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RESUMO

O cancer de mama ¢ considerado um problema de satide publica, sendo a neoplasia mais
frequente em todo o mundo e a principal causa de morte por cancer entre as mulheres. E consi-
derada uma doenca heterogénea, com diversidade histolégica e molecular, cuja caracterizagao
¢ fundamental para a avaliagdo prognostica e a escolha da conduta terap€utica. Dentre os fatores
de risco, destaca-se a exposi¢ao ao estrogénio e seus metabolitos, que podem afetar também o
prognostico. Com relacdo as diferentes formas de exposicao ao estrogénio, a obesidade pode
ter uma contribuicdo, particularmente na poés-menopausa, ja que nessa fase o tecido adiposo
passa a ser a principal fonte de producdo enddgena de estrogénio. Além disso, ¢ interessante
considerar variagoes individuais de metabolismo que possam contribuir para maior sintese do
estrogénio endodgeno ou menor metabolizacdo tanto do estrogénio enddgeno quanto de seus
andlogos exogenos. Dentre as enzimas envolvidas no metabolismo do estrogénio destacam-se
a CYP17, a CYP19 e a NQOI1. O presente trabalho avaliou se os polimorfismos genéticos
CYP17 (rs743572), CYP19 (1s700519) e NOO!I (rs1800566), relacionados a fun¢do dessas res-
pectivas enzimas, afetam a sobrevida e o risco de recorréncia em mulheres com cancer de mama
ndo metastatico. O estudo envolveu uma coorte de mulheres brasileiras com cancer de mama
unilateral e ndo metastatico, com indicagdo de cirurgia como primeira abordagem terapéutica,
e que foram genotipadas para pelo menos um dos polimorfismos acima (n = 590). Os desfechos
avaliados foram a sobrevida livre de doenca e a sobrevida global. Os efeitos das variaveis foram
avaliados pelo método de Kaplan-Meier e pela regressao de Cox. A coorte do estudo apresentou
uma sobrevida global de 91,6% aos 5 anos e de 76,5% ap0ds 10 anos. A sobrevida livre de doenca
foi de 89,9% em 5 anos e 76,9% em 10 anos. Os polimorfismos rs743572 (CYP17) e rs1800566
(NQOI) nao apresentaram influéncia significativa nas curvas de sobrevida global ou livre de
doenga, seja considerando a coorte inteira ou estratificada em funcao de cada uma das variaveis
com influéncia progndstica. O polimorfismo rs700519 (gene CYP19) também ndo apresentou
efeito proprio detectavel quando se analisou a coorte inteira. Entretanto, considerando-se ape-
nas as mulheres que estavam na pré-menopausa no momento do diagndstico, a presenca dos
gendtipos variantes CT/TT, aparentemente causou uma redugao de 85,3% para 53,8% na sobre-
vida global (P log-rank = 0,02) e de 80,2% para 59,8% na sobrevida livre de doenca (P log-rank
= 0,008). A analise univariada de regressdo de Cox indicou as seguintes razdes de risco em
relagdo a presenga dos gendtipos variantes de rs700519: HR= 3,29 IC95% 1,06 — 10,23 para a
sobrevida global e HR= 3,57 1C95% 1,30 — 9,76 para a sobrevida livre de doenca. Entretanto,
tais efeitos ndo se mantiveram estatisticamente significativos apos ajuste para o estadiamento
tumoral: HR = 2,41 1C95% 0,70 — 8,29 e HR = 2,88 1C95% 0,80 — 10,31, respectivamente.
Apesar do aparente efeito, os dados ndo foram suficientes para confirmar o efeito do polimor-
fismo rs700519 (CYP19) na sobrevida global e sobrevida livre de doenca em mulheres na pré-
menopausa.

Palavras-chave: cancer de mama; polimorfismo genético; polimorfismo de nucleotideo unico;
analise de sobrevida; obesidade.



ABSTRACT

Breast cancer is considered a public health problem, being the most frequent neoplasm
worldwide and the main cause of cancer death among women. It is considered a heterogeneous
disease, with histological and molecular diversity, whose characterization is fundamental for
the prognostic evaluation and the choice of therapeutic conduct. Among the risk factors, expo-
sure to estrogen and its metabolites, which can also affect the prognosis, stands out. Regarding
the different forms of exposure to estrogen, obesity may have a contribution, particularly in
postmenopausal women, since in this phase the adipose tissue becomes the main source of en-
dogenous production of estrogen. In addition, it is interesting to consider individual variations
in metabolism that may contribute to higher synthesis of endogenous estrogen or lower meta-
bolization of both endogenous es-trogen and its exogenous analogues. CYP17, CYP19 and
NQOI1 are among the enzymes involved in estrogen metabolism. This study assessed whether
the genetic polymorphisms CYP17 (rs743572), CYP19 (rs700519) and NQO!1 (rs1800566), re-
lated to the function of these respective enzymes, affect survival and the risk of recurrence in
women with nonmetastatic breast cancer. The study involved a cohort of Brazilian women with
unilateral, nonmetastatic breast cancer, with surgery indicated as the first therapeutic approach,
and who were genotyped for at least one of the above polymorphisms (n = 590). The endpoints
evaluated were disease-free survival and overall survival. The effects of variables were assessed
by the Kaplan-Meier method and Cox regression. The study cohort had an overall survival rate
of 91.6% at 5 years and 76.5% after 10 years. Disease-free survival was 89.9% at 5 years and
76.9% at 10 years. The rs743572 (CYP17) and rs1800566 (NQO!) polymorphisms had no sig-
nificant influence on the overall or disease-free survival curves, whether considering the entire
cohort or stratified according to each of the variables with prognostic influence. The rs700519
polymorphism (CYP19 gene) also had no detectable effect of its own when analyzing the entire
cohort. However, considering only those women who were premenopausal at the time of diag-
nosis, the presence of the variant CT/TT genotypes apparently caused a reduction from 85.3%
to 53.8% in overall survival (P log-rank = 0.02) and from 80.2% to 59.8% in disease-free sur-
vival (P log-rank = 0.008). Univariate Cox regression analysis indicated the following hazard
ratios in relation to the presence of rs700519 variant genotypes: HR= 3.29 95%CI 1.06 - 10.23
for overall survival and HR= 3.57 95%CI 1.30 - 9.76 for disease-free survival. However, these
effects did not remain statistically significant after adjustment for tumor staging: HR = 2.41
95%CI1 0.70 - 8.29 and HR =2.88 95%CI 0.80 - 10.31, respectively. Despite the apparent effect,
the data were not sufficient to con-firm the effect of the rs700519 (CYP19) polymorphism on
overall survival and disease-free survival in premenopausal women.

Keywords: breast cancer; genetic polymorphism; single nucleotide polymorphism; survival
analysis; obesity.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ um problema de saude publica, sendo o cancer de mama a neoplasia
mais frequente em todo o mundo. No ano de 2020, foram estimados mais de 2 milhdes
de novos casos, o que corresponde a 11,7% de todos os canceres diagnosticados (SUNG
et al.,2021). O cancer de mama ¢ também a principal causa de dbitos por cancer entre as
mulheres (JEMAL et al., 2011), com mais de 600 mil casos somente no ano de 2020
(SUNG et al., 2021). Ja as estimativas de sobrevida em cinco anos deste tipo de neoplasia
variam de acordo com o continente, sendo mais baixas (70% - 79%) em paises como
Equador e Russia e mais altas nos Estados Unidos e nos paises da Oceania (90%). No
Brasil, a sobrevida em cinco anos ¢ de 75,2% (ALLEMANI et al., 2018).

O cancer de mama ¢ uma doenca considerada heterogénea, podendo levar a
manifestagdes diferentes em cada paciente. Pode ser causada, por exemplo, por alteragdes
genéticas, morfoldgicas, histologicas e moleculares (LUOND; TIEDE; CHRISTOFORI,
2021). Isso ¢ importante porque gera uma variabilidade na resposta terapéutica € no
comportamento clinico do tumor, independente da fase em que foi diagnosticado (DAI et
al., 2016).

Um fator importante para o aparecimento deste tipo de cancer € a exposicao ao
estrogénio e seus metabdlitos, que desempenham um papel tanto no risco quanto na
sobrevida deste tipo de neoplasia (JENKINS et al., 2012). O estrogénio atua no
crescimento e os metabolitos na transforma¢do mutagénica, carcinogénese e progressao
tumoral (YAGER; DAVIDSON, 2006). Uma exposi¢do excessiva ao estrogénio favorece
o0 aparecimento do tumor, seja por um desbalanco nas células imunes, na taxa de divisao
celular ou em uma desregulacdo nos genes que metabolizam este horménio (MUFUDZA;
SOROFA; CHIYAKA, 2012).

Dentre as enzimas responsaveis pelo metabolismo do estrogénio, estdo a CYP17,
a CYP19 e NQOI. Tanto a CYP17 quanto a CYP19 sdo integrantes da familia do
citocromo P450 (CYP) e estdo expressas na mama, sendo altamente relacionadas com a
biossintese do estrogénio (AHSAN et al., 2004). De forma mais especifica, a CYP17
desempenha um papel na conversao de 17a-hidroxiprogesterona em androstenediona ¢ a
CYP19 transforma os androgénios em estrogénios (TUZUNER et al., 2010; FEIGELSON
et al., 1998). J4 a enzima NQO1 esta envolvida na inibicdo da formacdo de neoplasias,
pela regulacdo da proteina supressora de tumor (p53) e na redugdo de metabolitos do

estrogénio (FAGERHOLM et al., 2008).
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Polimorfismos genéticos sdo variagdes genéticas que ocorrem em mais de 1% da
populagdo, que podem ter efeitos positivos, negativos ou ndo apresentar nenhum efeito
(ALBERT, 2011). Os polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) representam os tipos
mais comuns de variacdo genética e, quando presentes em genes que regulam o ciclo
celular e o metabolismo, estdo relacionados com o cancer (DENG et al., 2017). Em
estudos voltados para a epidemiologia do cancer, os polimorfismos sdo investigados para
determinar a resposta ao tratamento, o risco, o prognostico ou a sobrevida dos pacientes,
sendo importantes na dtica de satde publica. No gene CYPI7, o polimorfismo rs743572
esta associado ao risco de desenvolver diversos tipos de cancer, como o de vesicula biliar
(RAI et al., 2014) e o de prostata (EFFAH et al., 2020). Para o cancer de mama, o
polimorfismo rs743572 atua como um fator de risco, principalmente para mulheres na
menopausa, levando um aumento dos niveis de estrogénio, acarretando em uma pior
sobrevida (SUN et al., 2018). No gene CYP19, o polimorfismo rs700519 parece estar
associado com a sobrevida geral e livre de doenca do cancer de mama (ALWAN et al.,
2021). Para 0 NQOI, o rs1800566 ¢ um dos polimorfismos relacionados com o risco de
desenvolver cancer de mama e com o progndstico para mulheres com cancer de mama
(SANTOS et al., 2014).

Além dos polimorfismos, a obesidade também contribui para um pior progndstico
do cancer de mama, independentemente do estagio tumoral no momento do diagnostico
(CHANG et al., 2021). Isso ¢ importante para estudos relacionados ao cancer, pelo tecido
adiposo ser a principal fonte de estrogénio enddgena nas mulheres que entraram na
menopausa. O excesso de peso contribui para um aumento da exposicao ao estrogénio,
acarretando em um pior prognostico (Blair et al., 2019; Ayoub et al., 2019).

Desta forma, o presente trabalho avaliou como os polimorfismos CYPI7
(rs743572), CYP19 (rs700519) e NQOI (rs1800566) atuaram na sobrevida de mulheres
diagnosticadas com cancer de mama, em um hospital de referéncia no Rio de Janeiro, e
no risco de recorréncia quando associados a fatores como a obesidade e o estado

menopausal.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 CANCER DE MAMA
2.1.1 Epidemiologia do Cancer de Mama

O cancer de mama ¢ considerado um problema de saude publica, sendo a neoplasia
que mais acomete as mulheres mundialmente, tanto em incidéncia como em mortalidade
(Figura 1) (SIEGEL et al., 2021; TARC, 2020). Em 2020, foram diagnosticados 2,3
milhdes de novos casos e 685 mil mortes. Isto significa que o cancer de mama foi a quinta
principal causa de morte, por cancer, em todo mundo, quando levados em consideragao

neoplasias que acometem homens e mulheres (SUNG et al., 2021).

Figura 1.Incidéncia e mortalidade dos tipos de cancer que mais acometeram as mulheres mundialmente em
2020.
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. - . Incidéncia
Linfoma Nao-Hodgkin - W Mortalidade

0 10 20 30 40
Taxa por 100 mil mulheres (ASR)

ASR = taxa ajustada por idade. Fonte: Adaptado de IARC, 2020.

De 1990 até 2019, houve um aumento de 128,32% nos casos incidentes e de
83,95% na mortalidade do cancer de mama, embora este crescimento tenha sido
observado em menor escala nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (XU et
al., 2021). A incidéncia do cancer de mama ¢ maior em paises com um indice de
desenvolvimento humano (IDH) elevado (XU et al., 2021), o que tem sido atribuido a
aspectos ligados ao estilo de vida, como excesso de peso e sedentarismo e a hébitos
reprodutivos, como o uso de anticoncepcionais e a idade tardia para ter o primeiro filho

(SUNG et al., 2021).
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No que se refere a mortalidade, os dados também variam de acordo com o IDH
dos paises e a idade das mulheres (HU et al., 2019) (Figura 2). Na faixa etaria abaixo de
50 anos e acima de 70 anos, a mortalidade vem aumentando em todos os paises desde
1990, excluindo-se os Estados Unidos ¢ a Asia (LIMA; KEHM; TERRY, 2021). O
aumento da mortalidade ¢ mais proeminente em mulheres com idades superiores a 70
anos (HU et al., 2019) que moram em paises com os menores IDHs, responsaveis pelos
piores resultados de mortalidade (HEER et al., 2020). O cendrio de maior mortalidade
nos paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos pode ser explicada pelo baixo
investimento em programas de rastreio e diagnostico e pela dificuldade de acesso aos

sistemas de satde (SUNG et al., 2021; WOIJTYLA et al., 2021).

Figura 2. Mortalidade por cancer de mama entre as mulheres entre os diferentes paises no ano de 2020.
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ASR= taxa ajustada por idade. Fonte: IARC, 2020.

Em relagdo as diferencas no estado menopausal das mulheres, paises com um IDH
baixo apresentam um numero maior de diagnésticos de cancer de mama na populagdo na
pré-menopausa, € também maior mortalidade quando comparados com paises com um
IDH elevado (HEER et al., 2020). Os paises em desenvolvimento apresentam mais casos
em mulheres na pds-menopausa, o que pode ser explicado pela mudanga do estilo de vida.
Entdo, de forma geral, paises com um elevado IDH sdo responsaveis por uma maior
incidéncia, tanto em mulheres na pré como na pos-menopausa. Ja os que apresentam um
IDH baixo, por uma maior mortalidade na populagdo na pés-menopausa (HEER ef al.,
2020). Esta elevada mortalidade de mulheres na pds-menopausa foi observada por

Woijtyla e colaboradores (2021) e Rufino e colaboradores (2020), em que com o passar
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dos anos, o Brasil apresentou um leve aumento na mortalidade por cancer de mama,
principalmente em mulheres na faixa etaria de 50-69 anos.

Ao analisar a sobrevida de mulheres com cancer de mama em diversos paises,
Allemani e colaboradores (2015) relataram que a mesma passou de 78,2% (entre 1995-
1999) para 87,4% (entre 2005-2009). Em um estudo recente, este mesmo grupo, Allemani
et al. (2018), indicou que a sobrevida de 5 anos do cancer de mama na América Latina
cresceu durante os anos de 2010-2014 na maioria dos paises, passando de 82% para
84,4% na Argentina, de 73,5% para 75,5% no Chile e de 83% para 84,1% em Porto Rico.
Entretanto, no Brasil, houve uma reducao na sobrevida de cinco anos quando se compara
os anos de 2005-2009 e 2010-1014. No primeiro quadriénio era de 76,9%, passando para
75,2% no segundo.

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que para o ano de 2023 sdo
esperados 73.610 novos casos de cancer de mama em cada ano, com um risco estimado
de 66,54 novos casos a cada 100 mil mulheres no Brasil (INCA, 2022). Excluindo-se o
cancer de pele ndo melanoma, o cancer de mama ¢ a neoplasia que mais acomete as

mulheres no pais (Figura 3) (INCA, 2022).

Figura 3. Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes na populacio feminina brasileira para 2023,
excluindo o cancer de pele ndo melanoma.

Mama feminina 73610 30.1%
Mulheres  Colon e Reto 23.660 9,7%
Colo do utero 17010 7.0%
Tragueia, Bronguio e Pulmao 14540 6,0%
Glandula Tireoide 14160 5.8%
Estomago 8.140 3.3%
Corpo do utero 7840 32%
Ovario 7310 3.0%
Pancreas 5690 2.3%
Linfoma nao Hodgkin 5620 2.3%

Destaque para o cancer de mama. Fonte: Adaptado de INCA, 2022.

No que se refere a sobrevida do cancer de mama, as disparidades encontradas entre
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os paises ou regioes do mesmo pais nos estudos, parecem ser pelo estagio em que a doenga
¢ diagnosticada (IARC, 2015), o tempo em que se inicia o tratamento, o tipo de estudo
realizado, como os dados sdo trabalhados e a disponibilidade de um melhor tratamento
ou mais eficaz em neoplasias que foram detectadas em estagio inicial (MARQUES et al.,

2022).

2.1.2 Fatores de Risco

O cancer de mama ¢ uma doenca complexa, heterogénea e multifatorial, sendo um
conjunto de fatores enddgenos e exdgenos responsaveis pelo risco do aparecimento desta
doenca (LUOND; TIEDE; CHRISTOFORI, 2021; STAREK-SWIECHOWICZ;
BUDZISZEWSKA; STAREK, 2021). Embora ainda n3o se conhegam todos os
mecanismos que levam ao aparecimento do cidncer de mama, alguns fatores de risco ja
sdo bem estabelecidos (WHO, 2021). Um fator de risco importante ¢ a exposi¢do aos
hormdnios femininos estrogénio e progesterona (JENKINS et al., 2012), sendo o aumento
do risco proporcional a exposicdo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021). Tanto o
estrogénio enddgeno quanto o exdgeno estdo associados com este risco (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2021). Homens também podem desenvolver o cancer de mama,
mas € raro, sendo responsavel por apenas 1% de todos os casos diagnosticados (PIZZATO
etal., 2021).

A idade ¢ um dos principais fatores de risco para o aparecimento do cancer de
mama. A maior parte dos casos sdo diagnosticados em mulheres acima de 55 anos
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021). Um dos aspectos que contribuem para o
aparecimento deste tipo de cancer nas mulheres com esta faixa etaria € o uso da reposigao
hormonal p6és-menopausa, no qual ocorre uma exposigao ao estrogénio exdgeno. Quanto
maior a duragdo do tratamento, maior € o risco. Assim que cessa o tratamento, o risco vai
diminuindo com o passar dos anos (COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL
FACTORS IN BREAST CANCER, 2019).

Um outro fator que contribui para o aparecimento do cancer de mama ¢ a presenca
de historico familiar de cancer de mama e ovario. O cancer de mama hereditario ¢
responsavel por cerca de 5% a 10% de todos os casos diagnosticados (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2021). O risco aumenta de acordo com o numero de parentes de
primeiro e segundo grau (KUCHENBAECKER et al., 2017) diagnosticados com cancer
de mama e/ou ovario, ou que carregam as mutagdes para BRCAIl e BRCA2 (BREWER et
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al., 2017). Os genes BRCAI ¢ BRCA?2 sao conhecidos como supressores tumorais, que
ajudam na regulacdo da divisao celular, entdo mutagdes nos mesmos sao responsaveis por
um crescimento celular descontrolado.

Fatores reprodutivos como a menarca precoce (antes dos 12 anos), menopausa
tardia (depois dos 55 anos), idade avangada na primeira gestagcdo, baixa paridade ou
auséncia dela (BARANSKA et al., 2021), redugio no tempo de amamentacio e uso de
contraceptivos orais estdo relacionados com um aumento no risco de desenvolver cancer
de mama (ANOTHAISINTAWEE et al., 2013).

Isto acontece por todos estes fatores levarem a um aumento na exposi¢ao ao
estrogénio endégeno (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021).

O estilo de vida também pode alterar essa exposic¢ao ao estrogénio, tanto enddégeno
como exogeno, como o excesso de peso, obesidade ou a circunferéncia abdominal em
mulheres na pds-menopausa (MOHANTY; MOHANTY, 2021).

Dentre os outros elementos do estilo de vida que contribuem para o aparecimento
do cancer estdo o consumo de alcool, a dieta, a inatividade fisica e a exposicdo a agentes
quimicos, como os pesticidas (COHN; CIRILLO; TERRY, 2019), ¢ o fumo (WHO, 2021,
OH et al., 2017).

2.1.3 Fisiopatologia

O cancer de mama ¢ uma doenca heterogénea, podendo sua progressdao estar
relacionada com alteracdes genéticas, mudangas no microambiente tumoral e
epigenéticas, proliferagio e migracio de células (LUOND; TIEDE; CHRISTOFORI,
2021). Algumas células que compdem o microambiente mamario sdo os leucocitos, os
macrofagos, as células endoteliais e os fibroblastos. Elas sdo responsaveis por modular o
crescimento, a renovagdo celular e a especificidade tecidual da mama, além de
contribuirem para a vigilancia imunoléogica. Para o desenvolvimento tumoral, estas atuam
no comportamento invasivo do cancer (SLEPICKA; SOMASUNDARA; DOS SANTOS,
2021).

A mama ¢ composta por tecido adiposo, tecido conjuntivo, lobulos e ductos. Sua
diferenciagdo ocorre na puberdade e na fase adulta com a ag¢do dos hormdnios
progesterona e estrogénio, para que possa exercer sua principal func¢do, a produgdo de
leite (CRISTEA; POLYAK, 2018). O epitélio ¢ composto por uma camada interna de

epitélio luminal e uma camada externa, de células mioepiteliais (GIENIEC; DAVIS,
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2022). A maior parte das neoplasias mamadrias se originam nos lobulos e ductos mamarios,
sendo os tipos histologicos mais frequentes os carcinomas ductais, responsaveis pela
maior parte dos casos (70%), e os carcinomas lobulares (15%) (Figura 4) (ALLISON et
al.,2019).

Figura 4. Composi¢do da mama.
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Em destaque estdo as principais regides de onde se originam o cancer de mama, o 16bulo ¢ o ducto. No
zoom, esta a composicdo epitelial, onde a camada externa, em contato direto com a membrana basal, estdo
as células mioepiteliais que possuem funcdo contratil para auxiliar na secre¢do de leite para o exterior. Ja a
célula epitelial luminal é a camada interna, que possui como encargo a produgao e secre¢ao de leite durante
a indugdo hormonal. Fonte: Adaptado de HARBECK et al., 2019.

Morfologicamente, os tumores de mama podem ser classificados em carcinoma in
situ e carcinoma invasivo (VUONG et al., 2014). Esta divisao ¢ feita de acordo com o
local onde se origina e se € capaz ou ndo de invadir outros tecidos, sendo chamados de
carcinoma ductal in situ, carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular in situ € carcinoma
lobular invasivo. Os carcinomas in situ nao sao capazes de invadir e atingir outros tecidos,
por isso recebem este nome (CSERNI, 2020). O tipo mais comum € o carcinoma ductal
in situ, que cresce nos ductos mamarios, onde ocorre a proliferagdo das células epiteliais
malignas e fica apenas nesta area, ja que ¢ incapaz de ultrapassar o estroma de sustentacdo
dos 6rgaos e pode ser detectado pela mamografia (Figura 5) (VAN SEIJEN et al., 2019).
Acredita-se que o carcinoma ductal in sifu € percursor do carcinoma ductal invasivo,
aumentando o risco de desenvolvimento deste ultimo (MANNU et al., 2020).

O carcinoma lobular in situ se prolifera nos 16bulos mamarios e ¢ diagnosticado
mais comumente em mulheres na pré-menopausa (Figura 6). Diferentemente do ductal,

nao ¢ detectado pela mamografia e sim pela biopsia (SOKOLOVA; LAKHANI, 2021).
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Figura 5. Carcinoma ductal in situ.

A seta mostra que as células tumorais cresceram ¢ preencheram os ductos, mas néo ultrapassam a membrana
basal, ficando retidas nos ductos. Tem sua forma bem delimitada, ja que as células cancerigenas preenchem
o ducto. Fonte: Adaptado de http://anatpat.unicamp.br/lamgin21.html, acesso em dezembro de 2021.

Figura 6. Carcinoma lobular in situ.

Na figura € possivel notar que os ldbulos estdo preenchidos por células, levando a sua expansio, mas sem
ultrapassar para outros tecidos. Fonte: (WEN; BROGI, 2018).

Os carcinomas invasivos sdo caracterizados por células tumorais com a
capacidade de invadir o tecido mamario, aumentando o risco de metéstases. O carcinoma
ductal invasivo € o tipo patoldégico mais comum (LOIBL ef al., 2021), tem sua origem
nos ductos lactiferos e possui a capacidade de invadir e atravessar a parede dos ductos,
chegando ao tecido adiposo da mama. Uma vez 14, penetra a membrana basal, chega ao
tecido conjuntivo e pode ir para outras partes do corpo pela circulagdo sanguinea ou vasos

linféticos (Figura 7).
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Figura 7. Carcinoma ductal invasivo.

E possivel visualizar o carcinoma em roxo (seta maior) que se originou nos ductos lactiferos e invadiu o
tecido adiposo da mama chegando ao tecido conjuntivo. Em rosa (seta menor) € o vaso sanguineo. Fonte:
Adaptado de http://pathology.jhu.edu/breast/types.php#, acesso em dezembro de 2021.

O carcinoma lobular invasivo se origina nos ldbulos mamarios, sendo
caracterizado por células que invadem o estroma de sustentacdo. As células que
apresentam o cancer de mama perdem a E-caderina, uma molécula responsavel pela
adesdo celular, e por este motivo elas deixam de ter a coesdo, facilitando sua invasdo e
metastase (MCCART REED et al., 2021) (Figura 8). Assim como o carcinoma lobular in
situ, ¢ dificil ser diagnosticado por mamografia. O carcinoma lobular invasivo apresenta
uma massa de células menor quando comparado aos outros tipos, sendo o mais comum

em mulheres mais velhas (WILSON et al., 2021).
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Figura 8. Carcinoma lobular invasivo.
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As setas mostram o tumor ja no tecido conjuntivo, onde pode-se observar uma massa celular menor e com
uma aderéncia menor entre elas. Fonte: Adaptado de http://pathology.jhu.edu/breast/types.php#, acesso em
dezembro de 2021.

2.1.4 Fatores Prognosticos

2.1.4.1 Definigao

Os fatores progndsticos sdo importantes por possibilitarem a identificagcdo de
elementos que podem alterar a evolugdo clinica da doenga no momento do diagndstico,
permitindo um delineamento terapéutico individualizado (ABREU; KOIFMAN, 2002).
Ademais, identifica condi¢des que podem impactar de forma negativa na sobrevida de
mulheres com cancer de mama. Com isso, permite informar as pacientes sobre a futura
trajetoria do cancer e avaliar a sobrevida delas (RILEY et al., 2013).

Os principais fatores prognosticos sao o subtipo molecular, grau histologico,
tamanho tumoral e envolvimento dos linfonodos axilares (PHUNG; TIN TIN; ELWOOD,
2019). O tamanho tumoral e o envolvimento dos linfonodos axilares constituem a base
do estadiamento TNM (T: tumor; N: linfonodo; M: metéstase), sistema criado por Pierre

Denoix em 1940 que ainda ¢ utilizado (CSERNI et al., 2018).
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2.1.4.2 Estadiamento TNM

O estadiamento TNM — Classificagdio de Tumores Malignos ¢ o sistema de
estadiamento preconizado pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) (CSERNI et
al., 2018) e agrupa os estadios da doenca de acordo com o tamanho do tumor, presenca
ou ndo de linfonodos axilares comprometidos € o nimero de metastases a distancia
(GIULIANO; EDGE; HORTOBAGYT, 2018). Apds a defini¢do das categorias T, N e M
¢ possivel agrupa-los em estagios que variam de 0 a IV, sendo que o 0 representa o
carcinoma ductal in situ e o IV, o carcinoma mais invasivo (quadro 1) (INCA, 2019). Esta
classificagdo serve como um guia para orientar a conduta clinica e como um fator
progndstico, por possibilitar uma previsao da potencial agressividade tumoral, agrupando
um mesmo tipo histoléogico em um determinado estadio de desenvolvimento

(O’SULLIVAN et al., 2017).

Quadro 1. Combinagdo das variantes T, N ¢ M e determinagdo dos estadios clinicos.

Estagio TNM
0 Tis, NO, MO
IA T1, NO, MO
IB TO, N1mi, MO/ T1, N1mi, MO
ITA TO, N1, M0/ T1, N1, M0/ T2, NO, MO
11B TO, N2, M0/ T1, N2, M0/ T2, N2, M0/ T3, N1, M0/ T3, N2,
MO
111B T4, NO, M0/ T4, N1, MO/ T4, N2, MO
IIC Qualquer T, N3, MO
v Qualquer T, Qualquer N, M1

Fonte: a autora.

2.1.4.3 Tamanho do Tumor Primério

O tamanho tumoral ¢ importante para estimar a sobrevida das pacientes. Ele pode
ser dividido de TX até T4. Os critérios para determinar cada classificagdo estao no quadro
abaixo (Quadro 2). Em geral, quanto menor o tamanho do tumor (< 2 cm), melhor ¢ o
progndstico para a sobrevida livre de doenga e global (SAADATMAND et al., 2015). Um

estudo realizado por Kasangian et a/ (2017) demonstrou que para mulheres com cancer
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de mama subtipo luminal A, o tamanho tumoral influencia na sobrevida geral. Liu e
colaboradores (2021) avaliaram o valor prognostico do tamanho tumoral em pacientes
com extenso envolvimento nodal e descobriram que o tamanho era um fator independente
de pior progndstico.

O avanco da mamografia e o diagnostico precoce dos tumores permitiu que a
detec¢do de tumores menores aumentasse de 36% para 68% entre os anos de 1975-2012.
Por sua vez, isto levou a uma redugdo nos tumores mais avangados, de 64% para 32%, o

que aumentou a sobrevida das mulheres (WELCH et al., 2016).

Quadro 2. Categorias do Tumor Primario e seus critérios.

Categoria (Tumor Primario) Critério

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma ductal in situ

T1 Tumor <2 cm

T1mi* Tumor < 0,1 cm

Tla Tumor > 0,1, mas <0,5 cm
T1b Tumor > 0,5, mas <1 cm

Tlc Tumor > 1, mas <2 cm

T2 Tumor > 2, mas <5 cm

T3 Tumor > 5 cm

Tumor com alteragdes microscopicas, mas com

b extensdo para a parede toracica e/ou pele
T4a Tumor com extensao a parede toracica
Tumor com alteragdes microscopicas da pele
T4b** incluindo edema, ulceragdo da pele ou nddulos
cutaneos
T4c Tumor com critérios de T4a e T4b
T4d Carcinoma inflamatério

*invasdo das células tumorais para os tecidos adjacentes com nenhum foco < 0,1 cm.
**somente a invasdo da derme ndo classifica como T4b. Adaptado de (KALLI et al., 2018).

2.1.4.4 Linfonodos Axilares e Metastase

Os linfonodos axilares s3o os mais importantes fatores prognésticos para o cancer

de mama (NATALE et al., 2021), sendo sua presenca associada com uma pior sobrevida
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global e livre de doenga (DE BOER et al., 2010). Quando comparado com os vasos
sanguineos, os linfaticos oferecem mais vantagens para a invasao e transporte das células
pré-metastaticas, como um estresse reduzido pelo fluxo ser menor do que nos vasos
sanguineos, aumentando a sobrevida destas células (RAN et al., 2010). Desta forma, o
sistema linfatico é o local mais comum de metastases. A classificagdo e os critérios de
inclusdo para cada uma delas sao baseados nos locais de metéastase (Quadro 3). Ja a ultima
categoria do estadiamento TNM (M: metastase) vai de 0 a 1, assim MO reflete a auséncia
de metastases a distdncia e M1, a presenca (Quadro 4) (KALLI et al., 2018).

Alexander ef al (2017) realizou um estudo no qual o objetivo era avaliar a relacao
entre a morfologia do linfonodo e o IMC. Eles descobriram que linfonodos axilares
aumentados, por conta da infiltracdo da gordura, estavam associados com a presenca de
linfonodo axilar positivo em mulheres obesas, independentemente da idade e da
densidade mamaria. Relataram também que o linfonodo axilar ¢ o melhor indicador de

sobrevida em pacientes com cancer de mama.

Quadro 3. Categorias dos linfonodos axilares e seus critérios.

Categoria (Linfonodos Axilares Regionais) Critério

Os linfonodos ndo podem ser analisados porque ja

cNX )
foram removidos
cNO Sem metastases nodais regionais
cN1 Metastases para linfonodos axilares regionais
cN1mi Micrometastases
- Metéstases em linfonodos axilares de nivel I/I1
c
ipsilateral®
Metastases em linfonodos axilares ipsilateral fixos
cN2a
uns aos outros
Metastases para linfonodos internos ipsilateral
cN2b .
sem metastase axilar
3 Metéstases para linfonodos axilares de nivel I11
cN
ipsilateral ou metastase para nédulos mamarios
cN3a Metastases para linfonodos axilares de nivel III
Metéstase para ndodulos mamarios internos e/ou
¢N3b ]
metastases axilares nivel II
N3 Metastases para linfonodos supraclaviculares
cN3c

regional

*ipsilateral significa que se encontra no mesmo lado do corpo. Adaptado de (KALLI et al., 2018).
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Quadro 4. Categorias da metastase e seus critérios.

Categoria (Metastase) Critério ‘

Sem evidéncia clinica ou de imagem de

Mo ) )

metastases a distancia

Nenhuma evidéncia clinica de metastases a
cMO(i+) distancia, mas tem a presenga de células tumorais
detectadas no sangue
Metastases a distancia com bases em achados

cM1 ) )

clinicos ou de imagem

Metastases a distancia comprovadas

pM1

histologicamente em outros 6rgaos

Adaptado de (KALLI et al., 2018).

2.1.4.5 Grau Histoldgico

O grau histologico tem uma significancia na avalia¢do do prognostico do cancer
de mama. Foi introduzido pela primeira vez por Patey e Scarff (1928), sendo esta
graduacao modificada por Elston e Ellis (1991), recebendo o nome de classificacao de
Nottingham. O grau histologico envolve as caracteristicas histologicas do tumor (grau
histologico), do nicleo (grau nuclear) e da proliferagao celular (grau mitotico) (GALEA
et al., 1992). O sistema de Nottingham classifica o grau histologico em trés categorias,
grau I (bem diferenciado), grau II (moderadamente diferenciado) e grau III (pouco
diferenciado). Por ser um dos fatores relacionados a sobrevida, quanto maior o grau

histoloégico, pior serd o prognostico da paciente (ELSTON & ELLIS., 1991).

2.1.4.6 Subtipo Molecular

O receptor de estrogénio (ER) desempenha um importante papel no crescimento
e proliferacdo do tecido epitelial normal mamario e para a progressao do cancer de mama
(JENKINS et al., 2012). E um dos biomarcadores mais importantes de resposta
terapéutica (HAMMOND et al., 2010). Mulheres que apresentam tumores ER positivos
(ER +) se beneficiam de terapia antiestrogénica, com o uso do tamoxifeno e de inibidores
da aromatase (DACKUS et al.,2021), reduzindo a mortalidade e a recorréncia (EBCTCG,
2015). J& os tumores ER negativos (ER -) apresentam maiores taxas de obito e recidiva
nos anos seguintes apos a cirurgia (YERSAL; BARUTCA, 2014).

O receptor de progesterona (PR) atua na proliferagao celular e desenvolvimento
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dos l6bulos mamarios. Tumores classificados como progesterona positivo (PR +)
apresentam um prognostico melhor do que os progesterona negativo (PR -) e um maior
tempo livre de recorréncia. Junto com o estrogénio, ¢ um dos biomarcadores mais
importantes na avaliacdo terapéutica (LI et al., 2022).

A expressao do receptor do fator de crescimento epidermal humano tipo 2 (HER-
2) também ¢ investigada para a conduta clinica, principalmente para carcinomas
invasivos, primarios ou metastaticos (ALLISON et al., 2020). Ele ¢ um receptor
transmembrana de tirosina quinase que controla a proliferagdo, crescimento e
sobrevivéncia celular.

Devido a heterogeneidade do ciancer de mama, o mesmo tipo histologico pode
apresentar diferentes tipos de comportamento e, por este motivo, uma nova maneira de
elucidar melhor esses tumores era necessaria para orientar o tratamento. Desta forma,
Perou e colaboradores (2000) realizaram um estudo por meio de uma analise de
microarrays de DNA no qual propuseram a subdivisao dos carcinomas mamarios em
quatro subtipos moleculares: luminal, superexpressao do HER-2, semelhante ao normal
(normal breast-like) e basal (PEROU et al., 2000). Posteriormente, outros estudos feitos
pelo mesmo grupo dividiram o subtipo luminal em outros dois subgrupos (SORLIE et al.,
2001, 2003).

Estudos de expressdo génica permitiram a proposi¢do de um sistema de
classificagdo, que ¢ utilizado até hoje, baseado na expressao de PR, ER e HER-2 e outros
marcadores moleculares (GOLDHIRSCH et al., 2013). Com este sistema, o cancer de
mama foi dividido em: Luminal A, Luminal B, HER-2 e subtipo basal (HENNIGS et al.,
2016). Esta categorizac¢ao auxilia na determina¢ao do melhor tratamento (BURSTEIN e¢
al.,2021).

O subtipo Luminal A é o mais comum, representando de 40 a 60% dos casos
(YERSAL; BARUTCA, 2014). Est4 associado a um prognostico favoravel e apresenta
uma evolugdo mais lenta quando comparado com outros subtipos, tendo uma taxa de
proliferacdao baixa (TSANG; TSE, 2019). Os tumores deste grupo se beneficiam da
terapia endocrina (TSOUTSOU et al., 2017) e s@o caracterizados por RE +, RP+ e HER-
2 - (GOLDHIRSCH et al., 2013). J4 o Luminal B corresponde de 10 a 20% dos casos,
apresenta um pior progndstico e uma maior taxa de proliferacdo quando comparado com
o Luminal A e sdo mais agressivos (HARBECK et al., 2019). Ele pode ser dividido em
Luminal B HER-2 positivo e Luminal B HER-2 negativo. O Luminal B HER-2 negativo
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¢ definido por ER+ e¢/ou PR + ¢ HER-2 — ¢ o Luminal B HER-2 positivo ¢ caracterizado
por ER+ e/ou PR+ ¢ HER-2 + (GOLDHIRSCH et al., 2011). Neste ultimo caso, tanto
terapias enddcrinas quanto anti-HER-2 sdo indicadas.

O cancer de mama HER-2 ¢ caracterizado pela auséncia dos receptores hormonais
e presenca de HER-2 (GOLDHIRSCH et al., 2013). Entre 15 a 30% dos tumores de mama
superexpressam HER-2, que estd associado com um aumento da proliferacao celular e
um pior prognostico (WANG; XU, 2019). Desde o aparecimento do trastuzumabe, varios
medicamentos e propostas terapéuticas foram desenvolvidas (SWAIN et al., 2020),
levando a um aumento na sobrevida destas pacientes (SHANG et al., 2022; SIMMONS
etal.,2022).

O subtipo basal se origina de células mioepiteilais da mama e ¢é caracterizado pela
auséncia da expressao de ER, RP e HER-2 (GOLDHIRSCH et al., 2013), correspondendo
de 10% a 15% dos casos de cancer de mama diagnosticados (HARBECK et al., 2019). E
considerado um tumor agressivo, altamente proliferativo e invasivo, com uma frequéncia
maior em mulheres mais jovens e com uma sobrevida baixa quando comparado aos outros
subtipos (BIANCHINI et al., 2022). Pela auséncia de receptores, ndo se beneficia de
tratamentos anti-HER-2 e endoécrinos (ENSENYAT-MENDEZ et al, 2021) mas,
apresenta uma boa resposta a quimioterapia e imunoterapia, sendo que este ultimo
aumenta a sobrevida de pacientes com cancer em um estado mais avangcado € com
metastase, como demonstrado nos estudos clinicos de Cortes et al. (2020), Chmid e
colaboradores (2018) e Emens et al. (2021).

A classificagdo dos subtipos moleculares realizada por andlise imuno-
histoquimica se assemelha a analise de microarrays de DNA, sendo esta a recomendacdo
do consenso de St.Gallen de 2011 para a pratica clinica (GOLDHIRSCH et al., 2011). A
analise de imuno-histoquimica levou a uma adaptagcdo da subclassificagdo tumoral e
apresenta um maior acesso e custo-beneficio (Quadro 5) (GOLDHIRSCH et al., 2011).
Em 2013 foi incluida a avaliacao do Ki67, que ¢ um marcador de células em proliferagao,
nas recomendacdoes (GOLDHIRSCH et al., 2013). Estas técnicas continuam sendo
recomendadas pelo consenso mais recente, de 2021 (BURSTEIN ez al., 2021).



29

Quadro 5. Classificagdo molecular do cancer de mama pelos seus marcadores.

Subtipo Molecular Marcadores
Luminal A ER+; PR+; HER-2 -
Luminal B (HER-2 +) ER+; e/ou PR+; HER-2+
Luminal B (HER-2 -) ER+; e/ou PR +; HER-2 —
HER-2 Positivo ER-; PR-; HER-2+
Triplo Negativo ER-; PR-; HER-2 -

ER: receptor de estrogénio; PR: receptor de progesterona; HER-2: receptor do fator de crescimento
epidermal humano tipo 2; (+) positivo; (-) negativo.

2.2 OBESIDADE

2.2.1 Obesidade e Cancer de Mama

A obesidade pode ser descrita como uma doenga cronica, complexa e
multifatorial, na qual ocorre um excesso de gordura corporal (SCHWARTZ et al., 2017).
Na prética clinica, a obesidade ¢ avaliada pelo indice de massa corporal (IMC), onde
divide-se o peso (em kg) pela altura ao quadrado (em metros), sendo este indice
categorizado de acordo com a classificagdo da OMS (GJERMENI ef al., 2021). Pessoas
com IMC= 25 — 29,9 kg/m2 sdo consideradas com sobrepeso e aquelas com IMC> 30
kg/m2, obesas (WHO., 2010).

A distribui¢ao de gordura pelo corpo e a diferenciacdo dos adipdcitos ¢ dada pelos
hormonios sexuais femininos e masculinos (MOHANTY; MOHANTY, 2021). A relacao
entre a obesidade e o cancer de mama parece envolver uma expressao alterada de
hormdnios, com destaque para o estrogénio, bem como de citocinas inflamatdrias e
adipocinas, que sdo responsaveis pela angiogénese, sobrevivéncia das células tumorais e
metastases. As células adiposas conseguem interagir com as células tumorais e modular
o microambiente, liberando citocinas pré-inflamatérias, como a interleucina 6 (IL-6), que
levam ao recrutamento de macrofagos, aumentando a inflamacao, que € caracteristica da
obesidade (CRESPI; BOTTAI; SANTARPIA, 2016).

Esta inflamacao esta relacionada com diversas mudancas celulares, como a que
ocorre nos adipdcitos, que sao responsaveis por acumular lipideo durante o processo de

ganho de peso (CHANG; ESLAMI; et al., 2021). Quando o acimulo ¢ muito grande, o
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adipocito se torna hipertréfico e morre, gerando uma ruptura na membrana celular,
lancando todo o seu conteido no microambiente (FARIA ef al., 2020). Os macrofagos
entdo circundam os adipdcitos que estdo se degenerando e formam uma estrutura em
forma de coroa, que engloba todo o contetido eliminado pelos adipdcitos no momento da
sua morte, como as espécies reativas de oxigénio (Figura 9) (HAKA et al., 2016). A
presenca destas estruturas (crown-like structures) ¢ um sinal de inflamag¢do (CHANG;

ESLAMI; et al., 2021).

Figura 9. Comparagdo entre o tecido adiposo normal da mama e do tecido adiposo de mulheres obesas.
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No tecido adiposo normal os adipécitos sdo menores e em menor quantidade, com a liberagdo de citocinas
anti-inflamatorias como a IL-10 e a adiponectina. Os adipdcitos do tecido adiposo de mulheres obesas por
sua vez, tem um tamanho maior e sdo mais numerosos. As citocinas liberadas sdo as pro-inflamatorias IL-
6 e ocorre um aumento na producdo de leptina. O ambiente é favoravel para a progressdo tumoral. Fonte:
Adaptado de FARIA et al., 2020.

O tecido adiposo disfuncional libera citocinas pro-inflamatdrias, como a IL-6, e
leptina, promovendo a inflamagdo. A leptina promove a proliferagdo, invasdo,
angiogénese e sobrevivéncia das células tumorais (GYAMFI et al., 2018), além de estar
associada com o estresse celular (BOUILLON-MINOIS et al., 2021), sendo seus niveis
maiores em pessoas obesas (KANG et al., 2016). Em mulheres na pés-menopausa e com
excesso de peso, a leptina esta associada com o cancer de mama (SANCHEZ-JIMENEZ
et al.,2019). Em conjunto com a IL-6, a leptina promove estimulos que levam a invasao

e a metastase (HE et al., 2019), culminando em um pior progndstico para o cancer de
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mama, principalmente para mulheres obesas (LIU et al., 2020). Além disso, estas
alteragdes causadas pela obesidade influenciam no microambiente tumoral, interferindo,
de forma negativa, na sua inicia¢io, angiogénese e progressio (ANDO et al., 2019).

Como j& foi observado em alguns estudos e relatado em uma meta-analise
realizada por Liu et al. 2018, existe uma associagdo positiva fraca entre o IMC e o risco
de cancer de mama em mulheres com um alto IMC na pré-menopausa. Um excesso de
gordura corporal nestas mulheres apresenta um efeito protetor para o risco de cancer de
mama. Dados semelhantes foram encontrados por Schoemaker e colaboradores (2020),
no qual o ganho de peso em mulheres na pré-menopausa ndo aumentou o risco de
desenvolver cancer de mama. Acredita-se que este processo ocorra pela possivel diferenca
bioldgica nos mecanismos que levam ao cancer de mama em mulheres mais jovens
(SCHOEMAKER et al., 2018). Nas mulheres na pré-menopausa a obesidade aumenta o
nimero de ciclos anovulatdrios e, por consequéncia, reduz a exposi¢do ao estrogénio
nestas mulheres (MOHANTY; MOHANTY, 2021).

Nas mulheres na pds-menopausa, pela principal fonte de estrogénio ser o tecido
adiposo, em que a aromatase presente nele ¢ a responsavel pela sintese do estrogénio, os
eventos citados acima sobre inflamacdo ficam mais acentuados (PAN ef al., 2018). Em
mulheres obesas, a atividade da aromatase aumenta pelo estimulo constante da IL-6, da
leptina e do nivel maior de estrogénio (HOLM; ROSENDAHL; BORGQUIST, 2021).

O processo inflamatorio também interfere na sobrevida das mulheres com cancer
de mama, como descrito por Blair ef al (2019), onde a obesidade influencia a sobrevida
do cancer de mama por influenciar o tamanho do tumor e metastases. Um estudo feito por
Wang et al (2019) demonstrou que mulheres com um IMC > 25 kg/m? apresentavam uma
sobrevida de cinco anos menor do que a do grupo com IMC considerado normal.
Ademais, relataram que ap0s a estratificagdo por idade, uma elevada massa corpdrea em
mulheres acima de 50 anos indicava uma pior sobrevida do que nas mulheres mais jovens.

Em uma meta-anélise, Lohmann e colaboradores (2021) descreveram que a
obesidade pode estar associada com uma pior sobrevida em todos os subtipos tumorais,
relatando sua importancia como um possivel fator prognéstico para o cancer de mama.
No artigo de Cho et al (2018), a média de idade das mulheres participantes do estudo foi
de 48 anos para mulheres com IMC dentro da normalidade e 52 anos para aquelas com
IMC > 25 kg/m?. Neste caso, os resultados de sobrevida foram melhores em pacientes

com IMC menor que 25, independente do subtipo tumoral. Ademais, também relataram
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que a diabetes, hipertensao e aumento do colesterol contribuem para um pior prognostico

em mulheres obesas.
2.2.2 Epidemiologia

Um desafio adicional na abordagem epidemiologica e clinica do cancer de mama
¢ a incidéncia crescente do sobrepeso e da obesidade mundialmente (Figura 10), tanto na
populacdo mais jovem quanto nos mais velhos. O aumento do sobrepeso e da obesidade
ocorre, principalmente, em paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos (WORLD
OBESITY FEDERATION, 2020). O excesso de peso ¢ considerado como um dos fatores
que influenciam no risco € no prognostico do cancer de mama, principalmente em

mulheres na menopausa (CHANG et al., 2021).

Figura 10. Mulheres vivendo com obesidade ao redor do mundo.
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E possivel notar pela coloragdo do mapa que os paises apresentam em torno de 20 a mais de 30% de sua
populagao feminina com obesidade. Fonte: Adaptado de Global Obesity Observatory, 2022.

A obesidade ¢ uma questdo de saude publica, gerando agravos na saude da
populagdo, por ser um fator de risco para desencadear outras doengas, como o cancer, ou
pelas consequéncias que ela gera no bem-estar destes pacientes (BHUPATHIRAJU; HU,
2016). Ela ¢ responsavel por levar a diversos impactos econdomicos nos sistemas de satide,
como o custo com medicagdes, internacdes advindas de outras patologias, como
problemas cardiovasculares e mortalidade precoce (RALSTON; COOPER; POWIS,
2021). De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), em 2016, mais de 1,9
bilhdes de adultos apresentavam sobrepeso e 650 milhdes, obesidade (WHO, 2021). Isso

significa que 39% dos maiores de 18 anos estavam acima do peso e que 13% eram obesos
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(WHO, 2021).

Anualmente, os gastos estimados para os servigos de satde com doengas
relacionadas com um elevado IMC ¢ de 990 bilhdes de ddlares por ano (WORLD
OBESITY FEDERATION, 2020). Para 2025, a estimativa ¢ que 2,5 bilhdes de adultos
estejam acima do peso € 257 milhdes tenham obesidade severa (IMC>35 kg/m?). A nivel
mundial, a previsdo para 2025 ¢ de 18% de toda popula¢do masculina e mais de 21% da
populagdo feminina sejam obesas (WORLD OBESITY FEDERATION, 2020; DI
CESARE et al., 2016).

No Brasil, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) relatou que a
propor¢ao de obesos mais do que dobrou na populagdo nos ultimos dezesseis anos,
passando de 12,2% para 26,8% (IBGE, 2020). O excesso de peso, por sua vez, atingia 96
milhdes de pessoas, 62,6% das mulheres e 57,5% dos homens. Neste periodo de dezesseis
anos, a obesidade (IMC > 30 kg/m?) passou de 9,6% para 22,8% na populacdo masculina
e de 14,5% para 30,2% na populagdo feminina (IBGE, 2020). A Federacdo Mundial de
Obesidade estima que para o pais, em 2025, na populagdo acima de 20 anos, mais de 25%
dos homens (25,2%) e mais de 30% das mulheres (31,8%) serdo obesas e que entre as
criancas (5-19 anos), 15,6% estardo com o IMC acima de 30 (WORLD OBESITY
FEDERATION, 2020).

Em relagdo aos custos que a obesidade gera para os sistemas de saude, os
principais estdo relacionados com doencas associadas a ela, como a diabetes, doencas
cardiovasculares, cancer e hipertensao (WHO, 2021; FRUH, 2017). Um estudo, realizado
por Felisbino-Mendes e colaboradores (2020) estimou que em 2017, no Brasil, o alto
indice de massa corporal foi responsavel por 165.954 mortes (12,3% de todas as mortes)
e por 8,4% de anos de vida perdidos ajustados por incapacidade, representando uma
sobrecarga no sistema de saude. Um outro fator que leva a esta sobrecarga sdo as
neoplasias, que apresentam como fator de risco a obesidade, com destaque para o cancer
de mama em mulheres na pds-menopausa, cancer endometrial, cancer de figado e
colorretal (REZENDE et al., 2018). Em 2018, o governo Federal gastou com o tratamento
das neoplasias relacionadas com a obesidade mais de 30 milhdes de dolares (CORREA

FERREIRA DA SILVA et al., 2021).

2.3 METABOLISMO DO ESTROGENIO E FAMILIA CITOCROMO P450

O estrogénio desempenha um papel importante em diversos processos, dentre eles,



34

regula o metabolismo energético, a proliferacao celular e o desenvolvimento sexual,
sendo sintetizado nos ovarios, tecido adiposo e glandula adrenal (ALMAZROO; MIAH;
VENKATARAMANAN, 2017). Sua metabolizagdo ¢ feita por enzimas da familia do
citocromo P450, que sdo responsaveis por 75% do metabolismo de substancias enddgenas
e de xenobioticos (moléculas de origem externa) (ZHAO et al., 2021).

Em mulheres na pré-menopausa o estrogénio endégeno ¢ proveniente dos ovarios,
onde seu percursor, a androstenediona, ¢ convertida em estrona e metabolizada em
estradiol. O processo ¢ mediado por uma enzima da familia da CYP P450, a aromatase, ¢
também pode ocorrer, por exemplo, no tecido adiposo e na mama (MORSELLI ef al.,
2017). Na menopausa, a principal fonte de estrogénio ¢ o tecido adiposo e locais com alta
concentragdo de aromatase, ja que os niveis de estrogénio produzido pelos ovarios sdo
muito pequenos (HETEMAKI et al., 2021).

O citocromo P450, uma hemoproteina, que tem enzimas monooxigenases, foi o
primeiro grupo de enzimas a ser caracterizado como uma familia em 1989 por Nebert et
al (1989), na qual sua nomenclatura também foi estabelecida. Esta nomenclatura é dada
pela sigla CYP e uma sequéncia de nimero, letra e nimero. Estdo presentes em diversos
tecidos, como o cerebral, hepatico e renal, mas, ficando localizadas, principalmente, no
figado (ZHAO et al., 2021) e apresentam como principais fungdes a sintese de hormonios,
sintese de substancias endogenas e exdgenas e regulacdo do metabolismo do colesterol,
vitaminas e acidos graxos (ALMAZROO; MIAH; VENKATARAMANAN, 2017). Sua
atividade ¢ influenciada por fatores ambientais, consumo de alcool (STIPP; ACCO, 2021)
e uso de fitoterapicos (ZUO et al., 2022). Duas enzimas que compdem esta familia sdo a
CYP17 (P450c17) e a CYP19 (aromatase), importantes para a biossintese de estrogénio
(SAMAVAT; KURZER, 2015).

Um dos principais componentes para o metabolismo do estrogénio € o colesterol,
no qual sua entrada para a mitocondria, inicia a sintese do estrogénio. Pela
esteroidogénese, este colesterol ¢ convertido em pregnenolona pela enzima de clivagem
da cadeia lateral do colesterol (P450scc), codificada pelo gene CYPIIA1 (MILLER,
2017).

A pregnenolona é um percursor para os hormonios esteroides, sendo sintetizada
em desidroepiandrosterona (DHEA) pela CYP17A1 e em androstenediona pela 3[3-
hidroxiesterdide desidrogenase (HSD3B) (ZHAO et al., 2016). Esta ¢ convertida em

estrona pela aromatase, que ¢ convertida em estradiol pela enzima 17f-hidroxiesterdide
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desidrogenase (17B-HSD) (Figura 11) (SAMAVAT; KURZER, 2015). Na menopausa, a
androstenediona, que ¢ secretada pela glandula adrenal, € convertida em estrona no tecido

adiposo e em estradiol por enzimas 17p-HSD presentes nos tecidos periféricos.

Figura 11. Representag@o esquematica da biossintese e metabolismo do estrogénio.
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A conversao do colesterol em estrogenos € um processo que envolve varias etapas. Fonte: Adaptado de

BLANCO JR et al., 2017; ZHAO et al., 2016.

Como as enzimas CYP17 e a CYP19 sdo as mais importantes para a biossintese

de estrogénio, elas serdo abordadas no proximo tdpico.

2.4 CITOCROCMO P450C17A (CYP17) E CITOCROMO P450 AROMATASE
(CYP19)

A CYP17 e a CYPI19 sdao importantes para a biossintese do estrogénio e sdo
expressas na mama (AHSAN et al., 2004). A enzima CYP17A1 ¢ codificada pelo gene
de mesmo nome, que estd localizado no brago longo do cromossomo 10 (10g24.3)
(BURRIS-HIDAY; SCOTT, 2021). Ela exibe duas atividades, sendo crucial para a
biossintese de cortisol na glandula adrenal e na conversdo de progesterona e pregnenolona
para  17-hidroxiprogesterona (170HP) e 17-hidroxipregnenolona (17Preg),
respectivamente (BURRIS-HIDAY; SCOTT, 2021). Além disso, catalisa a atividade da
17,20 liase, que promove a conversdo da 17-hidroxipregnenolona em
dehidroepiandrosterona e da 17a-hidroxiprogesterona em androstenediona (AUCHUS,

2017).
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Jaa CYP19, assim como a CYP17, ¢ codificada pelo gene de mesmo nome, que
esta localizado no brago longo do cromossomo 15 (15g21.2) e € responsavel pelas etapas
finais da sintese dos estrogenos, convertendo a androstenediona em estrona e a
testosterona em estradiol (BARROS-OLIVEIRA et al., 2021). Em mulheres na pré-
menopausa as reagoes catalisadas pela CYP19 ocorrem nos ovarios. Quando entram na
pOs-menopausa, esta enzima atua de forma mais acentuada no tecido adiposo periférico,
que se torna a principal fonte de estrogénio (Figura 12) (MOHANTY; MOHANTY,
2021). Em pacientes obesas, ocorre uma expressdo maior desta enzima, levando a um

aumento da biossintese de estrogénio (MOHANTY; MOHANTY, 2021).

Figura 12. Locais onde ocorrem a sintese de estrogénio em mulheres na pré e pés-menopausa.
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O “E” na imagem significa estrogénio. Adaptado de MOHANTY; MOHANTY, 2021.

2.5 NAD(P)H: QUINONA OXIDOREDUTASE 1 (NQO1)

A NAD(P)H quinona oxidoredutase 1 (NQO1) ¢ uma flavoenzima dimérica,
codificada por um gene de mesmo nome, que esta situado no cromossomo 16q22.1
possuindo 6 éxons e 5 introns (ATIA; ABDULLAH, 2020). Cada subunidade ¢ composta
por 274 aminodcidos (YANG; DUAN; WU, 2022) e uma molécula de dinucleotideo de
flavina-adenina (FAD) ndo covalentemente ligada, sendo esta essencial para a sua
atividade catalitica (ROSS; SIEGEL, 2017). Ela apresenta um importante papel na
estabilizacdo da proteina p53 (FAGERHOLM et al., 2008), na defesa das células contra

o estresse oxidativo e na detoxificacdo de quinonas e seus derivados (YANG; DUAN;
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WU, 2022).

A enzima NQOI atua na estabilizacdo da p53, importante supressora tumoral,
interagindo com ela e inibindo sua degradagao pelo proteassoma 20 S, o que promove sua
estabilidade (ROSS; SIEGEL, 2017). Esta proteina ¢ a principal resposta contra danos ao
DNA, ROS e sinais de estresse celular, o que a torna importante para a progressao tumoral
(LEVINE, 2020).

A redugdo de quinonas (metabolitos de estrogénio também estdo incluidos) e seus
derivados a hidroquinonas utiliza como cofatores o NADH ou NADPH, adicionando dois
elétrons a estes compostos, evitando a formagao de semiquinonas, que sdo mais toxicas e
capazes de reagir com o oxigénio, gerando as espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo
mais dificeis de serem eliminadas (ROSS et al., 2000).

Dependendo das atividades das hidroquinonas formadas, esta reagdo pode ser um
processo de detoxificacdo ou bioativagdo (ROSS; SIEGEL, 2021). O processo de
detoxificagdo, que foi citado acima, auxilia na apoptose das células tumorais e protege as
células dos danos oxidativos (SHAH; ROGOFF, 2021). J& o processo de bioativagdo, por
intermédio de uma hidroquinona instavel, leva a produgdo de ROS (ZHANG et al., 2018),

que auxiliam na promog¢ao e no crescimento tumoral (Figura 13).

Figura 13. Processos de bioativagao e detoxificagdo mediados pela redugdo da quinona.

NQO1

Quinona | — | Hidroquinona
2e-

Bioativacao Detoxificacio

4 \

Hidroquinona ¢ menos toxica e
Geracgao de ROS mais facil de ser eliminada

ROS= espécies reativas de oxigénio. Fonte: Adaptado de ROSS et al., 2000.
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2.6 POLIMORFISMOS GENETICOS
2.6.1 Definicao

Os polimorfismos genéticos representam variagdes na sequéncia original de
nucleotideos que fazem parte do 4cido desoxirribonucleico (DNA), estando relacionados
com a variacdo genética. Estdo presentes em mais de 1% da populacdo (THOMAS et al.,
2011) e sao importantes marcadores moleculares, permitindo compreender as diferengas
entre as populagdes e individuos (CHOUDHURY et al., 2014).

Os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPS) sdo as variacdes mais frequentes
e sao definidos pela mutagdo pontual na sequéncia de DNA, com a substitui¢do isolada
de um Unico nucleotideo (THOMAS et al., 2011). Estao distribuidos de maneira uniforme
no genoma e localizados em diferentes regides do gene, como na promotora, nos éxons e
introns (BROOKES, 1999). Na regido promotora, afetam a expressao génica, nos €xons
podem interferir na transcricdo de genes e, nos introns podem influenciar na regido de

splicing do RNA mensageiro (mRNA) (DENG et al., 2017).

2.6.2 Polimorfismo rs743572 (CYP17)

Dentre os polimorfismos do gene CYP17A1, esta 0 rs743572, localizado na regido
5’ nao traduzida do gene (5’UTR). Neste caso ocorre a troca de uma timina por uma
citosina (T—C) na regido promotora, importante para a regulacdo da expressdo génica,
criando um sitio promotor adicional (CCACC Box) (CAREY et al., 1994) que aumenta a
producdo de andrégenos precursores, que serdo convertidos, posteriormente, em
estrogénio (GHISARI et al., 2014). Entdo, na presenca do polimorfismo rs743572, ocorre
um aumento do estrogénio circulante (GHISARI et al., 2014).

Uma meta-andlise feita por Liu e colaboradores utilizando 19 artigos e 2.967
pacientes demonstrou que o polimorfismo rs743572 desempenha um papel importante na
suscetibilidade de desenvolver a sindrome do ovéario policistico, podendo ser um fator
preditivo para o risco da doenca (LIU et al., 2021). Resultados semelhantes foram
encontrados por Ali e colaboradores em uma revisao sistematica (ALI et al., 2022), onde
as pacientes portadoras do polimorfismo rs743572 apresentavam um risco maior no
desenvolvimento da sindrome do ovario policistico do que as mulheres nao portadoras.

Para o risco do desenvolvimento de cancer de prdstata, um estudo publicado por Brureau



39

e colaboradores (2016) definiu que o rs743572 ¢ um dos polimorfismos que podem
modular o risco de cancer de prostata em populacdes de descendéncia africana. Uma
meta-andlise feita por Effah e colaboradores (2020) relatou a associa¢do deste mesmo
polimorfismo com um risco aumentando para o cancer de prostata.

Ja para o cancer de mama, como a exposi¢ao ao estrogénio ¢ um dos riscos para
seu desenvolvimento, polimorfismos em genes associados com a sua metabolizagdao
parecem interferir no risco do aparecimento da doenga (SUN et al., 2015). Como o
polimorfismo rs743572 leva a um aumento biodisponibilidade de estrogénio, parece estar
associado com o risco de cancer de mama (EBRAHIMI et al, 2017). Um estudo
publicado por Chen e Pei (2010) revelou que o IMC, o status menopausal e a idade da
menarca podem ter correlagdes o polimorfismo rs743572, interferindo mais no risco do
que o polimorfismo sozinho. Uma meta-analise feita por Sung et al. (2018) descreveu que
0 1s743572 pode levar a um aumento no risco de desenvolver cancer de mama em
mulheres na pés-menopausa, mas ndo na pré-menopausa.

Os disruptores endocrinos, substancias quimicas que interferem no sistema
hormonal, também parecem contribuir para um risco aumentado de desenvolver cancer
de mama (GORE et al., 2015). Isto foi refor¢ado por He ef al. (2022) ao examinarem, em
um estudo caso-controle, associagdes entre o bisfenol A (BPA) e polimorfismos genéticos
presentes nos genes CYP. Mulheres com o polimorfismo rs743572 no gene CYPI7 e,
expostas a uma concentracao alta de BPA apresentaram um maior risco de desenvolver
cancer de mama quando comparadas com aquelas sem o polimorfismo. Esta associagado
foi observada, principalmente, em mulheres maiores de 60 anos e com menarca precoce.
Como o polimorfismo rs743572 afeta a expressao do gene CYP17 e o BPA apresenta uma
estrutura similar ao estrogénio (QUESNOT et al., 2014), ocorre um acimulo do BPA no
sangue, potencializando seus efeitos (HE, Heng et al., 2022).

Em relacdo ao progndstico, um artigo publicado por Santos et a/ (2017) descreveu
que o gene CYP17 quando combinado com a perda de heterozigose e da instabilidade de
microssatélites esta associada com um pior prognostico de cancer de mama. Cita ainda a
hipotese de que os genes relacionados com o metabolismo de estrogénio podem ser Uteis

na avaliagdo do prognostico.

2.6.3 Polimorfismo rs700519 (CYP19)

Existem estudos relacionando polimorfismos da aromatase, ou elevados niveis
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dela, com diversas doencas, como é o caso do polimorfismo rs700519, ndo sin6nimo, NO
qual a transicdo C—T leva a uma substitui¢do de arginina (Arg) por cisteina (Cys) no
codon 267 do éxon 7 (GUO et al, 2021). O alelo T parece aumentar a atividade
enzimdtica da aromatase, o que afeta a conversao de androgenos (BARAVALLE et al.,
2017).

Um estudo realizado por Friesenhengst e colaboradores (2018) demonstrou que
os niveis de CYP19A1 eram elevados em pacientes com cancer de mama RE positivo, na
pés-menopausa e com diagndstico acima de 50 anos. Ademais, relataram uma redugao na
sobrevida global, livre de doenca e livre de metastase nestas pacientes. Brown ef a/ (2017)
descreveu que em mulheres na pds-menopausa e com um IMC >25 kg apresentavam
niveis maiores de aromatase do que mulheres consideradas com peso saudavel (IMC
<25).

A relagao do polimorfismo rs700519 com o risco de desenvolver cancer de mama
ainda ¢ controverso na literatura. Chattopadhyay e colaboradores (2014) acharam uma
associacdo do rs700519 com o risco de desenvolver cancer de mama em mulheres no
norte da India. Também salientaram que esta associagdo era afetada pelo status
menopausal, sendo mais evidente na poés-menopausa e que o polimorfismo rs700519
poderia servir como um preditor de prognéstico. AL-Eitan e colaboradores (2019)
também acharam uma associagdo entre o polimorfismo rs700519 e o status menopausal.
Em 2015 resultados semelhantes sobre o mesmo polimorfismo genético foram
encontrados por Sun et al (2015), estando este SNP relacionado com o cancer de mama
em mulheres chinesas da etnia Han. Entretanto, o trabalho de Santos ef al (2014) ndo
achou uma associag¢ao entre rs700519 e o risco de desenvolver cancer de mama em
mulheres jovens no Brasil. O estudo de Pan e colaboradores (2016) também nado achou
uma associacao entre o polimorfismo rs700519 e o risco de cAncer de mama em mulheres
chinesas.

Long e colaboradores (2006) realizaram um estudo de 19 polimorfismos do gene
CYPI19A1 e sua relagdo com a sobrevida do cancer de mama. O rs700519 foi um dos
avaliados e seus resultados mostraram que o gendtipo T/T (Cys/Cys) foi associado com
uma menor sobrevida global e livre de doenca. J4 o estudo de Fasching et al (2008) ndo
achou nenhuma relagao deste polimorfismo com a sobrevida. Um estudo feito no México
por Martinez-Ramirez e colaboradores (2021) demonstrou que genes envolvidos no

matabolismo de xenobidticos e de estrogénio estdo associados ao risco de desenvolver
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cancer de mama e com caracteristicas que levam a um pior progndstico das pacientes com
esta doenca. Embora nao trate do polimorfismo rs700519, dentre os genes estudados,
estava o CYP19A41. Alwan e colaboradores (2021) fizeram um estudo em que, dentre os
testes, estava a analise do rs700519 no progndstico do cancer de mama. Pacientes com o
rs700519 alelo C apresentaram uma sobrevida global maior comparado com outros alelos.
Também relataram o possivel efeito que este alelo pode ter no cancer de mama, mas isto

ainda precisa de mais estudos.

2.6.4 Polimorfismo rs1800566 (NQO1)

O polimorfismo rs1800566, nao sindnimo, resulta de uma mudanca de C—T na
posicao 609 do NQOI1 de prolina (Pr) para Serina (Sr) na localizagdo 187 do cédon no
éxon 6 (Traver et al., 1992). Isto leva a uma perda da atividade enzimatica devido a uma
instabilidade da proteina, sendo degradada de forma rapida (TRAVER et al., 1997). Em
individuos homozigotos (TT), esta atividade fica extremamente baixa e nos heterozigotos
(CT), h4a uma perda ainda maior da a¢cdo da enzima (SIEGEL et al., 2001).

Uma meta-analise feita por Lajin & Alachkar (2013) sugeriu que o polimorfismo
rs1800566 ¢ um importante fator no risco de desenvolver cancer, principalmente em
populacdes caucasianas. Resultados semelhantes foram relatados por Peng e
colaboradores (2014). Dentre os tipos de cancer que este polimorfismo genético leva ao
aumento do risco, estdo o cancer cervical, como descrito por Yang, Zhang & Li em um
estudo feito com mulheres chinesas da etnia Han. O rs1800566 também eleva o risco de
desenvolver cancer de prostata e bexiga, como retratado em uma meta-analise feita por
Abedinzadeh et a/ (2020).

Em relagdo ao cancer de mama, Menzel e colaboradores (2004) descreveram que
o 151800566 estava associado com o risco de desenvolver cincer de mama em duas
populagdes, distintas, caucasianas. Singh et al. (2009) descreveu que a regulacao negativa
do NQOI favorece o risco de desenvolver cancer de mama por uma acao reduzida da
enzima, o que aumentaria a genotoxicidade do estrogénio. Santos et al (2014) sugeriu que
o polimorfismo rs1800566 poderia ser um fator de risco para o desenvolvimento do
cancer de mama em mulheres com idade menor que 36 anos no Brasil, quando ajustado
por fatores de confundimento (educacdo, tempo de uso de contraceptivos hormonais e a
interagdo entre este tempo e a presenga do polimorfismo).

Rajagopal e colaboradores (2021) conduziram um estudo para avaliar os genes
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metabolizadores de xenobidticos e o risco de desenvolver cancer de mama em uma
populagdo indiana. Descobriram que a variante T era mais elevada no grupo com cancer
de mama do que nos controles e que ela contribuia para o risco de desenvolver este cancer.

Um outro aspecto estudado sobre o polimorfismo rs1800566 ¢ sua associagdo com
drogas quimioterapicas. Fagerholm e colaboradores (2008) retrataram em seu trabalho
que este polimorfismo estava correlacionado com uma pior sobrevida global apos a
administracao de dois quimioterapicos. Jamieson e colaboradores (2011) descobriram que
0 rs1800566 ¢ associado a resisténcia de pacientes com cancer de mama com de agentes
quimioterdpicos e, com piores resultados na sobrevida global e livre de progressao.
Descreveram também que os resultados dos alelos homozigotos foram piores do que nos
heterozigotos. Em uma revisao, Cura ef al (2021) relatou em que o rs1800566 parece estar

relacionado com piores resultados na resposta a estes agentes.
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3. JUSTIFICATIVA

O cancer de mama ¢ o principal cancer em todo o mundo (WHO, 2021). O numero
de casos vem crescendo de forma continua e a previsao € de que este aumento prossiga
com o passar dos anos (SMITTENAAR et al., 2016). Para o Brasil, o Instituto Nacional
de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) estima que para o triénio 2020-2022,
mais de 66 mil novos casos de cancer de mama vao acometer as mulheres (INCA, 2019).
Com o elevado numero de diagndsticos, estudos relacionados a sobrevida sao importantes
para definir caracteristicas que possam interferir no progndstico dos pacientes. O estudo
CONCORD, que monitora a sobrevida de cancer em todo o mundo, descreveu que, desde
o ano de 1995, a sobrevida de cinco anos de pacientes com cancer de mama vem
crescendo na maioria dos paises da América do Sul e da Europa (ALLEMANI et al.,
2015). Nos Estados Unidos, a sobrevida de cinco anos chega a 90% e no Brasil, a
sobrevida de 5 anos estimada entre 2010-1014 era de 75,2% (ALLEMANI et al., 2018).

A obesidade ¢ um problema de saude publica (BHUPATHIRAJU; HU, 2016),
sendo responsavel por impactos nos sistemas de saude (BAHIA et al., 2012). Além dos
problemas causados por ela, como agravos a saude e pré-disposicio a doencas
metabolicas (O’NEILL; O’DRISCOLL, 2015), também atua como um fator progndstico
do cancer de mama e com piores desfechos clinicos, independentemente do status
menopausal (KOLB; ZHANG, 2020), levando a uma reducdo na sobrevida destas
mulheres. Esta possivel relagdo entre obesidade e cancer de mama esta associada com um
aumento dos niveis de estrogénio, sendo mais acentuado em mulheres na pds-menopausa,
pela relagdo entre o tecido adiposo e a produgdo de estrogénio.

Dentre as enzimas responsaveis pelo metabolismo do estrogénio estdo a CYP17,
a CYP19 e NQOI, que sdo codificadas por genes altamente polimorficos. A variagdo de
ocorréncia geral na populagdo, destes polimorfismos, pode ser uma possivel causa
individual na modificagdo da exposi¢do ao estrogénio. Sendo assim, ¢ possivel que
polimorfismos nos genes CYP17, CYP19 e NQO1 possam estar associados a sobrevida,
contribuindo para uma conduta terapéutica diferenciada para estas mulheres.

Como o cancer de mama ¢ uma doenga muito varidvel, com apresentacdes clinicas
distintas e respostas diferentes ao tratamento, estudar os polimorfismos genéticos
associados com o metabolismo de estrogénio sdo importantes para entender de que forma
eles podem indicar a recorréncia da doenga e a sobrevida das mulheres com este tipo de

neoplasia.



44

O presente projeto avaliou se os polimorfismos nos genes CYPI7 (rs743572),
CYPI19 (rs700519) e NQOI (rs1800566) apresentaram impactos na sobrevida e na
recorréncia da doenca em mulheres diagnosticadas com cancer de mama e em caso
positivo, determinou se caracteristicas como a obesidade e o status menopausal

interferiram na sobrevida e na recorréncia da doenga.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto dos polimorfismos CYPI17 (rs743572), CYP19 (rs700519) e
NQOI (rs1800566) na sobrevida de 10 anos e no risco de recorréncia em funcdo da
obesidade, do estado menopausal e do subtipo tumoral (presenca ou nao de receptores

hormonais).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estimar as frequéncias dos polimorfismos na coorte do estudo;

e Caracterizar o perfil das pacientes;

e Avaliar o impacto dos SNPs (rs743572, rs700519 e rs1800566) dos genes
CYPI17A41, CYPI19A41 e NOOI na sobrevida de 5 e 10 anos das pacientes com can-
cer de mama;

e Analisar as caracteristicas como obesidade, estado menopausal e presenca de re-

ceptores interferem na recorréncia do cancer de mama
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5. METODOLOGIA
5.1 DESENHO DO ESTUDO

O presente trabalho ¢ um estudo prospectivo observacional em coorte hospitalar
de mulheres com cancer de mama ndo-metastatico atendidas no Hospital do Cancer
III/INCA. A coorte original foi composta por 1.132 pacientes com indicagédo de cirurgia
curativa ou de quimioterapia neoadjuvante, com idades entre 27 ¢ 91 anos.

As pacientes deste estudo foram convidadas a participar do projeto
“Polimorfismos genéticos e evolugao clinica, resposta terapéutica e reagdes adversas em
pacientes submetidas ao tratamento do cancer de mama” no periodo de 12 de fevereiro
de 2009 a 2012 e todas assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA em fevereiro de
2009, sob registro n°129/08 (Anexo 1).

Os dados foram coletados de prontuarios eletronicos, fisicos e por entrevistas

realizadas no Hospital do Cancer III/INCA.

5.2 POPULACAO DO ESTUDO
5.2.1 Critérios de Inclusio

Na coorte original, foram consideradas elegiveis para o estudo mulheres com
diagnostico primario de cancer de mama unilateral, que receberam indicag¢do inicial de
tratamento cirurgico com intencdo curativa ou quimioterapia neoadjuvante, sem
metastase a distancia e que aceitaram participar do projeto citado acima.

O presente estudo foi realizado a partir de uma subcoorte (n = 590) da coorte
original, que incluiu apenas pacientes com indicag¢ao inicial de tratamento cirtirgico com
intencdo curativa e que foram genotipadas para pelo menos um dos polimorfismos

genéticos de interesse (CYP17, CYP19 e NOOI).

5.3 CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOLOGICAS

As caracteristicas clinicas e histopatoldgicas ja foram realizadas como parte das

variaveis analisadas no projeto “Polimorfismos genéticos ¢ evolucdo clinica, resposta
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terapéutica e reacOes adversas em pacientes submetidas ao tratamento do cancer de
mama”. Ap0s 0 recrutamento, as mulheres foram entrevistadas para coletar informacdes
sobre seu histérico clinico. Para a classifica¢do biologica dos tumores, o status HER-2 e
0s receptores hormonais foram utilizados. A caracterizagdo histopatolégica dos tumores
foi baseada no sistema de graduacédo de Elston e Ellis (ELSTON; ELLIS, 1991) e na 32
edicdo da WHO Classification of Tumours (2013).

5.4 ANALISE GENETICA

Os polimorfismos genéticos estudados neste trabalho foram avaliados pela técnica
de PCR-RFLP (do inglés Polymerase Chain Reaction - Restriction fragment length
polymorphism), baseado em estudos publicados anteriormente, para CYP/7 (GARNER
et al., 2002), CYP19 (MODUGNO et al., 2001) e NQOI (EGUCHI-ISHIMAE et al.,
2005).

A reagdo em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada com um volume final de
25 uL que era composto por 100-200 ng de DNA, 3 mM de MgCl2, 0,75 U de Platinum
Taq DNA, 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen), polimerase (Invitrogen), 1x tampao
(Invitrogen) e 10 pmol de cada As sequéncias dos iniciadores (foward e reverse) utilizados
para os genes CYPI7, CYP19 e NOOI estao no quadro 6. A pré-desnaturacao foi feita a
94°C por 5 min seguido por 30 ciclos (CYP17) e 35 ou 40 ciclos (NQOI e CYP19) com
trés etapas cada: 94°C por 40s, 62°C ou 60°C por 40s e 72°C por 30 ou 45s (NQOI e
CYP19) e 94°C por 1 min, 57°C por 1 min e 72°C por 1 min, com um ciclo adicional de

extensao, a 72°C por 7 minutos.

Quadro 6. Iniciadores utilizados para analise genética.

Identificacio Iniciador
F* 5° CATTCGCACCTCTGG 3°
CYPI7 R** 5 GGCTCTTGGGGTACT 3’
F* 5° CGCTAGATGTCTAAA 3’
CYPIY R** 5" CATATGTGGCAATGGG 3’
F* 5 CCTCTCTGTGCTTTCTGTATCC 3’
NQO1 R** 5" GATGGACTTGCCCAAGTGATG 3’
*F= foward

**R= reverse. Fonte: a autora.
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Controles negativos foram inseridos em conjunto de reacdes para verificar se a
amplificacdo foi bem sucedida. Utilizou-se géis de agarose 1,5% corados com GELRED
(Biotium) e visualizagdo sob luz ultravioleta.

As enzimas de restricdo, o processo de incubagdo e os componentes da solucao

final da técnica de RFLP estao no quadro 7.

Quadro 7. Volume final, composi¢do e caracteristicas da incubagdo da técnica de RFLP para os
polimorfismos dos genes CYP17, CYP19 e NOOI.

Volume .~ =
Gene Final Composicio Incubacao
3uL de produtos de PCR do gene CYPI7, 5U da
cypi7| 20 4L enzima de restrigdo MspA 11 (BioLabs), 1x tampdo | 37°C durante a

de reagdo (BioLabs) e albumina sérica bovina noite
(BSA - 100 ug/mL)
SuL de produtos de PCR do gene CYP19, 5U da
CYP19 | 20puL enzima de restricdo Lwel (Fermentas) e 1x
tampao de reagdo (Fermentas)

3uL de produtos de PCR do gene NQOI, 5U da
NQOI | 20 puL enzima de restri¢do Hinfl (Fermentas) e 1x
tampao de reagdo R (Fermentas)

37°C durante a
noite

37°C durante a
noite

Fonte: a autora.

Os genotipos foram determinados em géis de agarose 3%, corados com GELRED
(Biotium) e a visualizagdo sob luz ultravioleta.
A eficiéncia da técnica utilizada foi confirmada por sequenciamento dos produtos

de PCR pelas Plataformas Tecnoldgicas da Fiocruz, em uma amostra de 94 pacientes.

5.5 CARACTERIZACAO DOS DESFECHOS

Para atingir os objetivos propostos, a andlise de sobrevida foi utilizada. A
sobrevida global e a sobrevida livre de doenga foram calculadas como o intervalo entre
a data de inicio do tratamento, que neste caso foi a cirurgia, e a data de ocorréncia do
evento ou a data da ultima consulta em que a paciente estava livre dos eventos. Os
calculos foram feitos para 5 ¢ 10 anos. Foram considerados eventos a detec¢ao de
qualquer metéstase a distancia ou episodio de recidiva contralateral ou locorregional.
Pertencem ao grupo livre de doenga as pacientes sem nenhum diagnostico ou sintoma

clinico de progressao da doenga (metastase ou recorréncia). Os dbitos por outras causas,
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que ndo estejam relacionadas com a recorréncia da doenga e, novos tumores primarios

foram censurados na curva de sobrevida livre de doenga.

Para a andlise de sobrevida global, os eventos considerados foram os dbitos por
qualquer causa. J4 as censuras, compostas por pacientes que tiveram perda de seguimento

ou que permaneceram vivas na data da ultima consulta (Quadro 8).

Quadro 8. Eventos e censuras das andlises de sobrevida global e sobrevida livre de doenca.

Analise Eventos Censuras

Perda de seguimento;
Sobrevida Global Obito por qualquer causa Permaneceram vivas na data

da ultima consulta

Deteccao de qualquer | Obitos;
metastase a distancia; Novos tumores primarios
Sobrevida Livre de Doenca | Episodio de recidiva

contralateral ou locorregional

Fonte: a autora.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado um estudo descritivo da populagao, com base na andlise de medidas
de frequéncia e tendéncia central.

A aderéncia ao principio de Hardy-Weinberg foi avaliada pelo teste do qui-
quadrado, sendo realizada no programa RStudio versao 4.1, no qual amostras com p >
0,05 séo consideradas em equilibrio de Hardy-Weinberg.

As curvas de sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e, a
influéncia das varidveis sobre as taxas de sobrevida global e livre de doenga foram
avaliadas com o teste de log-rank. Fatores que pareciam influenciar na progressao do
cancer de mama foram investigados pelo modelo de regressdao de Cox, com o calculo das
razoes de risco (do inglé€s hazard ratio - HR) e seus intervalos de confianga de 95%, com
um nivel de significancia de 5%.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no programa SPSS 20.0 for

Windows (SPSS Inc, Chicago, Illinois).
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6. RESULTADOS

As caracteristicas da populagdo que compds a coorte do estudo estdo na tabela 1.
A coorte (n = 590) apresenta uma ampla faixa etaria, com uma distribuicao concentrada
entre 40 e 79 anos (90% das pacientes) e mediana de 58 anos. No momento do
diagnostico, a maior parte das mulheres da coorte ja se encontrava na menopausa, €
aproximadamente um terco da populagdo apresentava perfil de obesidade com base no
IMC. Com relacao ao estadiamento tumoral, houve predominio de estdgios considerados
iniciais (£ IIA) e de graus histologicos mais indiferenciados. Quanto a presenga de
receptores e subtipos tumorais, houve grande propor¢do de positividade para RE ou RP,

indicando predominio dos subtipos luminais.

Tabela 1. Descri¢do da coorte do estudo (N = 590)

Caracteristicas N % Caracteristicas N %

Idade no Diagnéstico Status RE/RP*

20-39 38 6,4 Positivo 480 84,2

40-59 279 47,3  Negativo 90 15,8

60-79 254 431  Status HER-2*

80-99 19 3,2 Positivo 84 16,2

Obesidade* Negativo 435 83,8

Né&o obesa 373 72,1 Grau Histologico*

Obesa 144 27,9 G1 74 13,6

Status Menopausal* G2 205 37,8

Pré-Menopausa 150 25,9 G3 264 48,6

Pés-Menopausa 430 74,1 Subtipo Molecular*

Estadiamento Tumoral* Luminal A 335 63,7

(TNM)

<IIA 395 68,5 Luminal B 111 21,1

>1IB 182 31,5 HER-2 31 5,9
Triplo Negativo 49 9,3

*as diferencas nos totais ocorrem por conta de auséncia de dados para cada avaliagdo. Fonte: a autora.

A distribuicao genotipica dos polimorfismos de interesse estd apresentada na
tabela 2. Com relagéo ao principio de Hardy-Weinberg, a avaliacdo indicou aderéncia
para os polimorfismos relacionados aos genes das enzimas CYPL17 (rs743572; p = 0,60)
e NQOL1 (rs1800566; p = 0,81), mas ndo para o polimorfismo rs700519 (p = 0,004),
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relacionado a enzima CYP19.

Tabela 2. Frequéncia dos genétipos na coorte estudada.

Gendtipos N %
CYP17 (rs743572)
TT 216 37,2
TC 282 48,5
cc 83 14,13
CYP19 (rs700519)
cC 529 91,2
CT 46 7,9
TT 5 0,9
NQO1 (rs1800566)
CcC 353 60,0
CT 207 35,4
TT 28 4,6

*as diferencas totais ocorrem pela auséncia de dados para cada avaliag@o. Fonte: a autora.

A seguir, foram avaliadas as curvas de sobrevida livre de doencga e sobrevida
global para 10 anos (figura 14). E possivel observar que a coorte apresenta uma sobrevida
alta, com 98,1% de probabilidade de sobreviver nos dois primeiros anos (24 meses),
91,6% aos 5 anos (60 meses) e 76,5% apds 10 anos (120 meses) de seguimento. A
sobrevida livre de doencga também foi alta, com 97,1% de probabilidade de estar livre de
doenca ap6s 2 anos, 89,9% apds 5 anos e 76,9% em 10 anos (120 meses).
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Figura 14. Curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenga na coorte estudada.
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Com o intuito de verificar se os polimorfismos desempenham um papel na
sobrevida, as curvas de sobrevida global e livre de doencga foram realizadas em fungdo de
cada um dos polimorfismos, rs743572 (CYP17), rs1800566 (NQO1) e rs700519 (CYP19)
(figura 15). Observando os trés graficos da sobrevida livre de doenca e os trés graficos da
sobrevida global, € possivel notar que 0 nimero total de eventos em cada uma das curvas
é muito pequeno, dificultando a andlise dos efeitos dos polimorfismos na sobrevida. Por
este motivo, as variagdes homozigoticas e heterozigoticas foram categorizadas em

conjunto para o restante das analises.



Figura 15. Curvas de sobrevida global ¢ livre de doenga em fungdo dos genotipos dos polimorfismos rs743572 (CYP17), rs1800566 (NQOI) e rs700519

(CYPI19).
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Em seguida, as curvas de sobrevida global e livre de doencga foram avaliadas em
funcdo de cada um dos polimorfismos, bem como das demais variaveis clinicas de interesse
(tabela 3). Os dados indicam que as variaveis que afetam negativamente a sobrevida livre de
doenga sdo: estadiamento tumoral, status RE/RP e grau histologico. Em relagdo a sobrevida
global, as varidveis com influéncia significativa foram: idade, status menopausal,
estadiamento tumoral e status RE/RP. Em relacdo aos polimorfismos estudados, ndo se
observaram influéncias significativas, quando considerada toda a populagdo da coorte.

Com o intuito de explorar a possivel associagdo entre os polimorfismos ¢ as
caracteristicas clinicas nos desfechos de sobrevida do cancer de mama, foram realizadas
analises de sobrevida com a populacdo em diferentes estratificacdes de acordo com status
menopausal, obesidade e status RE/RP. As tabelas 4, 5 ¢ 6 mostram os dados em relagdo aos
polimorfismos dos genes CYP17, CYP19 e NQOI, respectivamente. A Unica associacao
encontrada foi entre o polimorfismo rs700519 (CYP19) e o status menopausal, sendo que os
gendtipos variantes parecem reduzir a sobrevida global e a sobrevida livre de doenga apenas

para mulheres na pré-menopausa (tabela 6).



Tabela 3. Efeito de cada uma das varidveis na sobrevida de 10 anos (n = 590)

Sobrevida Livre de doenca

Sobrevida Global

Varidveis
Tempo 1C 95% P Tempo 1C 95% P
(meses)* Log-Rank (meses) Log-Rank
Idade
<50 anos 111,0 106,9 — 115,0 115,8 113,3-118,3
>50 anos 107,3 104,4 - 110,2 0,12 106,1 103,3-108,9 0,001
Status Menopausal
Pré-menopausa 110,6 106,4 -114,9 114,3 111,0-117,5
Pés-menopausa 107,3 104,5-110,1 0,24 106,4 103,6 — 109,2 0,007
Obesidade
Né&o obesa 108,8 105,9 -111,7 108,6 105,9-111,3
Obesa 104,9 99,8 -110,0 0,05 108,0 103,5-112,5 0,61
TNM
<lIA 1111 109,1 -114,0 111,4 109,0 -113,7
>|1B 102,1 97,1-107,1 <0,001 103,3 98,6 —108,1 0,002
RE/RP
Positivo 109,9 107,5-112,2 110,0 107.8 -112.2
Negativo 99,5 91,6 -107,4 0,004 101,2 93.8-108.7 0,04
Status HER-2
Negativo 109,1 106,5-111,8 109,2 106,8 —111,7
Positivo 103,8 96,7 -111,0 0,25 106,1 99,5-112,6 0,71
Grau
Gl 1144 1094 -119,5 1131 107,6 - 118,6
G2+G3 106,5 103,5-109,4 0,04 107,8 105,1-110,5 0,08
CYP17 (rs743572)
TT 109,0 105,1-112,9 110,4 107,0-113,8
TCI/CC 107,8  104,8-110,7 0,51 107,6 104,7 -110,5 0,46
CYP19 (rs700519)
CcC 108,6  106,1-111,0 108,3 106,0 — 110,7
CT/TT 104,2 95,1-113,3 0,41 110,4 104,0 - 116,8 0,95
NQO1 (rs1800566)
cC 109,3 106,44 -112,3 108,0 105,1-110,9
CT/TT 107,0  103,2-110,7 0,22 109,9 106,5-113,2 0,41

“tempo até o evento. Os valores significativos estdo apresentados em negrito. Fonte: a autora.



Tabela 4. Efeito do polimorfismo rs743572 (CYP17) na sobrevida de 10 anos em funcéo das varidveis (n = 581).

Variaveis Sobrevida Livre de doenca Sobrevida Global
Tempo (me- 1C 95% P Log- Tempo 1C 95% P Log-
ses)* Rank (meses) Rank

RE ou RP positivo

TT 110,6 106,7 -114,5 112,0 108,7 -115,3

TC/CC 109,1 106,0 - 112,3 0,52 108,7 105,7 -111,7 0,38
RE ou RP negativo

TT 96,4 81,3-111,6 98,9 84,9-1129

TC/CC 100,7 91,4-110,0 0,68 102,0 93,1-110,9 0,70

Pré-menopausa
TT 110,4 103,1-117,8 114,4 109,5-119,3
TC/CC 110,6 105,3-115,9 0,68 114,6 110,4 -118,8 0,23

P6s-Menopausa

TT 108,3 103,6 —113,0 108,7 104,3-113,0

TC/CC 106,4 102,8 -110,1 0,32 104,9 101,3-108,5 0,20
Nao obesa

TT 110,4 105,6 — 115,2 110,6 106,3 -115,0

TC/CC 107,6 104,0-111,3 0,32 107,5 104,0 -111,0 0,41
Obesa

TT 103,1 94,2-112,0 105,7 97,8-113,7

TC/CC 105,7 99,3-112,2 0,71 109,3 103,9 -114,7 0,28

“tempo até o evento. Fonte: a autora.
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Tabela 5. Efeito do polimorfismo rs700519 (CYP19) na sobrevida de 10 anos em fungéo das variaveis (n = 580).

Variaveis Sobrevida Livre de doenca Sobrevida Global
Tempo (me- IC 95% P Log- Tempo (me- IC 95% P Log-
ses)* Rank ses) Rank
RE ou RP positivo
CcC 109,9 107,4-112,4 109,4 107,0-111,8
CT/ITT 108,3 100,0 -116,5 0,68 114,1 109,1-119,2 0,54
RE ou RP negativo
cC 100,7 92,6 —108,8 101,9 94,1-109,7
CT/TT 78,1 48,5-107,6 0,37 86,2 63,6 — 108,8 0,38
Pré-menopausa
CcC 112,7 108,7 -116,6 114,9 111,6-118,2
TC/CC 88,4 65,8-111,1 0,008 107,6 94,1-1211 0,02
P6s-Menopausa
CcC 106,9 103,8 -109,9 105,6 102,7 - 108,6
CT/TT 109,5 100,7-118,4 0,60 111,2 103,8-118,6 0,29
N&o obesa
cC 109,1 106,1-112,1 108,2 105,3-111,1
CT/TT 101,1 87,0-115,2 0.26 111,0 102,8-119,1 0,93
Obesa
CcC 104,6 99,1-110,1 107,7 102,8 -112,6
CT/TT 108,0 96,2 -119,9 0,74 110,1 98,6 —121,6 0,87

“tempo até o evento. Os valores significativos estdo apresentados em negrito. Fonte: a autora.
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Tabela 6. Efeito do polimorfismo rs1800566 (NQO1) na sobrevida de 10 anos em fungéo das variaveis (n = 588)

Variaveis Sobrevida Livre de doenca Sobrevida Global
Tempo (me- IC 95% PLog- Tempo (me- 1C 95% P Log-
ses)* Rank ses) Rank

RE/RP positivo

CcC 110,6 107,6 — 113,6 109,4 106,5-112,4

CT/TT 108,7 104,7-112,6 0,32 1111 107,8-114,4 0,60
RE/RP negativo

cC 98,2 86,5 —109,8 95,7 84,4-107,0

CTT 101,0 90,4 - 111,7 0,72 106,5 97,0 -116,0 0,12
Pré-menopausa

cC 109,6 103,4-115,8 112,3 107,1-117,4

TC/CC 112,1 106,6 — 117,5 0,97 118,0 115,9-120,0 0,17
P6s-Menopausa

cC 109,1 105,7-112,6 106,3 102,8-109,8

CTmT 104,6 99,7 -109,4 0,12 106,5 102,0-111,0 0,93
N&o obesa

cC 110,1 106,5-113,6 107,8 104,2-111,5

CT/ITT 106,7 101,7 - 1117 0,11 110,3 106,3 -114,3 0,73
Obesa

cC 103,6 96,1-111,1 107,1 101.0-113.1

CTmT 106,2 99,4 -110,0 0,43 109,0 102.4-115.6 0.26

“tempo até o evento. Fonte: a autora.

A figura 16 mostra as curvas de sobrevida livre de doenca e sobrevida global de
mulheres na pré-menopausa (n = 150) em fun¢do do polimorfismo rs700519 (CYP19). As
curvas sugerem que mulheres com gendétipos variantes (CT/TT) apresentam menor
sobrevida livre de doenca em 10 anos (59,8%, P Log-rank = 0,008) do que a observada para
mulheres com o genotipo CC (80,2%). O mesmo pode ser observado para a curva de
sobrevida global, em que a presenca dos gendtipos variantes parece reduzir a probabilidade
de sobreviver em 10 anos de 85,3% para 53,8% (P log-rank = 0,02).

Entretanto, os aparentes efeitos dos gendtipos variantes (CT/TT) do rs700519
(CYP19) em relacéo a sobrevida global (HR= 3,29 1C95% 1,06 — 10,23) ou livre de doenca
(HR= 3,57 IC95% 1,30 — 9,76) para a subpopulagdo de mulheres com céncer de mama na
pré-menopausa ndo se confirmam apos analises de regressdo de Cox com inclusdo do

estadiamento tumoral como varidvel de ajuste (tabelas 7 e 8).
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Tabela 7. Modelo de regressdo de Cox para sobrevida livre de doenga em mulheres na pré-menopausa em
fungdo do polimorfismo rs700519 (CYP19).
Fonte: a autora.

Variaveis Coeficiente Erro Padrao P-valor HR 1C 95%
CYP19 0,880 0,631 0,163 2,412 0,701 - 8,299
TNM 1,95 0,564 0,001 7,029 2,329 — 21,217

Tabela 8. Modelo de regressdo de Cox para sobrevida global em mulheres na pré-menopausa em fungdo do
polimorfismo da rs700519 (CYP19).

Variaveis Coeficiente Erro Padréo P-valor HR IC 95%
CYP19 1,061 0,650 0,102 2,889 0,809 — 10,318
TNM 1,294 0,550 0,019 3,647 1,240 - 10,726

Fonte: a autora.
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Figura 16. Curvas de sobrevida livre de doenca e sobrevida global para mulheres na pré-menopausa em fungdo do polimorfismo rs700519 (CYP19).
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7. DISCUSSAO

O cancer de mama ¢ uma doenca heterogénea com grande diversidade em sua
apresentacao clinica e molecular. Devido aos distintos perfis moleculares individuais, a
resposta aos tratamentos disponiveis ¢ variavel, entdo é possivel que os polimorfismos
possam servir como marcadores moleculares para compreender estas diferengas individuais.

O presente estudo avaliou se os polimorfismos rs743572 (CYPL17), rs700519
(CYP19) e rs1800566 (NQO1) atuam na sobrevida de mulheres diagnosticadas com cancer
de mama e se interferem no risco de recorréncia quando associados a fatores como a
obesidade e o status menopausal. O objetivo foi avaliar se os polimorfismos rs743571,
rs700519 e rs1800566 poderiam ser utilizados como fatores progndsticos do cancer de
mama. Os genes CYP17, CYP19 e NQOL1 sdo altamente polimérficos e foram escolhidos por
serem importantes para a metabolizagéo do estrogénio e terem uma frequéncia de pelo menos
10% na populagdo. Os polimorfismos rs743572, rs700519 e rs1800566 foram selecionados
para a realizacdo do trabalho por serem os mais estudados e 0s que parecem mais interferir
na metabolizagdo do estrogénio (Daly, 2015).

O estudo foi realizado de forma prospectiva em uma institui¢ao de referéncia (INCA)
para o tratamento de cancer no Brasil. A subcoorte de estudo foi composta por pacientes com
diagnostico primario de cancer de mama unilateral e ndo-metastatico, sem invasdo nodal,
em inicio de tratamento e com indicacdo inicial de cirurgia com inten¢do curativa (protocolo
original CEP-INCA 129/08). Mulheres que apresentavam tratamento prévio, doenga
bilateral e metastases nao foram selecionadas, ja que um dos desfechos de interesse do estudo
foi a ocorréncia de metastases. Posteriormente, o protocolo original recebeu um adendo para
inclusdo também de pacientes com inicio de tratamento pela quimioterapia neoadjuvante.
No entanto, no momento em que as pacientes foram genotipadas para os alvos de interesse
aqui descritos - 15743572 (CYP17),1s700519 (CYP19) e rs1800566 (NQO1) - o recrutamento
ainda estava restrito as pacientes com indicagdo cirtrgica.

A restri¢do de recrutamento de pacientes com indicagdo de cirurgia como primeira
abordagem terapéutica seguia a orientacdo de conduta adotada pelo INCA a época. Na
ocasido (inicio de 2009), a cirurgia com inten¢do curativa, incluindo mastectomia ou
lumpetomia, era considerada a primeira escolha para a abordagem inicial desde que os
tumores fossem considerados ressecaveis, i.e. com possibilidade de remogao completa com
margens de seguranca. Nos casos de tumores localmente avangados (estadio III), com

possivel extensdo para o tecido muscular ou para a pele, a quimioterapia neoadjuvante
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passava a ser sugerida para inicio do tratamento.

O desenho de estudo prospectivo permitiu a analise completa da historia clinica das
pacientes, bem como um acompanhamento longo e detalhado, com alto nivel de informagao
sobre as condutas terapéuticas e poucos dados faltantes, permitiram reduzir possiveis
varidveis de confundimento que poderiam afetar as analises. Por outro lado, a escolha de
pacientes com indicagdo inicial de cirurgia deixou a populacdo mais restrita quanto ao
tamanho e a variabilidade de apresentagdes clinicas, havendo uma grande predominancia
dos estadiamentos iniciais e dos subtipos luminais, que tém melhor prognostico clinico, com
baixa probabilidade de eventos.

Em fungdo das limitagdes acima, a avaliagao dos efeitos dos polimorfismos torna-se
mais dificil, requer mais tempo e apresenta maior margem de erro estatistico. Dessa forma,
as analises do presente estudo so6 foram possiveis pelo fato de a coorte ja ter completado 10
anos, permitindo fazer as andlises de sobrevida com uma quantidade maior de dados
disponiveis. Ainda assim, os resultados aqui discutidos devem ser vistos com a ressalva de
que a populagdo do presente estudo nao € um retrato do universo das pacientes com cancer
de mama no INCA ou no Brasil, e sim um recorte. Esta ¢ uma limitacdo também para a
comparagao dos achados com os de estudos multicéntricos, nos quais a populagdo ¢ maior e
mais diversa, e os desfechos mais abundantes, permitindo a comparagdo entre grupos mais
heterogéneos.

A sobrevida livre de doenca na populagao estudada foi de 89,9% para 5 anos e 76,9%
para 10 anos. Os resultados do presente trabalho indicando sobrevida livre de doenga para 5
anos, maior do que 80% na populacdo estudada, foram similares aos encontrados por um
estudo retrospectivo realizado em Rio Branco no Acre, por Fujimoto, Koifman e da Silva
(2019). Os autores relataram que 58% das mulheres diagnosticadas com cancer de mama
tinham a doenca em estagio inicial (0-11). Quando se considerou a populagdo inteira, sem
nenhuma estratificagédo, a sobrevida livre de doenca em 5 anos foi de 87,3%.

Ja em outro estudo, de Diniz et al. (2016), com uma populacdo de 459 mulheres
diagnosticadas com cancer de mama e que receberam qualquer tipo de tratamento (cirurgia,
quimioterapia e uma combinacdo deles) em um centro de oncologia em Minas Gerais, a
sobrevida livre de doenca de toda a populacdo estudada, para 5 anos, foi de 72%. Quando a
sobrevida foi analisada de acordo com o tipo de tratamento, para as mulheres que foram
submetidas apenas a cirurgia, a sobrevida livre de doenca passou a ser 77,9%. A diferenca
nos valores encontrados na sobrevida livre de doenga entre os trabalhos de Fujimot
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Koifman e da Silva (2019) e Diniz et al. (2016), pode ser explicada pelo desenho de estudo
e no método de selecdo das pacientes, ja que o trabalho de Diniz et al. (2016) selecionou
mulheres em estagios mais avancados.

Em relacdo a sobrevida global encontrada no presente trabalho (91,6% para 5 anos e
76,5% para 10 anos), Morais et al. (2009) também descreve uma sobrevida maior de 80%
para 5 anos e maior de 70% para 10 anos. De acordo com a Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC), a sobrevida global para 5 anos, nos Estados Unidos, é de 99%
e a sobrevida global para 10 anos, de 84% (IARC, 2022). A agéncia também cita a
importancia de levar em consideragdo o estagio em que a doencga é diagnosticada e o tipo de
tratamento para determinar a sobrevida global e, que existe uma disparidade entre os
resultados encontrados para a sobrevida global em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos
(IARC, 2022). Morais et al. (2009) realizaram um estudo com 252 mulheres tratadas em um
hospital de referéncia no Rio Grande do Sul e descreveram que a sobrevida global estimada
em 5 anos foi de 87,7% e, em 10 anos, foi de de 78,7%. O artigo atribui aos achados das
sobrevidas ao fato de mais de 60% das pacientes terem sido submetidas a cirurgia como
primeira abordagem terapéutica. Entretanto, o resultado foi maior do que o encontrado por
Freitas Junior et al. (2017), que estudou 2.273 pacientes com cancer de mama na cidade de
Goiania. Os autores verificaram uma sobrevida global em 5 anos de 72,1% e em 10 anos de
57,8% para toda a populacéo do estudo. Quando analisaram pacientes com tumores menores
de 2 cm, a sobrevida de 5 anos passou para 85,5% e a de 10 anos, 68,5%. No artigo de Freitas
Junior et al. (2017) ndo houve nenhuma analise com o tipo de tratamento que as mulheres
receberam. A diferenca encontrada entre o presente trabalho e o artigo de Freitas Junior et
al. (2017), parece ser pela questdo metodoldgica, em que os autores consideraram como
desfecho para a analise de sobrevida todos os Gbitos das pacientes. No presente trabalho, os
obitos relacionados por outras causas, que nao o cancer de mama, foram censurados.

Existem poucos dados na literatura analisando o papel dos polimorfismos rs743572
(CYP17), rs700519 (CYP19) e rs1800566 (NQO1) na sobrevida livre de doenca e sobrevida
global das pacientes com cancer de mama. No presente trabalho, devido a baixa frequéncia
de genotipos homozigotos polimarficos, principalmente para rs700519 (CYP19) (n = 5), as
variagfes homozigoticas e heterozigéticas foram analisadas em conjunto. Esta baixa
frequéncia também foi observada por Garcia-Casado et al. (2010), que analisou a resposta
de uma populagdo de mulheres com cancer de mama em estadio II e III e na pds-com ao

tratamento com letrozol. Um dos polimorfismos estudados por Garcia-Casado et al. (2010)



65

foi 0 rs700519, que nédo apresentou nenhuma variante do polimorfismo, comprometendo a
andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg.

No presente estudo, a analise ao principio de Hardy-Weinberg nao indicou aderéncia
para o polimorfismo rs700519. Como a eficiéncia da técnica de genotipagem foi confirmada
em uma amostra de 94 pacientes por sequenciamento dos produtos de PCR pelas Plataformas
Tecnoldgicas da Fiocruz, provavelmente, pode-se descartar a possibilidade de erros na
metodologia aplicada explicar esta ndo aderéncia. Entdo, é possivel que esta ndo aderéncia
tenha ocorrido pela frequéncia do alelo variante ser muito baixa ou pela selecdo que mulheres
com cancer de mama ja faz (sexo, idade, fatores de risco).

Embora o presente trabalho néo tenha encontrado uma influéncia dos polimorfismos
na sobrevida das pacientes com cancer de mama, outras variaveis influenciaram neste tempo.
Quando toda a coorte foi analisada, o estadiamento tumoral, o grau histoldgico e o status
RE/RP influenciaram de forma significativa a sobrevida livre de doenca, o que esta de acordo
com a literatura. Yazdani & Haghighat (2022) investigaram fatores que influenciam a
sobrevida livre de doenca de 2,056 pacientes com cancer de mama e descreveram a relagédo
entre o grau histoldgico e o estadiamento tumoral com a sobrevida livre de doenca. As
pacientes que tinham tumores maiores do que 5 com apresentavam 27 meses a menos de
vida quando comparado com mulheres com tumores menores ou iguais a 2 cm (p= 0,021).
Quando Yazdani & Haghighat (2022) realizaram a analise multivariada, o grau histoldgico,
estadiamento tumoral e status RE/RP mostraram uma relacdo com a sobrevida livre de
doenca, mas os dados nao foram mostrados no artigo.

Os achados do presente trabalho sobre as varidveis que influenciam
significativamente a sobrevida global (idade, status menopausal, estadiamento tumoral e
status RE/RP) corroboram os descritos por Brandt et al. (2015), que realizaram um estudo
com 4,119 mulheres diagnosticadas com cancer de mama, em que a idade foi um fator
importante para a sobrevida, tanto no grupo de mulheres de 40 a 49 anos (HR = 1,40 1C95%
1,04 — 1,88) como no grupo de mulheres com 80 anos ou mais (HR = 1,80 1C95% 1,45 —
2,25). Os resultados do presente trabalho também corroboram com os descritos por Ho-
Huynh et al. (2019), que em uma revisdo sistematica, com analise de 15 artigos, demonstrou
a importancia do estadiamento tumoral e do status RE/RP para o prognostico do cancer de
mama em mulheres na Australia. Heer et al. (2020), em uma das analises de seu artigo,
descreveu que o prognostico difere entre mulheres na pré-menopausa e pds-menopausa,
assim como o encontrado no presente trabalho.

Quando analisados os polimorfismos, eles ndo exerceram nenhuma influéncia
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significativa na sobrevida livre de doenca e sobrevida global. Na anélise da possivel
associagdo entre os polimorfismos e as caracteristicas clinicas (status menopausal, obesidade
e status RE/RP), na sobrevida, houve uma associagdo apenas entre o rs700519 (CYP19) e
mulheres na pré- menopausa. Os polimorfismos rs743572 (CYP17) e rs1800566 (NQO1),
mesmo na andlise estratificada, ndo foram estatisticamente significativos.

Com relagéo ao polimorfismo rs743572 (CYP17), o presente trabalho ndo encontrou
nenhuma associa¢do com a sobrevida de mulheres com cancer de mama. Durante as buscas
do presente trabalho, foi encontrado apenas um artigo tratando da relacdo do polimorfismo
rs743572 com o prognostico de pacientes com cancer de mama e, mesmo assim, 0 artigo nao
tratava apenas do cancer de mama. Santos et al. (2017) realizaram um estudo caso-controle
com 131 mulheres que apresentavam cancer de mama (n = 107) ou cancer de ovario (n =
24). No artigo, Santos et al. (2017) descrevem alguns genes relacionados com a
metabolizacdo do estrogénio, dentre eles estd 0 CYP17, e sua relagdo com o cancer de mama.
Para as mulheres diagnosticadas com cancer de mama, a anélise do polimorfismo rs743572
com caracteristicas clinicas como o grau (p = 0,70) e o tipo histologico (p = 0,54) ndo
apresentou resultados estatisticamente significativos para a sobrevida global, somente
quando para tumores RP positivos, que foi encontrada uma relacdo estatisticamente
significativa (p = 0,04).

Robles-Fernandez et al. (2017) estudaram polimorfismos em genes importantes para
0 metabolismo de horménios sexuais e a agressividade do cancer de prostata em uma
populacdo de 311 homens com resultados positivos para a bidpsia. Os autores descreveram
que pacientes com o polimorfismo rs743572 apresentavam uma probabilidade maior de
terem tumores mais avancados (Il e 1V) e uma concentracdo de antigeno prostatico
especifico (PSA) maior que 10 ng/ml (p = 0,003). O polimorfismo rs743572 foi
estatisticamente significativo com o cancer de prdstata mais agressivo (p = 0,016). Com isso,
Robles-Fernandez et al. (2017) sugeriram em seu artigo que o rs743572 pode desempenhar
um papel prognostico nos pacientes com cancer de prdstata, mas ressaltaram que estudos
com coortes maiores precisam ser realizadas para determinar se existe associagdo entre o
polimorfismo rs743572 e o prognostico do cancer.

Ainda em relagdo ao polimorfismo rs743572 e o cancer de prostata, Wright et al.
(2010) citaram resultados diferentes. Os autores estudaram a sobrevida global do cancer de
préstata com base em polimorfismos e, um dos polimorfismos estudados foi o rs743572
(CYP17) em uma populacéo de 598 homens. O estudo de Wright et al. (2010) ndo encontrou
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associacao entre o polimorfismo e a sobrevida global do cancer de prostata, mesmo
apos analises de regressdo de Cox com inclusdo de idade, PSA, escore de Gleason,
tratamento, IMC e estadiamento tumoral como variaveis de ajuste (HR = 1,44 IC95% 0,56
— 3,69). Os artigos de Robles-Fernandez et al. (2017) e Wright et al. (2010) citaram a
escassez de estudos relacionando o polimorfismo rs743572 com o progndstico de diversos
tipos de céncer. A escassez de estudos sobre o polimorfismo rs743572 com o a sobrevida do
cancer pode ser devido aos resultados negativos encontrados, o que reduziu o interesse em
se estudar o papel prognostico do rs743572.

O polimorfismo rs1800566 (NQO1) também ndo influenciou a sobrevida das
mulheres com cancer de mama no nosso estudo. Assim como o0s polimorfismos do gene
CYP17, os polimorfismos do NQO1 séo pouco descritos na literatura, como citado por
Hubackova et al. (2012), que também ressalta a importancia de estudos sobre enzimas que
atuam no estresse oxidativo, como é o caso da NQO1, para futuros marcadores progndsticos
do céncer de mama.

Fagerholm e colaboradores (2008) estudaram o polimorfismo rs1800566 como um
possivel fator prognostico e preditivo do cancer de mama. Na anélise de sobrevida, pacientes
com os alelos homozig6ticos (TT) apresentaram uma pior sobrevida (65%) quando
comparado com CT (85%0) e CC (87%). Para a andlise de regressdo de Cox, 0s autores
juntaram CT e CC para melhorar o poder estatistico das andlises e, as variaveis clinicas de
interesse (TNM e status RP) apresentaram efeito prognostico independente. Em relacdo ao
polimorfismo, o alelo homozigético apareceu como um importante fator progndstico e com
alto potencial metastatico (p = 0,004). Como a enzima NQOL atua na metabolizacdo de
quimioterapicos, os autores compararam a relagdo o polimorfismo rs1800566 e o tipo de
tratamento recebido pela paciente, com outros polimorfismos. Os resultados indicaram que
apo6s a administracdo dos quimioterapicos epirrubicina e ciclofosfamida, o polimorfismo
prevé apenas 17% da sobrevida, contra 75% de outros polimorfismos. Com estes achados,
Fagerholm e colaboradores (2008) sugeriram que o rs1800566 parece ser um bom marcador
prognostico para pacientes com cancer de mama.

A anélise da possivel associa¢do do polimorfismo rs700519 na sobrevida livre de
doenca e sobrevida global mostrou que ele ndo exerceu nenhuma influéncia significativa.
Porém, quando o presente trabalho avaliou a associacdo do polimorfismo rs700519
associado com outras caracteristicas clinicas (status menopausal, obesidade e status RE/RP),
foi possivel observar um efeito do polimorfismo em mulheres na pré-menopausa, com 0s

genotipos variantes aparentemente reduzindo a sobrevida global para 53,8% e livre de



68

doenga para 59,8%, embora tal resultado ndo tenha sido confirmado pela anélise de regressao
de Cox.

Fasching et al. (2008) relataram resultados semelhantes quando avaliaram 3
polimorfismos e a sobrevida global do cancer de mama. A populacdo de mulheres que
apresentavam o polimorfismo rs700519 foi de 938 pacientes. Nas anélises de Kaplan-Meier,
os resultados do trabalho indicaram que o polimorfismo rs700519 néo estava associado com
a sobrevida livre de doenca (p = 0, 80) e sobrevida global (p = 0,98) em mulheres com cancer
de mama, nem quando analisado com parametros como idade, IMC, grau, tamanho tumoral
e status RE/RP. Porém, quando Fasching et al. (2008) estratificaram as analises em
caracteristicas clinico-patologicas, a enzima CYP19 passou a exercer uma influéncia em
mulheres na pré-menopausa (p = 0,004). A possivel associacao entre o rs700519 (CYP19) e
0 status menopausal parece ser explicada por mulheres na pré-menopausa estarem sob maior
influéncia do estrogénio, tornando mais aparente o papel do polimorfismo em relacédo a
atividade do produto génico, i.e. aenzima CYP19 e seu papel sobre a regulagdo da dos niveis
de exposicdo ao estrogénio, o que pode contribuir para acentuar seu potencial papel
prognoéstico

Os resultados do presente trabalho, em que os gendtipos variantes do rs700519
(CYP19) tiveram efeito em relacdo a sobrevida global (HR= 3,29 I1C95% 1,06 — 10,23) e
livre de doenga (HR= 3,57 1C95% 1,30 — 9,76), quando comprado com o gendtipo CC de
mulheres na pré-menopausa estdo de acordo com os relatados por Long et al. (2006), que
fizeram um estudo com 1,136 pacientes. A maior parte das pacientes foram submetidas
apenas a cirurgia como tratamento. Long et al. (2006) demonstraram que 0s genotipos
variantes do rs700519 (CYP19) apresentavam um efeito na sobrevida global (HR=2,9
I1C95% 1,4 — 6) e sobrevida livre de doenca (HR=3,1 1C95% 1,5 — 6,3) quando comparado
com o gendtipo CC, também de mulheres na pré-menopausa. Um estudo caso-controle com
1,136 pacientes chinesas, feito por Pan et al. (2016), avaliou polimorfismos e sua associa¢ao
com o risco de cancer de mama. Um dos polimorfismos tratados no artigo foi o rs700519 e,
nas analises quando se estratificou por idade e status menopausal, o efeito do polimorfismo
so foi observado em mulheres na pré-menopausa (OR = 2, 31; 1C95% 1,37 — 3,91).

O presente trabalho ter encontrado resultados do rs700519 (CYP19) somente para
mulheres na pre-menopausa pode ser pela exposicéo e efeito do estrogénio nestas mulheres
serem maiores. A ndo confirmacéo do resultado pela regressdo de Cox, quando se ajusta pelo

estadiamento tumoral talvez seja pelo efeito desta varidvel ser mais forte que o da enzima da
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CYP19, entdo ela acaba perdendo a significancia.

Um préximo passo interessante apos a conclusao do presente trabalho seria genotipar
as mulheres com indicagdo de quimioterapia neoadjuvante, a fim de expandir ¢ diversificar
a populagdo do estudo em relacao a varidveis clinicas como idade, obesidade e estadiamento

tumoral.
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8. CONCLUSOES

Com o elevado numero de diagndsticos do cancer de mama, a sobrevida e, questfes
relacionadas a ela, sdo cada vez mais importantes para a conduta clinica. Neste sentido e,
com as informagGes disponiveis sobre o papel dos SNPs rs743572 (CYP17), rs700519
(CYP19) e rs1800566 (NQO1) na sobrevida do cancer de mama sendo escassas, 0 presente
estudo contribui com mais informacdes sobre estes polimorfismos. Os resultados do presente
trabalho sugerem que a presenca do polimorfismo rs700519 (CYP19) pode reduzir a
sobrevida global e a sobrevida livre de doenca em mulheres na pré-menopausa, entretanto
quando ajustado pelo estadiamento tumoral, este resultado ndo foi estatisticamente
significativo. Assim, outros estudos sdo necessarios para conhecer melhor o comportamento

dos polimorfismos rs743572, rs700519 e rs1800566 sobre o cancer de mama.
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