distribui¢io genotipica dos polimorfismos Leu’ Met (casos n=239 e

controles n=234) e GIn'”?Arg (casos n=258 e controles n=274) e magnitude de

associa¢io do polimorfismo LeuMet do gene PONI com o desenvolvimento de cAncer

de mama em mulheres jovens (modelo recessivo ¢ modelo dominante).

OR ajustada
Caso Controle OR bruta Pearso
PONT (n%) n%) (IC 95%) ’ 2
n n n
’ ’ ’ (IC 95%) x
Leu>Met
126
(Leu/Leu) 125 (53.4) 1,00 1,00
(52,7)
1,01 (0,69- 1,3 (0,80- pP=
(Leu/Met) 95(39,7) 93 (39,7) 0,96
1,47) 2,13)
1,12 (0,55-
(Met/Met) 18 (7,5) 16 (6,8) 1,8 (0,67-4,7)
2,29)
239
Total 234 (100)
(100)
Modelo Recessivo
(Leu/Leu) 126 125 1,00 1,00
(Leu/Met+Met/Met 1,03 (0,72- 1,37 (0,86-
113 109
) 1,48) 2,19)
Modelo Dominante
(Leu/
221 218 1,00 1,00
Leu+Met/Met)
1,11 (0,55- 1,59 (0,61-
(Met/Met) 18 16
2,23) 4,14)
GIn'?Arg
(GIn/Gln) 84 (32,6) 79 (28,8) 1,00 1,00
118 0,88 (0,59- 0,97 (0,56-
(GIn/Arg) 125 (45,6)
(45,7) 1,32) 1,69)
(Arg/Arg) 56(21,7) 70 (25.5) 075047 0,104 529
rgrarg 5 > ’
1,20) 1,05)
Total 258 274 (100)
(100)
Modelo Recessivo
(GIn/Gln) 84 79 1,00 1,00
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0,84 (0,58- 0,91 (0,54-

(Gln/Arg+Arg/Ar: 174 195
sAsee 1,21) 1,52)
)
Modelo Dominante
(GIn/GIn+GlIn/Arg
) 202 204 1,00 1,00
0,83 (0,55- 0,81 (0,47-
(Arg/Arg) 56 70
1,25) 1,37)

* Ajustada por: idade e IMC aos 18 anos.

Tendo em vista que, para os dois polimorfismos estudados, as maiores
magnitudes de associacdo foram obtidas com o modelo genético dominante, construiu-
se um modelo estatistico final com os dois polimorfismos e com esse padrao genético. A
estimativa da magnitude de associa¢do entre os polimorfismos Leu>’Met e GIn'**Arg do
gene PONI e o cancer de mama em mulheres jovens, para esta analise, sdo apresentados
na tabela 10.

Para o polimorfismo Leu*Met, o modelo dominante (genétipos Met/Met versus
Leu/Met e Leu/Leu) ndo mostrou associacdo com o cancer de mama em mulheres jovens
quando ajustado pelo polimorfismo GIn'*?Arg (OR = 1,11; IC 95% 0,55-2,23). No
entanto, quando ajustada pelo polimorfismo GIn'*?Arg, idade e IMC aos 18 anos,
verificou-se uma associacdo, sem significancia estatistica (OR = 1,59; IC 95% 0,61-
4,14).

Com relagdo ao polimorfismo GIn'?Arg do gene PONI, o modelo dominante
(genotipos Arg/Arg versus GIn/Gln+Glin/Arg) mostrou que o gendtipo Arg/Arg esta
associado a um menor risco de desenvolvimento de cancer de mama em mulheres
jovens, porém sem significancia estatistica (OR = 0,81; IC 95% 0,54-1,21), quando
ajustado pelo polimorfismo Leu>>Met. Quando ajustado pelo polimorfismo Leu’>Met,
idade ¢ IMC aos 18 anos, o modelo dominante continuou mostrando associagdo com
cancer de mama em mulheres jovens, mas ainda sem significancia estatistica (OR =

0,81; IC 95% 0,47-1,37).
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Tabela 7: Magnitude de associa¢do do polimorfismo Leu>Met e Gln!®?Arg do gene

PONI no risco de cancer de mama em mulheres jovens - Modelo Final (193 casos ¢ 123

controles).
PONI Casos  Controles OR ajustada* OR ajustada**
(IC 95%) (IC 95%)

Leu®Met

TT/TA (Leu/Leu+ Leu/Met) 221 218 1,00 1,00

AA (Met/Met) 18 16 1,11 (0,55-2,23)  1,59* (0,61-4,14)
GIn'’Arg

AA/AG (GIn/GIn+Gln/Arg) 118 125 1,00 1,00

GG (Arg/Arg) 56 70 0,81 (0,54-1,21) 0,81 (0,47-1,37)

* Ajustada por: polimorfismos Leu>Met e GIn'*?Arg do gene PONI.

*#*Ajustada por: polimorfismos Leu>Met e GIn'”?Arg do gene PONI, idade ¢ IMC aos

18 anos.
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8 DISCUSSAO

Exposicdo a estrogénio, fatores alimentares, vida reprodutiva, produtos quimicos
com potencial carcinogénico presentes no meio ambiente, bem como o estresse
oxidativo desempenham um importante papel relacionados a etiologia e
desenvolvimento de diversos tipos de cancer, entre eles o cancer de mama (Geneviene ¢
Britt, 2017; Gurer-Orhan et al, 2017; Shrivastava et al., 2017; Soto € Sonnenschein,
2015, Ritte et al., 2013). O corpo humano dispde de uma série de sistemas enzimaticos
que, entre outras funcdes, o protegem contra danos genotdxicos agindo diretamente
através da detoxificacdo de radicais livres, como a enzima PONI ou indiretamente
através da reducdo de substratos potenciais que dao origem a producdo de radicais
livres, como o citocromo P450 (Hawk, 2016). Portanto, ¢ plausivel que os
polimorfismos dos genes que codificam tais enzimas sejam reconhecidos como fatores
que podem alterar a susceptibilidade a produtos quimicos genotdxicos e
consequentemente ao cancer (Kaur ef al., 2017).

Viérios polimorfismos genéticos t€ém sido identificados nas regides promotora e
codificante do gene PONI. Estudos epidemiologicos e moleculares identificaram dois
importantes polimorfismos na regido de codificagio do gene nas posicdes 192
(GIn'*?Arg) e 55 (Leu>’Met) (Humbert et al., 1993).

5

Portadores do alelo Leu®® apresentam maior atividade plasmatica da PONI1

quando comparado aos portadores do alelo >Met. Desta forma, os portadores do alelo

Leu”

, provavelmente, sdo mais vulnerdveis a potenciais agentes carcinogenicos
quimicos e ambientais e as espécies reativas do oxigénio (Chen et al., 2016; Dai-Hua
Fang et al., 2012; Dai-Hua Fan et al., 2011). Portanto, o polimorfismo Leu>’Met pode
estar associado a um aumento no risco de cancer de mama (Dai- Hua Fang et al., 2012).
J4 o polimorfismo Gln'?Arg do gene PONI influencia a atividade da enzima por estar
associado com a eficiéncia catalitica frente a alguns substratos, além de afetar a
capacidade da enzima PONI de hidrolisar lipideos oxidados (Rainwater et al., 2009;
Richter et al., 2009; Humbert et al., 1993). Estudos anteriores sugeriram que a atividade
da PONI nos portadores do alelo '"?Arg seria mais eficiente quando comparado aos
portadores do alelo *>Gln e associam o polimorfismo GIn'*>Arg a um risco diminuido
para o desenvolvimento do cancer, particularmente para o cancer de mama (Li et al.,
2000; Zhang et al., 2015). Portanto, a presenca dos polimorfismos Leu’’Met e
GIn'? Arg pode estar associada a alteragdes no risco de desenvolvimento do cancer de

mama (Dai- Hua Fang et al., 2012).
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No presente estudo, o gendtipo homozigoto polimorfico (Met/Met) do polimorfismo
eu”Met do gene PONI teve associagdo, sem significAncia estatistica, ao risco
aumentado de cancer de mama em mulheres com menos de 36 anos, ajustado por idade
e IMC aos 18 anos e pelo polimorfismo Gln!*?Arg (OR = 1,59; IC 95% 0,61-4,14
versus Leu/Leu+ Leu/Met). Estudos anteriores encontraram associacdo semelhante para
esse polimorfismo, no entanto alguns deles combinaram mulheres em diferentes faixas
de idade, e a maior parte deles encontraram resultados com significancia estatistica (Liu
et al.,201; Saadat et al., 2011, Chen et al., 2016, Peizeng et al., 2017).

Um estudo caso-controle realizado no Egito com mulheres entre 40 a 60 anos
identificou um aumento do risco de cancer de mama para mulheres que apresentaram o
geno6tipo polimorfico Met/Met e Leu/Met versus Leu/Leu (OR = 2,29; IC 95% 1,20-
4,38; ajustado por idade) e Met/Met versus Leu/Leu (OR = 2,07; IC 95% 1,17-3,64);
(Hussein et al., 2011). Outro estudo caso-controle realizado na Malésia, incluindo
mulheres de faixas etarias variadas, também observou maior risco de cancer de mama
para mulheres com gendtipos polimoérficos Met/Met e Leu/Met versus Leu/Leu (OR =
1,43; IC 95% 1,04-1,97; ajustado por idade e etnia); Leu/Met versus Leu/Leu (OR =
2,33; IC 95% 1,28-4,24) e Met/Met versus Leu/Leu (OR = 1,29; IC 95% 0,93—-1,81);
(Naidu et al., 2010). Stevens e colaboradores (2006), em um estudo caso-controle com
mulheres americanas de 50 a 74 anos identificaram um maior risco de desenvolver
cancer de mama para as mulheres que apresentavam os genotipos Leu/Met versus
Leu/Leu (OR = 1,23; IC 95% 0,92-1,65) e Met/Met versus Leu/Leu (OR = 1,58; IC 95%
1,05-2,37). Finalmente, em um estudo de meta-analise incluido 7 estudos, Wen e
colaboradores (2015) encontraram o polimorfismo Leu®’Met associado ao aumento do
risco de cancer de mama para o genotipo Met/Met versus Leu/Leu versus Leu/Met (OR
=1,74; IC 95% 1,46-2,00).

O nosso estudo, assim como os estudos citados, sugere que o genotipo
homozigoto polimérfico do polimorfismo Leu’>Met do gene PONI aumenta o risco de
desenvolvimento do cancer de mama, entretanto provavelmente por trabalhar com uma
pequena amostra ndo obtivemos significancia estatistica. Adicionalmente, essa falta de
significancia estatistica pode ser devida a diferengca na importancia do polimorfismo
Leu>Met na etiologia do cincer de mama em mulheres jovens, quando comparado a
mulheres de outras faixas etarias, tendo em vista que nenhum dos estudos citados acima
analisou exclusivamente mulheres jovens. Contudo, o estudo caso-cotrole desenvolvido
na Italia por Antognelli e colaboradores (2009) também analisou mulheres na pré-

menopausa e encontrou uma associagao estatisticamente significativa entre os genotipos

58



Met/Met e Leu/Met versus Leu/Leu (OR = 2,67; 1C 95% 1,62-4,15) e Met/Met versus
Leu/Leu (OR = 3,83; IC 95% 2,15-5,87) e cancer nesta populagdo. Ainda assim, apesar
do cuidado dos autores em analisar as mulheres na pré-menopusa, de forma separada,
pois sabe-se que alguns fatores de risco atuam de forma distinta em mulheres na pré e
na pos -menopausa, em geral, a pré-menopusa inclui mulheres até¢ 50 anos, enquanto o
nosso trabalho incluiu mulheres até 35 anos de idade.

Para o polimorfismo GIn'®?Arg, em nosso estudo o gendtipo homozigoto
polimorfico (Arg/Arg), foi associado sem significancia estatistica a um risco reduzido
para o desenvolvimento de cancer de mama em mulheres com menos de 36 anos,
quando ajustado por idade, IMC aos 18 anos e pelo polimorfismo Leu”’Met (OR = 0,81;
IC 95% 0,47-1,37). De forma semelhante, estudos anteriores também encontraram esse
efeito protetor do polimorfismo GIn'®?Arg para o desenvolvimento de cancer de mama,
alguns também sem significancia estatistica (Hussein et al., 2011; Naidu et al., 2010;
Stevens et al., 20006), e dois estudos, o de Antognelli e colaboradores (2009) ¢ a meta-
analise de Saadat e colaboradores (2011) foram estatisticamente significativos, no
entanto, os estudos foram realizados incluindo mulheres com faixas etarias distintas
(Peizeng et al., 2017; Zhang et al., 2015).

Antognelli e colaboradores (2009) em um estudo caso-controle realizado com
mulheres italianas na pré e pos-menopausa identificaram que as mulheres, na pos-
menopausa, que apresentaram os genotipos Arg/Arg e Gln/Arg versus Gln/GIn (OR =
0,05; IC 95% 0,02-0,12), Gln/Arg versus Gin/Gln (OR = 0,12; IC 95% 0,01-0,33) e
Arg/Arg versus Gln/Gln (OR = 0,08; IC 95% 0,01-0,14) apresentaram um risco reduzido
para o cancer de mama. Na pré-menopausa também foi identificada redugdo do risco de
cancer de mama para as mulheres que apresentaram os genotipos Arg/Arg e Gln/Arg
versus GIn/Gln (OR = 0,68; IC 95% 0,47-1,47), GIln/Arg versus GIn/Gln (OR = 0,73; IC
95% 0,51-1,43) e Arg/Arg versus Gin/GIn (OR = 0,64; IC 95% 0,40-1,44), no entanto,
nao houve significancia estatistica. No estudo de meta-analise conduzido por Saadat e
colaboradores (2011), encontrou-se uma redugdo significativa no risco de cancer de
mama, para os genotipos Arg/Arg e Gln/Arg versus Gln/Gln (OR = 0,57; IC 95% 0,49-
0,67), Gin/Arg versus GIln/Gln (OR = 0,88; IC 95% 0,49-0,67) e Arg/Arg versus
GIn/Gln (OR = 0,60; IC 95% 0,46-0,79). No Egito, um estudo caso-controle com
mulheres de 40 a 60 anos encontrou uma reducdo do risco de cancer de mama, sem
significancia estatistica, para as mulheres que apresentaram os genodtipos Met/Met e
Arg/Arg versus Gin/Arg (OR = 0,82; IC 95% 0,47-1,43), Gin/Arg versus Gin/Gln (OR =
0,96; IC 95% 0,55-1,68) e Arg/Arg versus Gin/GIn (OR 0,64; IC 95% 0,25-1,63)
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(Hussein et al., 2011). Na América do Norte, em um estudo caso-controle realizado com
mulheres de 50 a 74 anos, observou-se uma redugao do risco de cancer de mama, sem
significancia estatistica para o genotipo Gln/Arg versus Gin/Gln (OR = 0,81; IC 95%
0,63-1,10) e Arg/Arg versus Gin/Gin (OR = 0,84; IC 95% 0,63-1,10); (Stevens et al.,
2006). Enfim, em um estudo caso-controle realizado na Malésia, foi encontrado para os
genotipos Arg/Arg e Gln/Arg versus Giln/Gln (OR = 0,79; IC 95% 0,57-1,1), GIn/Arg
versus GIn/Gln (OR 0,76; IC 95% 0,57-1,10) e Arg/Arg versus Gln/GIn (OR = 0,76; IC
95% 0,57-1,10) uma reducao do risco de cancer de mama, sem significancia estatistica
(Naidu et al., 2010). Os dados do presente estudo, assim como os citados ateriormente,
sugerem que o polimorfismo GIn'*?Arg estd associado a redugdio do risco para o
desenvolvimento do cancer de mama.

Em nosso estudo, a OR bruta sofreu alteracdes apos o ajuste pelo IMC aos 18
anos para o gendtipo Met/Met e para o gendtipo Arg/Arg dos polimorfismos Leu*’Met e
GIn'"?Arg, respectivamente, ¢ foi identificado que as mulheres cujo vlior de IMC aos 18
anos refletia sobrepeso ou obesidade mostraram um aumento na estimativa de risco para
o desenvolvimento do cancer de mama comparado as mulheres em faixa de valores
normais (OR = 1,59 IC 95% 0,58-2,84).

A dislipidemia primaria relacionada a obesidade ¢ caracterizada por um distarbio
nos niveis de lipideos e/ou lipoproteinas que desencadeia o aumento de triglicerideo,
diminui¢do dos niveis de HDL e composi¢do anormal de LDL (Howard et al., 2003).
Sabe-se que a PON1 ¢ uma proteina que circula na corrente sanguinea associada com a
apolipoproteina Al (apo-A1l) o que indica uma interagdo especifica com a HDL (Primo-
Parma et al.,1996; Aviram et al., 1998; Aviram et al., 1999; Noto et al., 2001). Uma vez
que os niveis séricos da HDL estejam diminuidos, a atividade da enzima PONI1
associada a HDL em individuos obesos pode se tonar significativamente menor do que
em individuos saudaveis e consequentemente essa baixa atividade da PONI1 pode
representar um risco maior para o desenvolvimento de doengas em que os danos
oxidativos e a peroxidacdo lipidica estdo envolvidas (Durrington et al., 2001; Ferret et
al.,2004).

Sorenson e colaboradores (1999) ja haviam demonstrado que, por ser uma enzima
dependente do HDL, a conformac¢do da PON1 dentro do ambiente hidrofébico da HDL
¢ crucial para sua atividade. Os fosfolipidios, especialmente aqueles com cadeias de
acidos graxos longos, estabilizam a enzima PONI1 e sdo necessarios para a ligagdo da
mesma na superficie das lipoproteinas (Gaillard et al., 2001). Outra hipotese

considerada, para explicar a diminui¢cdo na atividade PON1 em pessoas obesas, estd
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relacionada a modificagdes significativas da composi¢ao quimica de HDL em
individuos obesos. A Composic¢ao lipidica (teor de lipidos e /ou produtos de peroxidagao
lipidica) e as interagdes lipidicas-apoproteicas modulam a organizacdo estrutural e as
propriedades fisicoquimica das lipoproteinas (Mackness et al., 2015). Portanto,
acredita-se que modificacdes na composicdo do HDL de individuos obesos podem
afetar a ligacdo da PONI1 a superficie da HDL, resultando em diminui¢do da atividade
enzimatica (Macharia et al., 2014).

E por ultimo, a menor atividade de PON1 em obesos pode estar relacionada a
presenca de inibidores circulantes, tais como produtos de peroxidagdo lipidica. Esta
hipotese ¢ apoiada por um estudo realizado por Aviram e colaboradores (1999) no qual,
usando a enzima PONI1 purificada, demonstrou-se que produtos resultantes da oxidagao
da LDL, tais como palmitoil araquidonil fosforilcolina, lisofosfatidilcolina e
araquidonato se comportam como inativadores da atividade enzimatica da enzima
PONI.

Em resumo, quaisquer que sejam os mecanismos envolvidos nas modificagdes da
composicao lipidica da HDL e da atividade da PON1 em mulheres obesas, ¢ importante
ressaltar que os polimorfismos genéticos ndo sdo os Unicos responsaveis pela
determinagdo da atividade enzimatica da PON1 no organismo humano e, por isso o
ajuste da medida de associag@o entre os polimorfismos da PONI e o cancer de mama,
pelos valores de IMC aos 18 anos tenha demonstrado que essa varidvel ¢ um fator de
confundimento da associagdo estudada, para polimorfismo Leu>’Met.

Por fim, embora tenha sido feito um grande esfor¢o na coleta de pacientes dessa
faixa etéria, a limitagdo de nosso estudo € o tamanho da amostra, de modo que o papel

do acaso ndo pode ser excluido.
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9 CONCLUSAO

Este estudo sugere que os polimorfismos Leu*Met e GIn'*?Arg do gene PONI
podem alterar o risco para a carcinogénese mamaria em mulheres jovens,
principalmente quando outros fatores de risco sao considerados. No entanto, estudos
adicionais sdo necessarios para elucidar o papel dos polimorfismos do gene PONI na

etiologia do cancer de mama em mulheres jovens.
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