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RESUMO

As neoplasias malignas sé&o atualmente uma das principais causas de mortalidade no Bra-
sil e no mundo. Sua alta incidéncia esta fortemente ligada a habitos e estilos de vida que
atuam como fatores de risco para o desenvolvimento do cancer. O municipio de Missal,
localizado no oeste do Parana-Brasil, representa com destaque essa realidade, pois nos
ultimos anos uma analise comparativa de seus indicadores de assisténcia oncoldgica am-
bulatorial e hospitalar, bem como de taxas de mortalidade, apontou valores elevados
quando comparados as populagdes vizinhas. Variantes germinativas do gene CDH1 estéo
relacionadas ao cancer gastrico, cancer de mama e outros tumores néo gastricos. Nesse
contexto, esta pesquisa teve como objetivo investigar altera¢gdes no gene CDH1 por meio
de sequenciamento capilar em pacientes oncoldgicos residentes no municipio de Missal.
Este estudo incluiu 33 pacientes oncologicos ndo aparentados com diagndstico de cancer
gastrico, de mama, colorretal e pancreatico. Os éxons 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 14 e 15 fo-
ram triados, incluindo regides intronicas adjacentes aos éxons, permitindo a identificagao
de possiveis mutagdes em sitios de splicing. Também foram analisados fatores de risco
associados ao adoecimento oncolégico como: idade do diagndstico, habitos de consumo
alimentar, uso de alcool e tabaco, uso de anticoncepcional e terapia de reposi¢ao hormo-
nal e sobrepeso. No total, foram identificadas 3 variantes germinativas, duas missense (c.
1849G>A e c.1936A>G) e uma mutagao sindnima (c.462A>G). Nenhuma variante germi-
nativa patogénica do gene CDH1 foi identificada na populagdo do estudo. Ainda, as anali-
ses estatisticas mostraram que a populacdo amostrada possui histérico familiar de cancer,
idade média do diagndstico oncoldgico inferior ao da idade média brasileira e fatores de
riscos significativos para o adoecimento oncolégico.

Palavras-chave: variantes germinativas; cancer gastrico; cancer de mama.
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ABSTRACT

Malignant neoplasms are currently one of the main causes of mortality in Brazil and
worldwide. Its high incidence is strongly linked to habits and lifestyles that act as risk
factors for the development of cancer. The municipality of Missal, located in the west of
Parana-Brazil, represents this reality prominently, as in recent years a comparative
analysis of its indicators of outpatient and hospital oncological care, as well as mortality
rates, showed high values when compared to the populations neighbors. Germline
variants of the CDH1 gene are related to gastric cancer, breast cancer and other non-
gastric tumors. In this context, this research aimed to investigate changes in the CDH1
gene through hair sequencing in cancer patients living in the municipality of Missal. This
study included 33 unrelated cancer patients diagnosed with gastric, breast, colorectal, and
pancreatic cancer. Exons 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 14 and 15 were screened, including
intronic regions adjacent to the exons, allowing the identification of possible mutations in
splice sites. Risk factors associated with cancer illness were also analyzed, such as: age
at diagnosis, food consumption habits, use of alcohol and tobacco, use of contraceptives
and hormone replacement therapy and excess weight. In total, 3 germline variants were
identified, two missense (c. 1849G>A and c.1936A>G) and one synonymous mutation
(c.462A>G). No pathogenic germline variants of the CDH1 gene were identified in the
study population. Furthermore, statistical analyzes showed that the sampled population
had a family history of cancer, an average age of oncological diagnosis lower than the
Brazilian average age and significant risk factors for oncological diseases.

Keywords: germline variants; gastric cancer; breast cancer.
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1. INTRODUGAO

As neoplasias malignas sao hoje uma das principais causas de mortalidade no Bra-
sil e no mundo. Sua alta incidéncia possui forte ligagdo com habitos e estilos de vida que
atuam como fatores de risco para o desenvolvimento do cancer. O municipio de Missal,
localizado no oeste paranaense, representa de forma proeminente essa realidade, uma
vez que nos ultimos anos uma analise comparativa de seus indicadores de produgdo am-
bulatorial e hospitalar para tratamento oncolégico, bem como as taxas de mortalidade, in-
dicaram valores elevados quando comparados a populagdes vizinhas. Dados levantados
pela Secretaria Municipal de Saude do municipio apontavam que para o ano 2016, o can-
cer era a segunda maior causa de 6bito da regido, estando os canceres de trato gastroin-
testinal e mama.

Variantes germinativas do gene CDH1 foram identificadas pela primeira vez em fa-
milias com cancer gastrico difuso hereditario (HDGC), porém estudos posteriores revela-
ram que esta predisposi¢ao também se estende ao cancer mama lobular e outros tumores
ndo gastricos, como céancer colorretal e de pancreas. Neste contexto, o objetivo desta
pesquisa foi investigar alteragbes no gene CDH1, em pacientes oncoldgicos residentes no
municipio de Missal (Guilford et al., 1998; Massari et al., 2021; Adib et al., 2021), bem
como caracterizar habitos da dieta/estilo de vida destes pacientes.

O conhecimento e a identificagdo dos genes envolvidos nos processos neoplasicos
€ de suma importancia uma vez que permite uma melhor compreensao da doencga e traz
novos aportes informacionais que podem contribuir com o fechamento do diagnéstico,

com a forma de tratamento e garantir um melhor progndstico.

1.1. Referencial tedrico
1.1.1. Missal

Missal € um municipio localizado na regido sul do Brasil e ao oeste do estado do
Parana que foi colonizado durante a década de 60 por imigrantes catdlicos de origem ale-
ma, os quais estavam previamente estabelecidos no estado do Rio Grande do Sul. Em
meados da década de 1980, somente com a dissolu¢do de Medianeira, Missal foi oficial-
mente reconhecido como municipio. De acordo com o ultimo censo, possui uma popula-
¢ao de 11.064 habitantes e suas principais atividades econémicas sao a agricultura e a
pecuaria (IBGE, 2022; Prefeitura de Missal, 2017).
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Nos ultimos anos 0 municipio apresentou um aumento no reporte de registros rela-
cionados a procedimentos oncoldgicos, que podem se encontrar ligados ao estilo de vida
da populagcdo e o ambiente em que essa esta inserida uma vez que as principais fontes
econdmicas podem atuar como fatores de influéncia. Conforme dados da Rede de Assis-
téncia a Saude, disponibilizados pelo TABNET (DATASUS), é observado que as neoplasi-
as assumem a segunda posi¢ao tanto em termos de pacientes ambulatoriais quanto de in-
ternacoes, ficando apenas atras das doencas respiratorias. Quanto aos registros de mor-
talidade, constata-se que os tumores ocupam o segundo lugar, correspondendo a 21% do
total, enquanto as doencas do aparelho circulatério lideram as estatisticas de &bitos. No
que concerne a distribuicdo por faixa etaria, a incidéncia de tumores predomina principal-
mente entre individuos com idades entre 50 e 64 anos, seguidos pelo grupo etario de 20 a

49 anos.

1.1.2. Céancer: dados epidemiolégicos

Cancer é a segunda principal causa de 6bitos no mundo, atingindo paises em to-
dos os niveis socioecondmicos, sendo responsavel por quase 10 milhdes de mortes no
ano de 2020. Com relagdo ao numero de diagnodsticos, 19,3 milhdes de novos casos de
cancer foram diagnosticados a nivel mundial no ano de 2020 e estima-se que esse nume-
ro cresga na medida em que as populagdes envelhecem, se expandem e adotam novos
comportamentos em seu estilo de vida que elevam o risco de desenvolvimento cancerige-
no. Os tipos de cancer mais diagnosticados a nivel mundial sdo responsaveis por 60% do
total de novos casos, dentre eles, encontram-se o cancer de pulméo (2,2 milhdes de ca-
sos); cancer de mama (2,3 milhdes de casos); cancer colorretal (1,9 milhdo de casos);
cancer de prostata (1,4 milhdo de casos); e cancer de estdbmago (1,1 milhdo de casos)
(INCA, 2022; Ferlay et al., 2021).

Dentre os tipos de canceres com maior incidéncia em nivel global, o cancer gastri-
CO se encontra como a quarta principal causa de morte por cancer em ambos 0S Sexos,
com maior prevaléncia no sexo masculino (Yang et al., 2023; Sung et al., 2021). Em torno
de um milhdo de casos séo diagnosticados a cada ano em todo o mundo, sendo o 5° can-
cer mais diagnosticado e o 7° em prevaléncia. Sua incidéncia é altamente variavel, uma
vez que fatores externos como localizacdo geografica e cultura estao intimamente ligados
ao seu desenvolvimento. Encontram-se maiores taxas de prevaléncia na Asia Oriental e

Central e na América Latina, enquanto a Africa se destaca como regido onde as taxas
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possuem valores reduzidos quando em comparagdo com outras regides (Rawla & Bar-
souk, 2019; Zhao et al., 2023).

No Brasil, a incidéncia de casos de canceres relacionados ao trato gastrointestinal
compreende grande parte das neoplasias notificadas no pais até o presente momento. De
acordo com dados disponibilizados pelo INCA em 2021, em homens, foram notificados
309.750 novos casos de cancer, sendo que, dentre eles o cancer localizado na cavidade
oral representa 5,0% (11.200 casos); cancer de es6fago 3,9% (8.690 casos); cancer de
estdbmago 5,9% (13.360 casos); e cancer de colon e reto 9,1% (20.540 casos). Nas mu-
Iheres foram notificados 316.280 novos casos, sendo o cancer de colon e reto 9,2% des-
ses (20.470 casos); e o cancer de estdmago 3,5% (7.870 casos).

Ainda, o relatério disponibilizado contendo as estimativas para 2023 apontam que
704 mil novos casos de cancer serdo diagnosticados, sendo que, para os homens os tipos
mais frequentes de adoecimento oncolégico em novos casos serdo dados por cancer de
pele ndo melanoma, com 102 mil casos; cancer de prostata, com 72 mil casos; cancer de
coélon e reto, com 22 mil casos; cancer de pulmao, com 18 mil casos; cancer de estdma-
go, com 13 mil casos; e cavidade oral, com 11 mil novos casos. Ja para as mulheres, as
estimativas mostram que devem ser notificados como principais responsaveis pelos novos
casos os canceres de pele ndo melanoma, com 118 mil casos; mama, com 74 mil casos;
célon e reto, com 24 mil casos; colo do utero, com 17 mil casos; pulmao, com 15 mil ca-
sos; e tireoide, com 14 mil novos casos (INCA, 2022).

Segundo a distribuicdo geografica de casos no pais, as regides sul e sudeste con-
centram cerca de 70% da incidéncia dos novos casos. Para o ano de 2023 no estado do
Parana estima-se a notificacdo de 36,9 mil casos de cancer por ano, totalizando 110 mil
novos diagndsticos. Segundo a localizagao primaria da neoplasia maligna, e considerando
a incidéncia por 100 mil habitantes, o cancer de mama feminino aparece em primeiro lu-
gar com 3.650 novos casos. Ja dentre os canceres relacionados ao trato gastrointestinal,
o cancer de colon e reto aparece em 3° lugar com 2.560 novos casos; cancer de estdma-
go em 5° lugar com 1.350 casos e cancer de pancreas em 14° lugar com a estimativa de
830 novos casos. Estas estimativas revelam aumento da incidéncia de canceres do trato
gastrointestinal no estado do Parana, quando comparada aos demais estados do pais.
Ainda, relatérios anteriores ja traziam informacdes sobre altas taxas de cancer diagnosti-
cadas no estado, sendo que entre os anos 2014 e 218, 32,5 mil novos casos de cancer
foram notificados anualmente no estado (INCA, 2021; INCA, 2022).
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1.1.3. Céncer: etiologia e patogénese

Cancer é a terminologia genérica aplicada a um conjunto de mais de 100 doencgas
que tem em comum o crescimento desordenado de células com capacidade invasiva que
surgem como resultado de uma série de mutagdes somaticas, que podem ou ndo, ter uma
predisposi¢ao herdada associada (Strachan &Read, 2013).

A origem dos tumores malignos em humanos é um processo de multiplas etapas
caracterizado pelo acumulo de alteragdes genéticas que impulsionam, de forma progressi-
va, a transformacao de células saudaveis em derivados altamente malignos. Além da in-
vasividade, as células neoplasicas precisam adquirir as seguintes capacitagdes basicas
para se tornarem cancerosas (Figura 1): sustentar a sinalizagéo proliferativa; evitar su-
pressores de crescimento; resistir a morte celular; adquirir imortalidade replicativa; induzir
angiogénese; reprogramar o metabolismo energético e evitar a destruicado imunoldogica.
Esse processo de tumorigénese é retroalimentado pelo acumulo de danos no DNA, levan-
do a instabilidade gendmica e estresse mitético (Hanahan & Weinberg, 2000; Hanahan &
Weinberg, 2011; Strachan & Read, 2013; Matthews et al., 2022).

Figura 1. Caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento do cancer
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Os oncogenes e 0s genes supressores tumorais sdo os principais alvos de muta-
cOes significativas com potencial cancerigeno. Isto acontece porque estes genes normal-
mente desempenham papéis fundamentais na manutencédo do equilibrio fisiologico celu-
lar. Os oncogenes ERBB2 (HER2), RAS, BRAF e MYC, se destacam por estarem envolvi-
dos na tumorigénese dos canceres mais frequentes na populagao, tais como mama, ova-
rio, gastrico, pulméao e colo. Dentre os supressores tumorais, destacam-se BRCA1, BR-
CA2, TP53, RB1, CDH1 e CDKN2A (Kenemans et al., 2004; Carvalho et al., 2020; Silva
Carvalho et al., 2020; Boutelle & Attardi, 2021; Zhao et al., 2023).

Além das mutagdes genéticas, mudancgas herdaveis ou adquiridas em nivel de ex-
pressao génica também podem ser responsaveis pelo desenvolvimento de neoplasias
malignas, sendo estas, chamadas de alteragcbes epigenéticas. Tais alteragdes persistem
na expressao genética resultando em mudangas na estrutura da cromatina sem que haja
modificagdo na sequéncia de DNA da célula. A geracgao e disponibilidade em larga escala
de dados epigenéticos de todo o genoma ampliou o leque investigativo das doengas em
nivel molecular, tais como os papéis dos mecanismos de metilacdo do DNA no desenvol-
vimento do cancer. Genes supressores tumorais sdo muitas vezes silenciados epigeneti-
camente por metilagao (Strachan & Read, 2013; Dmitrijeva et al., 2018; Campagna et al.,
2021; Pérez et al., 2022).

Os canceres do trato gastrointestinal sdo doengas consideradas heterogéneas e
sdo resultantes de um longo e multiplo processo de acumulagédo gradual de alteragdes a
nivel genético e epigenético, levando a desregulagédo das vias oncogénicas e supressoras
de tumor. Grande parte das neoplasias gastricas sao do tipo adenocarcinomas, ou seja,
lesbes em que as células tumorais crescem em um padrédo glandular. Estas podem ser
decompostas em dois tipos, de acordo com a classificagdo histomorfolégica de Lauren:
forma difusa e forma intestinal. Os tumores difusos séo formados por lesées pouco dife-
renciadas e infiltrativas que ndo demonstram evidéncias de formagdes glandulares. Den-
tre as duas formas apresentadas, a primeira encontra-se mais associada com a hereditari-
edade (Molina Castro et al., 2017; Cerrato-lzaguirre et al., 2021; Carneiro, 2022; Cosma
et al., 2022; Kole et al., 2022). Os tumores intestinais seguem uma linha evolutiva por
meio de uma série de etapas, sendo o inicio destas uma gastrite crénica que progride
para atrofia da mucosa e posteriormente para metaplasia intestinal, displasia e carcinoma
com subsequente metastase. Estudos apontam a participacédo do Helicobacter pylori (H

pylori) em todas as etapas do processo (Cutait, 2001; Smith et al., 2006).
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1.1.4. Principais fatores de risco

Os cénceres gastrointestinais sdo doengas multifatoriais que possuem influéncia di-
reta com fatores ambientais, demograficos e genéticos. Alguns desses fatores de risco
sdo considerados nao modificaveis, enquanto outros sao tidos como fatores potenciais
(Karimi et al., 2014).

Os principais fatores de risco modificaveis sdo os associados ao estilo de vida ina-
dequado, como sedentarismo, obesidade, uso de alcool e tabagismo, onde o risco au-
menta de acordo com a quantidade consumida; dietas ricas em sal e carne vermelha e
processada, infecgdes por microrganismos como a bactéria H. Pylori e o virus Epstein-Bar
e exposigao quimica, como trabalhos com processamento de metais. Entre os fatores de
risco ndo modificaveis destacam-se a idade avancada do paciente, sendo a faixa etaria
média de diagndsticos de aproximadamente 70 anos; o sexo, uma vez que homens pos-
suem uma maior taxa de incidéncia da doenca; e as caracteristicas hereditarias, principal -
mente a presenga de variantes patogénicas germinativas, muito comuns nas Sindromes
Hereditarias do Cancer (Tsugane & Sasazuki, 2007; Boysen et al., 2009; Howlader et al.,
2011; Karimi et al., 2014; Mukaisho et al., 2015; World Cancer, 2017; Bray et al., 2018;
Praud et al., 2018; Guindalini et al., 2019; Kim et al., 2019; Machlowska et al., 2020; Deng
et al., 2021; Bar-Mashiah et al., 2022; Wu et al., 2022; Corso et al., 2023; Zhao et al.,
2023).

1.1.5. Cancer gastrico hereditario

O desenvolvimento do cancer gastrico na maior parte das vezes é esporadico, en-
tretanto, 1 a 3% corresponde aos casos caracterizados pela Sindrome Hereditaria de
Cancer Gastrico (Guindalini et al., 2019). De acordo com Lancaster et al., 2015, uma sin-
drome hereditaria de cancer ocorre em individuos possuintes de predisposi¢coes genéticas
para determinados tipos de cancer, o que pode levar os mesmos ao desenvolvimento pre-
coce da doenga em decorréncia da heranga de mutagdes patogénicas de linha germinati-
va em um ou mais genes. A maior parte das sindromes hereditarias ocorre de forma au-
tossGbmica dominante.

Nesse contexto, o cancer gastrico difuso (Diffuse gastric cancer- DGC) ¢é o tipo de
cancer mais bem caracterizado e muito frequente em herancas familiares. O mesmo,
compreende um adenocarcinoma pouco diferenciado que se infiltra na parede do estdma-
go fazendo com que ali haja um espessamento, sem formar uma massa distinta. O DGC,

possui uma caracteristica unica marcada pelo aparecimento histolégico de focos de célu-
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las tidas como anel de sinete. Em familias onde ha dois ou mais casos da doencga difusa
em parentes de primeiro ou segundo grau, utiliza-se o termo Cancer Gastrico Difuso He-
reditario (Hereditary diffuse gastric cancer- HDGC), ou Sindrome Hereditaria de Cancer
Gastrico. Na maioria destas, observa-se o aparecimento de um caso de cancer gastrico
difuso diagnosticado antes dos 40 anos de idade e um ou mais casos de cancer de mama
lobular diagnosticado antes dos 50 anos (Fewings et al., 2018; Kaurah & Huntsman, 2018;
Corso & Bonanni, 2020; Corso et al., 2020; Carneiro, 2022; Gregory & Davis, 2023).

Estudos indicam que a faixa etaria média de inicio do HDCG é de 38 anos, poden-
do variar entre e dentro das familias. Nos estagios iniciais da doencga, os sintomas sao
inespecificos, sendo os mesmos geralmente detectados pelo individuo ou pelos profissio-
nais de saude quando a doenga se encontra em estagio avancado. Na fase tardia, os sin-
tomas incluem dor abdominal, nausea, vomito, disfagia, plenitude pds-prandial, perda de
apetite e perda de peso. Em fase metastatica, pode-se haver aumento do figado, ictericia,
ascite, nédulos cutaneos e fraturas (Kaurah & Huntsman, 2018; Kole et al., 2022; Lim et
al., 2023).

1.1.6. Cancer gastrico hereditario e o gene CDH1

Cerca de 30% dos casos de HDCG esta relacionada com mutagdes germinativas
no gene CDH1, um supressor tumoral que codifica a proteina E-caderina. Tal gene possui
por volta de 100KB e se localiza no brago curto do cromossomo 16922, compreendendo
16 éxons e 15 introns (Hansford et al., 2015; Oliveira et al., 2006). A proteina codificada
por ele, a E-caderina, é integrante da familia das caderinas, que consiste em um grupo de
glicoproteinas que realizam a mediagdo da adesdo célula-célula dependente de calcio,
expressa em tecidos epiteliais. Os 16 éxons do gene da E-caderina codificam um pepti-
deo de sinal de 27 aminoacidos, um peptideo precursor de 154 aminoacidos e uma protei-

na madura de 728 aminoacidos (Figura 2).

Figura 2. Estrutura da proteina E-caderina
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Quando madura a E-caderina possui trés dominios distintos, sendo eles um domi-
nio extracelular, um dominio transmembranar e um dominio citoplasmatico, os quais a ca-
pacitam para interagir com outras proteinas e realizar processos relacionados com a
membrana plasmatica da célula. Sua funcédo adesiva é resultado da interagdo ocorrente
entre seu dominio citoplasmatico com cateninas, sendo elas a B-catenina e Y-catenina,
que se ligam a caderina por intermédio de uma a-catenina e o citoesqueleto da actina.
Quando fosforilada, a B-catenina regula a adesao célula a célula por meio da E-caderina,
formando o complexo caderina/catenina (Figura 3). Adiante, a B-catenina possui uma im-
portante interacdo com a proteina supressora de tumor APC, o que a torna uma das pe-
¢as-chave durante o processo de desenvolvimento tumoral (Aberle et al., 1996; Berx et
al., 1998; Guindalini et al., 2019).

Figura 3. Esquema mostrando o complexo caderina-catenina
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Fonte: Guindalini, 2016.

Em tecidos adultos, a E-caderina auxilia na manutengdo da homeostase do epi-
télio e transpde sinais do meio extracelular para o nucleo para possiveis alteracdes na
expressao do gene (Luo et al., 2018; Kole 2022). Sendo assim, as muta¢des encontra-
das na proteina E-caderina, em sua maioria, sdo do tipo truncadas. Isso faz com que o

gene produza uma proteina anormalmente curta e n&o funcional, muitas vezes resultan-
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do na perda completa da mesma devido ao desenvolvimento de codons de parada pre-
maturos.

A deficiéncia de E-caderina leva a perda de fungao em diversos processos celu-
lares e pode comprometer a capacidade de sobrevivéncia das células, sua redugao ou
auséncia foi detectada em diversos tipos de cancer. Juntamente com as mutacdes no
gene CDHT1 e alteragbes genéticas e epigenéticas na glicoproteina, ocorre a ruptura do
complexo formado entre caderina e catenina, complexo caderina-catenina, que é essen-
cial para processos celulares ligados a adesao, resultando entdo em um aumento da
motilidade celular seguido de um decesso na morfologia epitelial e consecutivo aumento
da invasividade tumoral por meio da transi¢ao epitelial-mesenquimal, onde uma célula
perde sua capacidade de adesao e sua polaridade apical. Essa condigao é correlativa
com estagio avangado e mau prognostico da doenga (Figura 4) (Gall & Frampton, 2013;
Corso et al., 2014; Shenoy, 2019; Cosma et al., 2022).

Figura 4. Desenvolvimento de cancer gastrico
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De acordo com Shenoy, 2019, a heranca presente no HDGC é do tipo autossémica
dominante, sendo a suscetibilidade a doenca condicionada a heranga de ao menos uma
copia da variante patogénica. Entretanto, nos casos de HDGC, ambos os alelos do gene

CDH1 devem ser silenciados para a perda da proteina E-caderina. Estudos mostram que



24

0 segundo alelo é silenciado por meio de hipermetilagdo do sitio promotor de CDH1, re-
sultando em perda da heterozigosidade, mutagcdes somaticas e silenciamento epigenético.
Portanto, o desenvolvimento e a progressdao do HDCG se encontram pautados em um
processo com varios estagios, com a perda precoce da E- caderina conferindo motilidade
as células e a subsequente perda de outros genes modificadores, como o TP53, potencia-
lizando a invasividade dessas e levando a tumorigénese (Luo et al,.2018).

Um ponto importante a se considerar em relacao a estrutura da E-caderina é que
o dominio citoplasmatico tende a apresentar um acumulo de mutagdes. Essa estrutura em
especifico desempenha um papel fundamental na proteina, pois da suporte a montagem
do complexo de cateninas que fornecem a ancoragem ao citoesqueleto de actina para re-
alizar a adesao célula a célula. Sendo assim, essa regidao configura um ponto vulneravel e
as mutacoes ali presente conferem danos que podem levar a perda total da funcéo protei-
ca (Melo et al., 2017).

1.1.7. Cancer de mama hereditario e o gene CDH1

Estudos envolvendo o papel E-caderina em outros tipos de cancer demonstram
que mutagdes na proteina levam a redug¢ao de sua expressao em canceres de pele, cabe-
¢a, pulm&o, mama, tireoide, colon e ovario (Wijnhoven et al., 2000).

De acordo com Hansford 2015, a penetrancia das mutagdes germinativas descritas
para o gene CDH1 é alta e esta diretamente relacionada com aumento do risco de cancer
gastrico e cancer de mama. Uma sequéncia de eventos esta ligada a perda da expressao
da proteina em tumores gastricos e de mama que ocorrem de forma somatica, como mu-
tagdes somaticas pontuais, perda de heterozigosidade, hipermetilagdo do promotor e re-
pressao da transcrigao proteica (Corso et al., 2020; Silva Carvalho et al., 2020; Massari et
al., 2021) (Figura 5).

A funcéo regular da E-caderina no cancer de mama é de inibicdo de metastase.
Porém, diante da inativagdo somatica da proteina, se apresentam padrdes agressivos de
cancer com invaséao linfovascular e metastase, sendo um evento precoce no cancer de
mama lobular in situ e um precursor do cancer de mama lobular invasivo (Liu et al., 2017;
Yang et al., 2018). Nesse contexto, mutagdes no gene CDH1, inativadoras de E-caderina,
tem sido frequentemente descritas em casos de cancer de mama, principalmente em ca-
S0S em que o cancer se torna invasivo (Corso et al., 2018).

A hipermetilacdo do promotor CDH1 é o mecanismo predominante de perda de

expressédo da E-caderina em casos de tumores nao gastricos. Entretanto, mutagcbes do
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gene podem atuar diretamente na ligagdo de moléculas a sequéncias especificas de
DNA, reprimindo a transcricdo da proteina e ativando genes mesenquimais que promo-
vem a transicao epitelial-mesenquimal e levam a perda da adesao celular (Liu et al., 2014;
Lamouille et al., 2014; Massari et al., 2021).

Atualmente a literatura atribui que o risco de cancer de mama para mulheres por-
tadoras de mutacédo no CDH1 é de 42% e que metade dos casos diagnosticados como
carcinomas lobulares invasivos, possuem ligagdo com mutag¢des no gene CDH1 seguida
da perda adicional de heterozigosidade da proteina em seu locus cromossémico, sendo
esses os dois fatores determinantes para disfungao proteica e perda de expresséo (Hans-
ford, 2015; Hanby & Hughes, 2008; Yang et al., 2018; Silva Carvalho, 2020; Corso et al.,
2020; Adib et al., 2021).

Figura 5. Consequéncias da inativagcao da proteina E-caderina
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Fonte: Adaptado de Corso et al., 2020.
1.1.8. Mutagbes germinativas identificadas no gene CDH1

Grande parte das mutagdes presentes no gene CDH1 ndo possuem seu significa-
do clinico totalmente elucidado. Entretanto, muitas dessas mutagdes se apresentam como
truncadas, levando a perda completa da proteina codificada pelo gene devido a ocorrén-

cia de codons de parada prematuros (Shenoy, 2017). As alteragbes genéticas se encon-
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tram espalhadas por todo gene, onde também se destacam as alteragdes do tipo missen-
se, que levam a substituicdo de um aminoacido e desencadeiam a perda parcial da fun-
cao proteica (Melo et al., 2017; Corso et al., 2018; Corso et al., 2023). A figura 6 destaca
as principais regides onde ocorrem mutagdes com significancia clinica descritas para a E-

caderina.
Figura 6. Estrutura da E-caderina evidenciando pontos mutacionais
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Fonte: Oliveira, 2006.

Em 1998, Guilford et al., identificaram a primeira associagao genética entre muta-
cOes de linha germinativa no gene CDH1 e sindrome hereditaria em trés familias na Nova
Zelandia por meio de analise de ligagdo. Desde entdo, mais de 122 variantes patogénicas
germinativas ja foram identificadas para o CDH1 em todo o mundo. Destas, em 4% dos
casos estudados trata-se de grandes dele¢des e em 30% trata-se de alteragbes missense
encontradas em regides de alta incidéncia de adenocarcinoma gastrico, tais como o leste
asiatico e a América Latina (Hansford et al., 2015; Cerrato-lzaguirre et al., 2022).

Na América do Sul, 46 variantes germinativas ja foram descritas e o Brasil € o pais
com o maior numero de variantes relatadas. No Chile foram identificadas 11 variantes:
(c.285C>A; c.197A>C; c.48p6C>T; c.88C>A; ¢.531p10G>C; c.1272A>T, c.1531C>T;
c.1893A>T; ¢.2052C>T, c.2076T>C e ¢.2253C>T), na Colébmbia foram identificadas duas
variantes: (¢c.2245C>T; ¢.1913G>A); na Argentina foi identificada apenas uma variante
germinativa: (c.1913G>A); no Brasil foram identificadas 30: (c.48p6C>T; c.49-59G>T;
c.163p57G>A; ¢c.163p59G>C; c.313T>A; ¢.324A>G; c.345G>A, ¢.387G>T; c.387p27C>T;
c.388-44G>A; ¢.531p10G>C; ¢.532-18C>T; ¢.833-16C>G; c.1676G>A; c.1806C>A,;
c.1849G>A; ¢.1896C>T, ¢.1937e13T>C; ¢.2076T>C; c¢.2164p16InsA; c.2253C>T;
€.2439p10C>T,; ¢.2439p56T>G; ¢.2634C>T; ¢.160C>A; ¢.347GInsGA; ¢.1763-176DelTG;
c.185G>T; c.1018A>G e c. 1023T>G e no México foram identificadas duas variantes
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(c.160C>A; ¢c.347GInsGA) (Kaurah et al., 2007; Van Donselaar et al. 2007; Do Nascimento
Borges et al., 2010; Moreira-Nunes et al., 2014; de Campos et al., 2015; El-Husny et al.,
2016; Guindalini et al., 2019; Norero et al., 2019; Cerrato-lzaguirre et al., 2022).

Conforme observado, o Brasil e o Chile sdo os paises que geram mais dados ge-
néticos relacionados ao cenario mutacional dos adenocarcinomas gastricos. Nos demais
paises da América Latina a escassez destas informagdes dificulta a implementagcéo de
programas clinicos envolvendo medicina de precisdo e manejo de grupos familiares com
necessidade de aconselhamento genético (Corso et al. 2011; Guindalini et al. 2014; Cer-

rato-lzaguirre et al., 2022).

1.1.9. Rastreamento molecular e manejo clinico para portadores de mutagao germi-
nativa em CDH1

Em casos de HDGC e outras sindromes hereditarias é adotado como parecer clini-
co primordial o teste genético de linha germinativa, uma ferramenta clinica que possibilita
a identificagdo de sindromes de predisposi¢gao ao cancer ou individuos com alto risco de
desenvolver cancer gastrico (Slavin et al., 2019).

A identificagdo de mutagdes patogénicas no genoma do individuo pode ser utilizada
para avaliagbes de risco, gestdo e vigilancia da doencga e terapias profilaticas acerca do
HDGC (Fewings et al., 2018). A penetrancia das mutagées germinativas no gene CDH1 é
alta, e o risco de desenvolvimento de HDGC para individuos nascidos com uma mutacao
patogénica no gene CDH1 é de cerca de 70%, podendo essa possibilidade permanecer
até os 80 anos de idade. Esse fato destaca a importancia de identificar individuos porta-
dores de mutagdes para que estratégias de rastreamento molecular sejam empregadas
corretamente para que seja feito o manejo clinico correto do paciente (Hansford et.al.,
2015; Van Der Post et al., 2019).

Sendo assim, em 2015, a International GC Linkage Consortium, ampliou os crité-
rios para avaliagdo do risco de desenvolvimento de HDGC em familias a partir de testes
para averiguar a existéncia de mutagcdes de linha germinativa no gene CDH1. Os testes
devem ser oferecidos a qualquer individuo ou nucleo familiar que cumpram os seguintes
critérios: familia com dois ou mais casos documentados de Cancer Gastrico, independen-
temente da idade, em parentes de primeiro e segundo grau, sendo um desses Cancer
Gastrico Difuso confirmado; histérico pessoal de Cancer Gastrico Difuso apresentado an-
tes dos 40 anos; antecedentes pessoais ou familiares de Cancer Gastrico Difuso e cancer

de mama lobular que foram diagnosticados antes dos 50 anos; individuo com diagndstico
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de células em anel de sinete ou disseminacédo pagetdide das mesmas (Van Der Post et
al., 2019).

Atualmente, aos pacientes que preencham os critérios para avaliacao de risco ela-
borados pela International GC Linkage Consortium e consentem em investigar a mutagao
presente no CDH1, sdo oferecidos testes de rastreamento e aconselhamento genético,
geralmente, com acompanhamento de uma equipe multidisciplinar. As analises genéticas
atribuidas buscam averiguar a existéncia de grandes e pequenas mutagdes, sendo o se-
quenciamento Sanger e o Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA), os
mais utilizados (Mastoraki et al., 2011; Van Der Post et al., 2019).

Quando identificados previamente, individuos portadores de mutagcéo no CDH1 séo
orientados por um profissional habilitado a realizar a gastrectomia total profilatica como
método preventivo, uma vez que, grande parte dos procedimentos endoscopicos isolados
nao identificam a maioria das lesdes precoces. Caso o paciente opte pela nao realizacao
do procedimento, é recomendado vigilancia endoscopica protocolada e acompanhamento
com patologistas. O mesmo também é recomendado a familias nas quais a mutagao ger-
minativa ainda ndo foi identificada (Van Der Post et al., 2019; Corso et al.,2020; Bar-
Mashiah et al., 2022; Cosma et al., 2022; Lim et al., 2023).

1.2. Justificativa

Nos ultimos anos, o municipio de Missal/PR, na regido oeste do estado do Parana,
apresentou um acentuado aumento no numero de registros nos procedimentos ambulato-
rias oncolégicos, fazendo com que as neoplasias passassem a ocupar a segunda posicao
no quadro de incidéncia populacional e mortalidade no municipio. As faixas etarias de 50-
64 anos, e de 20-29, destacam-se com maior prevaléncia quanto a presenca (19,6%) e a
mortalidade (37,5%) por neoplasias.

Tendo em vista que o municipio fora colonizado, em sua maioria, descendentes de
aleméaes provenientes do Rio Grande do Sul, que é o estado brasileiro com o maior nume-
ro de cidades onde o cancer € a primeira causa de morte, o0 adoecimento oncoldgico nes-
sa populacao pode estar sendo influenciado de maneira significativa pela composi¢cao ge-
nética dos mesmos.

Considerando que variantes germinativas do gene CDH1 ja foram e seguem sendo
identificadas em varios tipos de canceres, inclusive em tumores ndo gastricos, o presente
projeto visou rastrear o gene CDH1 e caracterizar os habitos da dieta/estilo de vida de pa-

cientes oncoldgicos portadores de cancer gastrointestinal e cancer e mama, residentes na
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cidade de Missal, de forma a contribuir com informacgdes que possam ser utilizadas para a

elaboragao e adogao de politicas de promogéao da saude, prevencéo e detecgao precoce.

1.3. Hipétese

* variantes patogénicas do gene CDH1 estao presentes na maioria dos casos popu-
lagdo em estudo;

* variantes patogénicas germinativas do gene CDH1 sdo responsaveis pelo adoeci-
mento oncoldgico da maioria dos pacientes com diagnostico precoce da populagdo em
estudo; e

* a populagcdo amostrada acometida por cancer mama no municipio de Missal/PR

possui variantes germinativas no gene CDH1
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Identificar e caracterizar mutagdes germinativas no gene CDH1 em pacientes onco-
l6gicos portadores de cancer gastrointestinal e cancer de mama e, quando necessario,

seus familiares, residentes no Municipio de Missal-PR.

2.2. Especificos

* identificar mutagcbes germinativas do gene CDH1 em pacientes diagnosticados
com canceres do sistema gastrointestinal e mama, por meio da técnica de sequenciamen-
to genético de Sanger;

* caracterizar os habitos de vida e de exposicao a fatores de risco na populagdo em
estudo e correlaciona-los com os dados genéticos; e

» contribuir com informagdes sobre a influéncia do gene CDH1 no perfil de adoeci-
mento oncoldgico local, a fim de possibilitar o desenvolvimento de estratégias de preven-

¢ao condizentes com as necessidades da populagéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

O presente projeto configurou-se como um dos objetivos propostos no Projeto “Es-
tabelecimento Do Perfil De Adoecimento Oncologico Da Populagdo De Missal/Pr’, desen-
volvido por meio de uma parceria entre a Universidade Federal da Integragao Latino-
Americana e a Prefeitura Municipal e a Secretaria de Saude de Missal/PR. O mesmo foi
aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (CEP)/ Comissdo Nacional de Etica em Pes-
quisa (CONEP)/Plataforma Brasil, CAAE numero 79421517.9.0000.0107 (Anexo 1).

3.2. Selecao dos grupos familiares e coleta de dados

Para o estudo, foram convidados a participar, de forma voluntaria, os pacientes
com mais de 18 anos diagnosticados com cancer gastrointestinal e cancer de mama, resi-
dentes no municipio de Missal ha trés anos ou mais. Para participarem do rastreamento
genético, os pacientes passaram por uma entrevista com tematicas pré-estabelecidas e
padronizadas, onde responderam um questionario para obtencado de dados pessoais (ida-
de, raga, ancestralidade, nivel de escolaridade, cidade em que mora, zona da cidade que
mora), questdes relacionadas as condi¢des de moradia, renda familiar, habitos de vida
(habitos de fumo, consumo de bebidas alcodlicas e pratica regulares de exercicio), e infor-
macdes sobre possiveis exposi¢cdes a agrotoxicos (Anexo 2).

Para enquadramento do paciente em cancer hereditario, considerou-se o historico
familiar positivo para qualquer tipo de cancer, informado pelos pacientes nos questiona-
rios, considerando o grau de parentesco, excluindo familiares que ndo possuiam consan-
guinidade, como por exemplo, esposa, marido, cunhado etc.

A coleta de informacgdes foi conduzida pela parceria entre o Laboratério de Pesqui-
sas em Ciéncias Médicas (LPCM) da UNILA e a Prefeitura Municipal de Missal, com a co-
laboragédo de agentes comunitarios de saude responsaveis pela aplicagao direta de ques-
tionarios aos residentes de Missal que participaram do estudo populacional. Para garantir
a qualidade das entrevistas, todos os envolvidos passaram por um treinamento abrangen-
te sobre os topicos relevantes para a condugao das entrevistas, incluindo a leitura de ma-
teriais informativos e simulacdes praticas. Os dados obtidos por meio dos questionarios

foram compilados e estdo disponibilizados no sistema SYSGEO <https://sysgeo.com.br/

sistemas>.
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Em todos os casos foi adotado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Anexo 3), que foi lido e assinado pelo participante.

3.3. Procedimentos Laboratoriais

3.3.1. Coleta de amostras

Dos individuos que se enquadraram nos critérios previamente estabelecidos, foram
coletados 6 mL de sangue periférico, por pun¢do venosa, em tubos estéreis identificados
contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (50uL de EDTA (k3) a 15%), utilizando
agulhas e seringas descartaveis. Todas as amostras foram armazenadas em freezer -
20°C para posterior processamento e analise, no Laboratério de Pesquisa em Ciéncias
Médicas (LPCM) da UNILA.

3.3.2 Extragcao de DNA e quantificagao

Com o intuito de garantir o sigilo dos pacientes que participaram do estudo, todas
as amostras coletadas foram enumeradas para posterior utilizagao.

Para extracdo de DNA gendmico foi utilizada a técnica de extragao por coluna (Fi-
gura 7) do kit Geno Plus Genomic DNA Extraction Miniprep System (Viogene), realizada

de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante e descrita a seguir.

Figura 7. Técnica de extracao de DNA em coluna

/@@7_&

Lise das células Adicéio de Ligacio do DNA Lavagem da Eluicio do DNA
sanguineas componentes para naccoliing colgna para
melhor adesdo do fehrada de
DMNA a coluna impurezas

Fonte: Adaptado de Oliveira, 2005.

Para a etapa de lise das células sanguineas foram pipetados 300uL do sangue to-
tal em um microtubo com capacidade de 1,5 mL. A esse tubo foi adicionado 1 mL de RL
buffer, misturado por inversido e incubado por 5 minutos. Ao final do tempo de incubagao,
as amostras foram submetidas a centrifugagéo, a 5000 RPM, por trés minutos. Em segui-

da o sobrenadante foi descartado e foi adicionado as mesmas, 0,8 mL de RL buffer, sen-
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do essas novamente submetidas ao processo de centrifugacédo, por 2 minutos. Apos a
centrifugacéo, 20uL de Proteinase K e 180uL de LYS buffer foram adicionados as amos-
tras as quais foram homogeneizadas em agitador vortex por 20 segundos e incubadas a
60°C por 30 minutos. A cada 5 minutos, as amostras foram homogeneizadas utilizando
agitador vortex. Paralelamente a essa etapa de lise, o TE buffer (pH 8,0) foi incubado para
aquecimento a 70°C.

Apds o tempo de incubacéao, foram adicionados 300uL de FX Buffer e 200uL de
etanol 98% as amostras que foram novamente homogeneizadas por inversao e centrifu-
gadas a 8000 RPM por 2 minutos. O conteudo total foi transferido para uma coluna de ex-
tracdo contendo uma membrana de silica acoplada a um tubo coletor e submetido a um
processo de lavagem utilizando 0,5 mL de WS buffer e centrifugacdo a 15000 RPM por 2
minutos. Apos a centrifugagao, o tubo coletor foi descartado e a coluna contendo a mem-
brana de silica foi disposta em um novo tubo coletor. Este procedimento foi repetido por
mais duas vezes a fim de garantir a retirada de todos os residuos e impurezas que poderi-
am vir a interferir no processo de PCR e garantir a concentragao do DNA.

Apds o processo de lavagem deu-se inicio ao processo de eluigdo. Nesta etapa as
colunas das amostras foram acopladas em um microtubo de 1,5 mL ja previamente identi-
ficado e o DNA foi eluido com 200uL de TE buffer aquecido. Apés 5 minutos de repouso,
as amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 15000 RPM. Ao final da centrifugacgao,
as colunas foram descartadas e o DNA extraido das amostras foi armazenado a -20°C
para posterior analise de qualidade.

A quantificacao e integridade do DNA extraido das amostras foi verificada em es-
pectrofotdbmetro NanoDrop (Thermo Scientific) com aliquotas de 1 yL. Para garantir a pu-
reza do DNA, foram avaliados os seguintes parametros de absorbancia: A260/A230 = 1,7
(Avaliar contaminacé&o por sais, polissacarideos e compostos organicos) e 260/A280 = 1,8
a 2,0 (Avaliar contaminagao por proteinas). Além disso, a integridade da banda também
foi analisada por eletroforese padrao (com tampéao Tris-Borato-EDTA 1X e corrida a 70 V
por 40 minutos) em gel de agarose 1% usando-se 2 uL DNA. A visualizagdo do DNA no
gel, corado com BlueGreen, foi feita no fotodocumentador Loccus.

Todas as 33 amostras passaram pelo processo de extragao de DNA. A confirmagao
da concentracdo do DNA extraido foi realizada a partir da quantificacdo de concentracao
de cada amostra, utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop, e por meio da corrida eletro-
forética em gel de agarose para confirmagéo da presenca do DNA extraido. Conforme ob-
servado na tabela 1, todas as amostras apresentaram DNA em boa concentragdo, as

quais foram padronizadas na concentragao de 10ng/pl.
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Tabela 1. Quantificacdo de DNA das amostras

1 235 73 19,4
4 12,9 77 20,7
16 1,9 79 19,9
17 16,7 80 416
21 16 81 13,5
23 217 %4 13,9
25 30,4 99 256
45 25,0 102 39,1
49 17,6 108 54,0
53 15,2 109 272
54 17,0 127 39,0
57 19,7 130 19,1
62 249 132 214
63 16,6 133 244
64 14,3 179 39,6
66 15,6 180 276
71 27,6

Fonte: Bertim, 2023.

Apos as analises de integridade e quantificagdo, as amostras ficaram armazenadas
em freezer -20°C do banco de amostras do LPCM até o momento da amplificacéo das re-

gides de interesse.

3.3.3. Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para amplificagao das regides de interesse do gene CDH1 foram utilizados 10 pa-
res de primers conforme especificado na tabela 2. Os primers elencados neste estudo
anelam em regides que permitem o rastreamento de toda area de interesse dos exons 4,
5,6, 8,9, 10, 11, 13, 14 e 15, inclusive regides intrébnicas proximas aos exons, permitindo
a identificagdo de possiveis mutagdes em sitios de splicing.

Todos os oligonucleotideos foram selecionados a partir do catalogo da Thermo
Fisher Scientific por se ligarem em regides do gene CDH1 que apresentam variantes ger-

minativas com significancia clinica ja descritas (Figura 8).
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Primer Sentido Sequéncia (5'- 3') Exon Regido de codificagio  Tamanho Primer ID

1R Senso TTGGTTTTITGTTTTGATTGGTCATTITTGG

1E Anfisenso ACCCAGTCTCTCTTCTETCTTET 4 68808233-68808508 274 pb Hs00833643_CE
2R Senso CAGAGAAGTACCAAGGAGAGAAAGG

2F Antisenso ACAGGTTGACATCTTGGEGTCTAAA 3 68808605-68809115 508 pb Hs00345545_CE
3R Senso GGTCTCAGAGCCTAGGAAGGTG

3F Anfisenso AAGGGAAGATTGTTCTTAAACTCTCE 6 68308608-68309115 476 pb Hs00345546_CE
4R Senso GAGGTTCCGTGCCTAGAAGAC

4F Anfisenso TEAGACTATGAAATCAGTAGGTECTT 8 68511998-65012512 315 po H=00345548_CE
3R Senso GCCAAGCAGCAGTACATTCTACA

5F Anfisenso CTGCAAGTCAGTTGAAAAATCCTCAC 9 68813530-63815791 262 pb Hs00749466_CE
GR Senso CCGGCCTATTGTTGGTTTTCAAAAT

&F Anfisenso GAATGAACTCTTCOCTOCARAAGAA 10 665819150-68819517 3658 pb Hs00315856_CE
TR Senso TAGACTTGGTCTGGTGGAAGGCAAT

TF Anfisenso GCATGCTACAAAGTTAGATACCAGGAA 11 68821923-68822423 501 pb Hs00345551_CE
3R Senso ACATCTTCAAGTGTATTGAAGGCAG

aF Anfisenso CTCACTGAGCTGCAGAACAGTA 13 66826032-68828527 496 pb Hs00345353_CE
9R Senso CACAGCCTATATCTGGATCCACACA

aF Anfisenso CAGGCAAGCTGAAAACATAGTAAAG 14 665629415-68829916 499 pb Hs00345554_CE
10R Senso CCATTTCACTTTCTCTTTCCATCAACAAC

13 66833075-68833348 274 pb Hs00634730_CE

10F Anfisenso AACACGAGCAGAGAATCATAAGGC

Fonte: Bertim, 2023.

Figura 8. Representacédo esquematica de anelamento dos primes no gene CDH1
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Hs00833643_CE (1R/1F)

Hs00345545_CE (2R/2F)

Hs00345546_CE (3R/3F)

Hs00345548_CE (4R/4F)

Hs00749466_CE (5RJ/S5F)

Hs00515856_CE (6R/6F)

Hs00345551_CE (TRITF)

Fonte: adaptado de Oliveira et al., 2006.

Hs00345553_CE (BRIBF)

Hs00345554_CE (9RI9F)

Hs00634730_CE (10R/10F)

Os dez pares de primers foram diluidos de acordo com instrugées fornecidas pelo

fabricante (Apéndice A).

As reacdes de amplificagdo foram realizadas em termociclador Eppendorf— Mas-

tercycler Gradient, em rea¢des com volume final de 15 pL contendo: 7,05uL de agua ultra-
pura, 1,5uL de tampéo 10X ((NH4)2S04 2M, Tris-HCI 2M, MgCI2 1M e Tween 20 a 1%),
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3uL de ANTP a 2,5 mM, 0,6uL para cada primer, 0,15uL de Tag DNA Polimerase a 1U e
1,5 uL de DNA.

Para todas as reagcdes de amplificacado, o perfil de reagao utilizado foi: 94°C por 5
minutos, 35 ciclos de 94°C por 35 segundos, temperatura de anelamento por 40 segundos
e 72°C por 40 segundos. Por fim, uma extensao final a 72°C por 5 minutos. As temperatu-
ras de anelamento variaram de acordo com o primer utilizado, sendo assim para os pri-
mers 1, 2, 6, 7, 9 e 10 foi utilizada a temperatura de 58 °C, para os primers 5, 8 e 11 foi
utilizada a temperatura de 57 °C e para os primers 3 e 4 foi utilizada a temperatura de 60
°C para anelamento. Essa variavel foi baseada em uma analise de gradientes de tempe-
ratura realizada a fim de determinar o melhor pico de amplificagdo das amostras utilizando
0s primers em questao.

Os produtos de PCR amplificados foram confirmados e validados por eletroforese
utilizando gel de agarose 1% preparado com 1,5 g de agarose dissolvida em 150 mL de
tampao TBE (Tris-Borato-EDTA). A migracao dos fragmentos no gel foi realizada em cuba
horizontal com tampao TBE 1X a 130V por 40 minutos. Em cada poc¢o no gel foram apli-
cados 2 uL de produto de PCR e 1 yL de Blue Green Loading Dye. Um marcador de peso
molecular 1 Kb DNA Ladder (Thermo Fisher) foi adicionado ao gel para permitir a confir-
macao, por comparagao, do tamanho da banda amplificada. Apds a corrida, as bandas fo-
ram visualizadas no transiluminador L-Pix Touch (Loccus). A figura 9 evidencia a confirma-

¢ao de amplificagao dos primers 3 e 8.

Fic

ura 9. Gel contendo a amplificacdo de amostras pelos primers 3 e 8
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Fonte: Terencio, 2021.
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3.3.4. Sequenciamento de DNA
3.3.4.1. Purificagdo

Para o processo de purificacédo, foram adicionados 4L da solugdo enzimatica Exo-
Sap-IT™ (Applied Biosystems) em um microtubo contendo 10uL do produto de PCR.
Apds, as amostras foram colocadas em um termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler,
seguindo o seguinte protocolo: 37 °C por 30 minutos para a remocao de oligonucleotideos
nao utilizados; 15 minutos a 80 °C para inativar a ExoSap; e, por fim, 10°C por 1 minuto

para conservagao das amostras.

3.3.4.2. Reacgédo de sequenciamento

O sequenciamento das amostras foi realizado pelo método de Sanger et al.,1977,
utilizando terminadores marcados com fluorescéncia. Para as reagbes de sequenciamen-
to foi utilizado o kit Big Dye Terminator v3.1 (ThermoFisher), onde cada didesoxinucleoti-
deo é marcado com fluorescéncia que é captada pelo sequenciador automatico ABI 3500
(Applied Biosystems).

As reacgdes de sequenciamento foram feitas em placas com 96 pogos para um vo-
lume final de 10 pL utilizando 2 uL de produto de PCR purificado, 2 uL de Big Dye Termi-
nator v3.1 Cycle, 2 uL de 5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems), 1 yL de cada pri-
mer em reagdes separadas e agua em quantidade suficiente para completar o volume. A
ciclagem ocorreu no termociclador Applied Biosystems™ Veriti™, utilizando 30 ciclos de
temperatura. O perfil de reacao utilizado foi: 95°C por 1 minuto, seguido de 25 ciclos de
95°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos cada. Ainda, os pri-
mers utilizados aqui foram os mesmos utilizados na amplificagdo dos fragmentos por Rea-
¢ao em Cadeia da Polimerase (PCR).

O sequenciamento das amostras ocorreu de acordo com os procedimentos acima
descritos, gerando um arquivo final com 234 sequéncias. Vale ressaltar que apesar de to-
das as amostras gerarem produtos de amplificacdo para todos os primers, nem todas ge-
raram sequéncias com qualidade para serem incluidas na planilha de analises, provavel-
mente por problemas relacionados as etapas de sequenciamento, mais especificamente
na fase de desnaturagdo com formamida e/ou no momento da injecdo devido a concentra-
¢ao inadequada de produto (em quantidade insuficiente ou excessiva) apos a reagao de
precipitacdo. Uma tabela especificando quais amostras geraram sequencias para cara par

de primer pode ser visualizada no apéndice A.
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Ainda, todas as analises foram realizadas em duplicata para garantir a maior cober-

tura dos primers sob as regides de codificagao alvo.

3.3.4.3 Precipitagdo

Apds a reagao de sequenciamento as amostras foram submetidas a um tratamento
de precipitacao para eliminar residuos de baixo peso molecular tais como sais, iniciadores
e dNTPs nao incorporados durante a reagcdo. Neste processo adicionou-se a cada pogo
da placa 32,5 pyL do mix EtOH/EDTA (2,5 yL 125mM EDTA + 30,0 yL de etanol 100%).
Apds homogeneizagdo em vortex as placas foram incubadas em temperatura ambiente
por 15 minutos, sem contato com direto com a luz. Posteriormente, as placas foram centri-
fugadas em uma velocidade de 5000 rpm a 4°C por 25 minutos. Posteriormente o sobre-
nadante foi descartado por inversdo em papel toalha para retirada do excesso do mix de
precipitacdo e as placas foram submetidas a centrifugagdo na velocidade de 300 rpm por
1 minuto.

Apés a centrifugacgao, 30 pL de etanol 70% foi adicionado em cada pocgo, e as pla-
cas foram novamente seladas e centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos na temperatura
de 4°C. Ao final, o sobrenadante foi descartado, as placas foram invertidas em papel toa-
lha e novamente centrifugadas a 300 rpm durante 1 minuto. Apds esta etapa, e para ga-
rantir a evaporagao completa do etanol, as placas foram incubadas protegidas da luz em
um termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler por 15 minutos a 37°C.

Em seguida seguiu-se o processo de desnaturagdo com a adi¢céo de 10 pL de for-
mamida Hi-Di™ em cada pogo das amostras. Apds homogeneizagdo em vortex, as placas
foram incubadas no termociclador a 95°C por 1 minuto. Por fim, as placas foram injetadas
em sequenciador automatico de eletroforese capilar ABI 3500 (Genetic Analyzer, Applied

Biosystems), baseado no método de Sanger.

3.4. Anadlise de dados

3.4.1. Edigao e alinhamento das sequéncias

Os eletroferogramas gerados no sequenciamento foram analisados no software de

analise de sequéncias CHROMAS <www.technelysium.com.au/chromas.html>, no qual foi

realizado o trimming para remogao de bases ou fragmentos de baixa qualidade. Em se-
quéncia, de forma individualizada e utilizando o software Bioedit, as sequéncias foram ali-

nhadas e comparadas com a sequéncia referéncia do gene CDH1 (Caderina 1-


http://www.technelysium.com.au/chromas.html
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NM_004360.5), descrita no bando de dados GenBank do NCBI <https://www.ncbi.nlm.-
nih.gov/nuccore/1519311738>.

O alinhamento possibilitou a identificacdo e isolamento das alteragdes encontradas

que apos confirmacéo de identidade de sequencias através do software online BLAST. A
nomenclatura das mutacdes encontradas basearam-se na sequéncia referéncia de cDNA
do gene CDH1 (Caderina 1- NM_004360.4) e foram classificadas de acordo com o tipo de
alteracao genética, funcionalidade e frequéncia, utilizando os seguintes bancos de dados:
Arquivo Brasileiro Online de Mutagcdes (ABRAOM); ClinVar; dbSNP; Leiden Open Variati-
on Database (LOVD); e The Human Gene Mutation Database (HGMD). Vale ressaltar que
a descricdo das alteracdes se baseou nas recomendacdes da Human Genome Variation

Society (HGVS)(http.//www.hgvs.org/), com numeragao a partir da primeira posi¢ao do co-

don inicial de tradugao.

3.4.2. Andlise in silico das variantes

A predicdo de patogenicidade e demais efeitos da variante foi prevista utilizando a
ferramenta VEP (do inglés, Variant Effect Predictor), disponivel em <https://www.ensem-
bl.org/Tools/VEP>.

Os algoritmos utilizados pela ferramenta fornecem dados variados a partir da coor-

denada da variante e as altera¢gdes do nucleotideo, incluindo: as consequéncias das vari-
antes na sequéncia de proteinas; quais genes e transcritos sdo afetados pela variante
analisada; e scores para predicao do impacto funcional da variante em relagdo ao seu po-
tencial danoso, pelas ferramentas SIFT (do inglés, Sorting Intolerant From Tolerant) e
PolyPhen (do inglés, Polymorphism Phenotyping).

O SIFT utiliza a ferramenta BLAST como auxilio para encontrar e alinhar sequén-
cias similares a indicada inicialmente na busca e cria uma matriz de valores de posi¢ao
dessas. A partir dessa matriz, € calculada a probabilidade de substituicdo e gerado um
score de 0 a 1 para classificar as variantes, sendo esse valor baseado em dois parame-
tros: variante tolerada (se >0,05); e prejudicial (se < 0,05).

A ferramenta PolyPhen também emprega um score, gerado com auxilio da ferra-
menta BLAST, que varia de 0 a 1 para classificar as variantes como benignas (se <0,9) ou
prejudiciais (se =20,9). No entanto, essa abordagem pode gerar resultados conflitantes ao

serem comparados com outras analises.


https://www.ensembl.org/Tools/VEP
https://www.ensembl.org/Tools/VEP
http://www.hgvs.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1519311738
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1519311738

40

3.4.3. Anadlise dos fatores de risco associados

As analises de fatores de risco associados foram realizadas a partir das informa-
¢cbes compiladas dos questionarios respondidos pela populacdo de Missal e disponibiliza-
dos no sistema SYSGEO. As variaveis consideradas na analise foram: idade, género, as-
cendéncia, uso de tabaco, consumo de alcool, histérico familiar de cancer, idade de diag-
nostico, consumo alimentar (consumo de carne vermelha, frituras, doces, frutas, legumes
e verduras, embutidos e industrializados), uso de anticoncepcional, uso de terapias de re-
posicao hormonal, sobrepeso e menopausa tardia.

Para a anadlise das variaveis de consumo alimentar os dados foram tabulados de
duas formas, considerando que os individuos relataram a frequéncia de consumo basea-
da em um padrao semanal que variava entre consumir de 1 a 7 dias na semana ou nao
consumir. Para a determinacédo da frequéncia absoluta e relativa do consumo alimentar,
considerou-se como sim quem relatou consumir entre 1 e 7 dias na semana e como nao
quem relatou ndo consumir. Para o consumo de alcool, os participantes declararam se o
consumo era baixo, médio, alto ou se ndo consumiram. Seguindo o padrao dos habitos de
consumo alimentar, quem relatou consumir foi contabilizado como sim e quem relatou ndo
consumir, como nao.

Para estabelecer a proporcao de individuos que possuem historico familiar de can-
cer, considerou-se o grau de parentesco e foram excluidos familiares que ndo possuiam
consanguinidade, como por exemplo, esposa, marido, cunhado etc.

Para verificar a existéncia de significancia estatistica dos fatores de risco avaliados
entre a populacado de Missal e a parcela da populacdo em estudo, foi realizado o teste de
qui-quadrado considerando estatisticamente significativos os resultados onde o valor de p
fosse <0,05.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares GraphPad e

Open-Epi <https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm>.



https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm
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4. RESULTADOS

4.1. Perfil demografico da populagao de estudo

Participaram deste estudo 33 pacientes oncoldgicos cujas informag¢des demografi-
cas sao mostradas na Tabela 3. Desta amostra total, foram analisados os dados de 23 pa-
cientes diagnosticadas com cancer de mama; 9 pacientes diagnosticados com neoplasias
gastricas (estdbmago, intestino e pancreas); e 1 paciente diagnosticado com cancer de
boca.

A idade populacional média dos participantes foi 60 anos, e a média de idade no di-
agnostico foi 53 anos. Vinte e seis participantes (78,8%) possuem descendéncia alem3,
dois (6,1%) possuem descendéncia italiana, e cinco (15,1%) possuem descendéncia bra-
sileira. Vinte e quatro pacientes (72,7%), possuem historico familiar de cancer.

Ainda, de forma geral, na parcela da populagdo em estudo apenas 8 pacientes
(24,2%) apresentaram histérico familiar positivo para cancer de mama e 5 (15,1%) apre-
sentaram histérico familiar positivo para cancer gastrico. Essa analise baseou-se na pre-
senga de casos de cancer de mama ou gastrico em familiares préximos, considerando o
grau de parentesco.

De todas as sequencias analisadas para o gene CDH1, somente trés pacientes
(9%), todas elas do sexo feminino e com cancer de mama, apresentaram variagdes no
gene CDH1. Dessas, duas (6%) se enquadram nos critérios previamente estabelecidos

para cancer hereditario.



Tabela 3. Dados da parcela da populacdo em estudo
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N° amostra de Idade Idade de diagnostico Descendéncia Tipo de Histoérico familiar Presencga de
DNA cancer mutacao
1 76 66 Alema Boca 2° grau nao especificado — Tireoide Nao

Cbnjuge - Tireoide
4 75 70 Alema Intestino  2° grau nao especificado — Mama Nao
16 47 NC Alema Mama 3° grau néo especificado — Mama e ossos Sim
17 48 45 Alema Intestino NC Nao
21 69 69 Alema Intestino  Irm&o — Tipo de cancer ndo especificado Nao
23 62 50 Alema Mama NC Nao
25 61 51 Italiana Mama Conjuge — Pele Nao
45 51 48 Alema Intestino  Mé&e — Tipo de cancer ndo especificado Nao
Tio — Tipo de cancer ndo especificado
49 69 60 Alema Estdomago Mae — Estdmago Nao
Filha — Utero
Cbnjuge — Pele
53 79 68 Alema Intestino NC Nao
54 63 NC Alema Pancreas Avo — Tipo de cancer nao especificado Nao
Tia — Tipo de cancer ndo especificado
57 60 54 Brasileira Mama NC Nao
62 53 47 Alema Intestino  Méae — Intestino Nao
63 48 48 Brasileira Mama Pai — Cérebro N&o
Irma — Intestino
64 45 44 Alema Mama Tio — Leucemia Sim
Tio — Rim
66 40 33 Brasileira Mama 3° grau nao especificado - Figado Nao
7 56 50 Alema Mama Pai — Boca e es6fago Nao
73 69 48 Brasileira Mama Tia - Mama N&o
77 73 71 Alema Mama NC Sim
79 53 50 Alema Mama 1° grau nao especificado — Mama e figado Nao
80 40 34 Italiana Mama Avb — Intestino e esdfago Nao

Pai — Pele e figado

IVlae — Vlama
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81 73 53 Alema Mama 2° grau nao especificado — Ossos Néao
Sobrinho — Leucemia
Cbnjuge — Pele
94 40 44 Brasileira Mama Tia — Mama, pulmé&o e intestino Nao
Tio — Bexiga
99 71 70 Alema Mama Pai — Rosto Nao
102 74 56 Alema Mama NC Nao
108 45 36 Alema Mama Avb — Pele Nao
3° grau nao especificado — Seio
Tio - Pulméo
109 71 59 Alema Mama Pai — Figado Nao
127 56 NC Alema Mama NC Nao
130 87 86 Alema Mama NC Nao
132 78 70 Alema Mama NC Nao
133 24 22 Alema Mama Avd — Garganta Nao
Pai — Leucemia
Primo — Cérebro
179 54 36 Alema Mama Tia — Mama Nao
180 65 43 Alema Pancreas Primo — Cabega e coluna Nao

Legenda: *NC: nada consta.

Fonte: Bertim, 2023.
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4.2. Analise das sequéncias e variantes

Dos 33 pacientes rastreados, trés apresentaram mutagdes relacionadas ao gene
CDH1 (amostras 16, 64 e 77), todas mulheres portadoras de neoplasia mamaria. No en-
tanto, informagdes sobre o tipo histoldégico do tumor (lobular ou ndo lobular) ndo estavam
disponiveis no banco de dados consultado neste estudo. Todas as alteragcbes encontradas
tratava-se de Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNPs).

Na tabela 4 constam informagdes sobre o cddigo da amostra de cada paciente;
a posicao gendbmica da variante, considerando o CRCh38; o dominio; a identificagao
destas variacdes no Banco de Dados de Polimorfismo de Nucleotideo Unico (dbSNP); a
descrigdo da alteracdo causada (cDNA); a alteragao proteica resultante; a classificagao
da variante e a alteragcdo molecular. Considerando o total de amostras analisadas, a pre-

valéncia de variantes encontradas na analise foi de 9%.

Tabela 4. Mutagdes encontradas no sequenciamento das amostras

Posigdo gendmica Alteragéo Alteragéo
Paciente -GRCh38 Dominio 1D dbSNP cDNA proteica Classificacdo molecular
16 16: 68.822.138 Ligado ao DNA rs33935154 c. 1849G>A p.Alaé17Thr Variante de Missense
nucleotideo tnico
64 16: 68822225 Ligado ao DNA rs771064558 ¢.1936A>G p.Thre46Ala Variante de Missense
nucleotideo tnico
7 16: 68808498 Ligado ao DNA  rs1057520261 c.462A>G p.Arg154= Variante de Mutagéo sindnima

nucleotideo Unico

Fonte: Bertim, 2022.

Na paciente 16 foi encontrada a variante c.1849G>A que preenche critérios para
ser classificada como benigna (Figura 10). A alteragdo ocorre no nucleotideo 1849
(rs33935154), resultando em uma substituicdo de guanina por adenina (c.1849G>A).
Essa troca de bases € considerada uma variagdo missense, pois leva a substituicdo do
aminoacido alanina na posi¢ao 617 da proteina codificada pelo gene. No lugar da alanina,
foi incorporada uma treonina (p.Ala617Thr).

Na paciente 64, foi identificada uma variante missense documentada na literatura
como ¢.1936A>G (Figura 11). Nesse caso, a substituicdo de uma base adenina por uma
base guanina na posicdo 1936 do gene resulta na modificacdo do produto proteico,
Thr646Ala, onde o aminoacido treonina (Thr) € substituido pelo aminoacido alanina (Ala)
na posicao 646 da proteina. Até o presente momento, os registros na literatura mostram

uma discrepancia de informagdes sobre a patogenicidade dessa variante, uma vez que
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ela acarreta modificagdes no produto proteico. A variante ja foi relatada como benigna, po-

rém, alguns estudos a classificam como variante de significado clinico incerto (VSI).

Figura 10. Eletroferograma mostrando a regido onde foi encontrada a mutagéo
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c.1849G>A
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Fonte: Bertim, 2022.
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Figura 11. Eletroferograma mostrando a regido onde foi encontrada a mutagéo ¢.1936A>G
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C.1936A=G

Fonte: Bertim, 2022.
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Por fim, no paciente 77 foi identificada a variante c.462A>G (rs1057520261), des-
crita na literatura como uma variante sinénima (Figura 12). A alteragdo se trata de uma
substituicdo de adenina por guanina na posi¢cao 462 do gene CDH1. Apesar da troca pon-
tual de bases, a sequéncia de aminoacidos do produto proteico, p.Arg154=, permanece
inalterada. A notacéo p.Arg154= indica que na posi¢ao 154 da proteina, ndo ha nenhuma
alteragao ou mutagao no aminoacido arginina. O significado clinico dessa alteragéo apre-
senta interpretacdes conflitantes, com alguns estudos relatando-a como benigna, enquan-

to outros ndo estabeleceram sua patogenicidade definitivamente.

Figura 12. Eletroferograma mostrando a regido onde foi encontrada a mutacao c.462A>G

A A K A G A

cAG2A=G

Fonte: Bertim, 2022.

4.3. Analise in silico das variantes

O software VEP (Variant Effect Predictor) foi utilizado para prever a patogenicidade,
consequéncias e o significado clinico das variantes encontradas. Ao todo foram analisa-
das duas variantes missense e uma variante sinénima. Vale ressaltar que os dados obti-
dos pela combinagao das ferramentas SIFT e PolyPhen séo gerados apenas para analise

das variantes missense.
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A classificagado das variantes analisadas listou dez possiveis consequéncias e a
porcentagem de frequéncia dessas nos bancos de dados. A figura 13 mostra as porcenta-
gens relacionadas as consequéncias gerais obtidas no VEP, sendo essas: variante in-
trénica; variante missense; variante com associagdo a mutagdes nonsense (NMD trans-
cript variant); variantes de regiao regulatoria (upstream gene variant); variantes de regiao
de splicing (splice region variant); variante sinbnima (synonymous variant); variante de
éxon contendo transcritos nao codificantes (non coding transcript exon variant); variante
n&o traduzida na extremidade 3’ (3’ prime UTR variant); e variante ndo traduzida na extre-

midade 5’ (5’ prime UTR variant).

Figura 13. Consequéncias previstas pela analise in silico no software VEP

Consequences (all)

@ intron_variant: 23%

missense_variant 15%

® NMD_transcript_variant 13%
upstream_gene_variant 10%
splice_region_variant 9%

® non_coding_transcript_variant 8%
synonymous_variant: 7%

® non_coding _transcript_exon variant: 4%
3 prime_UTR_variant 6%
5 prime UTR variant 5%

Fonte: Variant Effect Predictor (Esemblr), 2023.

O software também fornece um grafico onde € possivel observar as porcentagens
das consequéncias em relacéo a codificagao (Figura 14).

Para as variantes do tipo missense, foram compilados dados a partir de uma com-
binacado de resultados obtidos no VEP, utilizando as ferramentas SIFT (do inglés, Sorting
Intolerant From Tolerant) e PolyPhen (do inglés, Polymorphism Phenotyping) (Tabela 5).

Considerando os dados apresentados na tabela 5, a variante ¢.1849G>A apresen-
tou um score de 0,001, valor inferior a 0,05, o que a classifica como prejudicial. Porém,
quando observamos o resultado gerado pela ferramenta PolyPhen a variante apresenta
um resultado contraditério, pois é classificada como benigna devido ao seu escore estar

abaixo do valor de referéncia.
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Figura 14. Consequéncias em relagdo a codificagdo previstas pelo soffware VEP

Coding consequences

missense_variant: 68%
synonymous_variant: 32%

Fonte: Variant Effect Predictor (Esembir), 2023.

Tabela 5. Analise in silico das variantes missenses de acordo com os softwares SIFT, PolyPhen e VEP

Variantes SIFT PolyPhen Significado clinico (VEP)?
(0-1) (0-1y
c. 1849G>A 0,01 0,003 Conflito de interpretacio sobre
(p.Alag17Thr) patogenicidade

(VUS; Benigna; Provavelmente benigna;
Patogénica)
c.1936A>G 0,52 0,001 Conflito de interpretacdo sobre
(p.Thré4sAla) patogenicidade

(VUS: Provavelmente benigna)

Dados categdricos com base nos valores de corte de cada ferramenta:

1SIFT: variante prejudicial se < 0,05; variante tolerada/benigna se > 0,05.

2PolyPhen: danosa se = 0,9; benigna se < 0,9.

3VEP: Conflito de interacio sobre patogenicidade: nos bancos de dados ha submissdes conflitantes sobre o potencial patogénico
da variante.

Abreviacdes: VUS — variante de significado incerto.

Fonte: Bertim, 2023.

No que diz respeito a variante c.1936A>G, essa apresentou um score de 0,52, va-
lor acima do padrao, o que a classifica como uma variante tolerada ou benigna tanto na
analise SIFT quanto na analise PolyPhen, uma vez que seu escore fica abaixo do limiar
padrao.

Ainda, as variantes missense apresentaram diferentes resultados em relagédo as
suas consequéncias gerais (Figura 15). A variante ¢c.1936A>G apresentou um grande po-
tencial como variante em regido de splicing, o que pode ter um impacto significativo em

sua fungéo genémica.
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Figura 15. Consequéncias previstas no software VEP para as mutagbes missenses c.1936A>G e
c.1849 A>G

.1936 A>g c. 1849 Asg

@ spice_region_varant. 38% —_—
missense_variant: 21% mlssense_vaﬂant_ 3_3%
® NMD transcript variant: 5% @® NMD_transcripl_variant: 13%
upsiream_gene_variant: 8% upstream_gene_variant: 13%
> ‘ 3 prime UTR vanant 8% 3 prime_UTR_variant: 13%

I .
i ® non_coding_transcript_exon_variant 5% @ non_coding_transcript_exon_variant: 79%
® non_coding_franscript_variant: 4% 5_prime_UTR_varant: 7%
S_prime_UTR_vanant: 4% @ intron_variant: 7%

@ intron_variant: 4% @ non_coding_transcript_variant: 7%

Fonte: Adaptado de Variant Effect Predictor (Esemblr), 2023.

Em relagao a unica variante sinbnima encontrada, c.462A>G, os resultados forne-
cidos pela ferramenta VEP mostram conflitos em relac&o a sua consequéncia clinica. Ape-
sar de muitos resultados a classificarem como provavelmente benigna, o filtro de busca
também indica interagdes conflitantes de patogenicidade, o que nos mostra a probabilida-
de dessa variante ja ter sido relatada como uma variante de significado incerto (VUS). En-
tretanto, os dados sao inconclusivos pois nao apresentam evidéncia clinica confirmada.

Ainda assim, a variante apresentou consequéncias gerais variadas em relagao a

sua fungcéo genémica (Figura 16).

Figura 16. Consequéncias previstas no software VEP para a mutagéo sinénima c.462A>G
Cc. 462A>G

synonymous_variant: 41%
® non_coding_transcript_exon_variant: 17%
@® NMD transcript_variant: 18%
5 prime UTR_ variant: 12%
upstream_gene_variant: 12%

Fonte: Adaptado de Variant Effect Predictor (Esemblr), 2023.

4.4. Estilo de vida da populagdao amostrada com relagao aos fatores de risco

Utilizando como base os principais fatores de risco para desenvolvimento de cancer
elencados nos questionarios respondidos pelos participantes do estudo no sistema SYS-
GEO, foi realizado um levantamento de informagdes acerca do perfil demografico e estilo

de vida dos pacientes.
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Os resultados se referem a parcela da populacéo estudada e da populagéo geral do
municipio de Missal que participou de estudos semelhantes respondendo aos questiona-
rios. Ao todo, 62% da populagao foi analisada (6648 pessoas), sendo 3180 homens e
3648 mulheres. A média de idade da populacao é de 41 anos.

No que diz respeito ao estilo de vida dos pacientes, os fatores de risco elencados
para analise foram: consumo de alcool, tabagismo e habitos de consumo alimentares. Na
tabela 6, é possivel observar a frequéncia absoluta (N) e relativa (%) da parcela estudada

e da populagéo geral em relagdo ao consumo de alcool e tabagismo.

Tabela 6. Frequéncia de consumo de alcool e tabaco na populagéao geral de Missal e na parcela da popula-
¢ao em estudo

Frequéncia de consumo

; . Populagao total de Populagdao em estudo
Fatores de risco associados Missal N= 33
N=6.648
Consumo de alcool 2859" (43%)? 10" (30%)?
Tabagismao 1129 (17%)? 3" (9%)?

'Frequéncia absoluta;
ZFrequéncia relativa.
Fonte: Bertim, 2023.
O consumo de alcool também foi analisado de acordo com o nivel de uso, sendo:
baixo, moderado, alto ou ndo consome. No grafico 1 € possivel observar que a populagao
geral de Missal possui uma maior frequéncia de consumo de alcool quando em compara-

¢ao a parcela em estudo.



51

Grafico 1. Frequéncia absoluta do consumo de alcool pela populagéo geral de Missal e a parcela da popu-
lagdo em estudo

Consumo de alcool
80%
70%

MNdo consome Baixo Moderado Alto

Populacdo Geral Populacdo de estudo

Fonte: Bertim, 2023.

A variacao estatistica encontrada na comparagao da frequéncia absoluta das popu-
lagdes analisadas encontra-se na tabela 7. Houve significancia estatistica entre as popu-
lagdes para a variavel ‘Consumo de alcool’, uma vez que, a populagdo geral de Missal

apresentou uma maior taxa de consumo como visto anteriormente.

Tabela 7. Variagéo estatistica entre a populacao geral de Missal e aparcela da populagdo em estudo
em relagao as variaveis ‘Consumo de alcool e ‘Tabagismo’

Variavel Valor X? p.valor*
Consumo de alcool 6,804 0,0091**
Tabagismo 1,190 0,2753

*p.valor= significativo se <0,05;
** yalor estatisticamente significativo.

Fonte: Bertim, 2023.

Em um contexto geral a parcela da populagdo em estudo possui um estilo de vida
equilibrado em relagdo a alimentagdo, com um aumento da frequéncia de consumo ali-
mentar para alimentos industrializados (Tabela 8).
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Tabela 8. Frequéncia de consumo alimentar na populagéo geral de Missal e na parcela da populagao em

estudo
Frequéncia de consumo
Fatores de risco associados- Populagao total de Populagdo em estudo
Consumo alimentar Missal N= 33
N= 6.648

Frutas 6315 (95%)° 33" (100%)?
Legumes e verduras 6515 (98%)? 32" (97%)?
Industrializados 4454" (67%)? 28" (87%)?
Embutidos 4986 (75%)? 197 (58%)?
Doces 5717" (86%)? 271 (82%)?
Frituras 5717" (86%)? 241 (73%)?
Carne vermelha 6448 (97%)? 31" (93%)?

'Frequéncia absoluta;
2Frequéncia relativa.

Fonte: Bertim, 2023.

Quanto aos habitos de consumo de frutas, 67% da populagéo relata consumir fru-
tas 7 dias na semana, enquanto 9% relatam consumir de 5 a 6 dias na semana, 3% con-

somem de 2 a 3 dias na semana e 6% consomem 1 dia na semana (Gréafico 2).

Grafico 2. Habitos de consumo de frutas da populacdo geral de Missal e da parcela da populagdo em estu-

do
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Fonte: Bertim, 2023.

Ja em relagdo ao consumo de legumes e verduras, 94% da populagéo declara que
0 consumo acontece 6 dias por semana, enquanto 3,0% consomem 5 dias por semana ou

nao consomem (Grafico 3).
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Grafico 3. Habitos de consumo de legumes e verduras da populagao geral de Missal e da parcela da popu-
lagdo em estudo
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Fonte: Bertim, 2023.

No grafico 4 encontram-se os dados sobre o consumo de produtos industrializados.
De acordo com os dados apresentados, 45% dos pacientes consomem esses produtos 7
dias na semana, enquanto 3% consomem de 3 a 4 dias na semana e 24% consomem
apenas um dia na semana ou nao consome.

Para o consumo de embutidos 13% da populagao declara consumir embutidos 7
dias na semana, 3% consomem 6 dias na semana, 6% consomem 5 dias na semana, 3%
consomem 3 dias na semana, 12% consomem 2 dias na semana, 21% consomem 1 dia
na semana e 42% relatam nao fazer o consumo de embutidos (Grafico 5).

O consumo de doces varia entre consumir 7 dias na semana ou nao consumir, sen-
do que, 31% alegam consumir doces 7 dias na semana, 3% consomem 6 dias na sema-
na, 9% consomem de 2 a 3 dias na semana, 24% consomem 1 vez na semana e 18% re-
latam n&o consumir doces (Grafico 6).

O mesmo se aplica ao consumo de frituras, no grafico 7 observa-se que 31% da
populacdo diz consumir frituras 7 dias na semana, enquanto 3% consomem 6 dias na se-
mana, 9% consomem 2 dias na semana e 27% consomem 1 dia na semana ou nao con-

some.
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Grafico 4. Habitos de consumo de industrializados da populagéo geral de Missal e da parcela da populagao

em estudo
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Fonte: Bertim, 2023.

Grafico 5. Habitos de consumo de alimentos embutidos da populagéo geral de Missal e da parcela da popu-

lagdo em estudo
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Fonte: Bertim, 2023.
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Grafico 6. Habitos de consumo de doces da populagado geral de Missal e da parcela da populagdo em estu-

do
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Fonte: Bertim, 2023.

Grafico 7. Habitos de consumo de frituras da populacao geral de Missal e da parcela da populagdo em es-

tudo
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Fonte: Bertim, 2023.
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Sobre o consumo de carne vermelha, 15% dos pacientes dizem consumir carne
vermelha 7 dias na semana, 15% consomem de 4 a 5 dias na semana, 24% consomem 3
dias na semana, 6% consomem 2 dias na semana, 18% consomem 1 dia na semana e

7% nao consomem carne vermelha (Grafico 8).

Grafico 8. Habitos de consumo de carnes da populagao geral de Missal e da parcela da populagdo em estu-
do
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Fonte: Bertim, 2023.

Ainda, os dados compilados foram comparados entre as populacdes. A tabela 9
mostra a variagao estatistica entre a populagéo geral e a parcela em estudo, onde ob-
serva-se que as variaveis de risco ‘Consumo de alimentos industrializados’ e ‘Consumo
de alimentos embutidos’ apresentaram significancia estatistica (p=<0,05). A parcela da po-
pulacdo em estudo possui uma maior taxa de consumo de alimentos industrializados, en-
quanto a populacao geral de Missal tende a consumir mais alimentos embutidos.

A variagao também pode ser observada na frequéncia relativa apresentada entre

as populagdes analisadas (Grafico 9).
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Tabela 9. Variagao estatistica entre a populagao geral de Missal e a parcela da populagdo em estudo em re-
lacdo as variaveis de consumo alimentar

Variavel Valor X? p.valor®
Frutas 1,740 0,1872
Legumes e verduras 0177 0,6738

Industrializados 4,739 0,0295*

Embutidos 5,305 0,0213**
Doces 0,4753 0,4906
Frituras 4,782 0,0288
Carne vermelha 1,043 0,3071

*p.valor= significativo se <0,05;
** valor estatisticamente significativo.

Fonte: Bertim, 2023.

Grafico 9. Frequéncia relativa de todas as variaveis de consumo alimentar na populagéo geral de Missal e
na parcela da populagdo em estudo
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Fonte: Bertim, 2023.

4.5. Analise dos fatores de risco associados ao cancer de mama

A populacédo de Missal analisada foi composta de 3.468 com média de idade de 40

anos. Dessas, 45 (1,3%) apresentaram diagnéstico de cancer de mama.
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Dos pacientes participantes do presente estudo, 23 (70%) sdo mulheres portadoras
de cancer de mama diagnosticadas com idade média de 50 anos. De acordo com os da-
dos obtidos pelos questionarios respondidos pelos pacientes e disponibilizados no Siste-
ma SYSGEQO, foi realizada uma analise dos principais fatores de risco para o desenvolvi-
mento da doenga, sendo eles: idade precoce de diagnostico; Sobrepeso; Consumo de al-
cool; Tabagismo; Uso de anticoncepcional; Uso de reposi¢gao hormonal; Menopausa tar-
dia; e Historico familiar de qualquer tipo de cancer em parentes de primeiro, segundo e
terceiro graus, exceto conjuge.

Na tabela 10 é possivel observar a frequéncia absoluta e relativa dos fatores de ris-
co investigados na populacao feminina de Missal e na populagédo de estudo. Todas as pa-
cientes da populagao de estudo apresentaram ao menos um fator de risco ligado ao adoe-

cimento por cancer de mama.

Tabela 10. Frequéncia relativa e frequéncia absoluta da das variantes relacionadas ao risco de adoecimento
por cancer de mama na populagao geral de Missal e na parcela da populagdo em estudo

Frequéncia
Fatores de risco associados Pnpulag:ﬂc:sf:::mma de F:S’:ﬂ:fg?g ﬁ::ﬂ:;;?‘
N= 3.468 N= 23
Idade de diagndstico

(em caso positivo para CA de mama) = 45 anos p= 50 anos
Sobrepeso 600 (16%)2 51(22%)2
Consumo de alcool 12061 (33%)2 41 (17%)?
Tabagismo 413" (11%)2 0" (0%)?

Uso de anticoncepcional 15771 (43%)2 97 (33%)?
Uso de reposicdo hormonal 3007 (B%)° 47 (17%)2
Menopausa tardia 721 (2%)F 51 (22%)2

Historico familiar de cancer 21607 (59%)2 151 (65%)2

'Frequéncia absoluta;
Frequéncia relativa;
U= media.
Fonte: Bertim, 2023.
A populagdo em estudo apresentou maior frequéncia relativa para as variaveis de
risco sobrepeso (22%); uso de reposicdo hormonal (17%); menopausa tardia (22%); e his-

torico familiar de cancer (65%) (Grafico 10).
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A variacdo estatistica entre as populacdes analisadas de acordo com cada fator
de risco pode ser observada na tabela 11. A variavel ‘Menopausa tardia’ apresentou dife-
renca estatisticamente significativa(p=<0,05), sendo que, a populagdo em estudo apre-
senta uma maior proporgcao em relacao a esse fator de risco.

Grafico 10. Frequéncia relativa das variantes relacionadas ao risco de adoecimento por cancer de mama na
populacdo geral de Missal e na parcela da populagdo em estudo
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Fonte: Bertim, 2023.

Tabela 11. Variagao estatistica entre a populagéo geral de Missal e a parcela da populagao em estudo em
relacao as variaveis de consumo alimentar

Variavel Valor X? p.valor*
Sobrepeso 0.314 0,5752
Tabagismo 3,107 0,0780

Consumo de alcool 3,049 0,0808
Uso de anticoncepcional 0,370 0,5426
Uso de reposi¢gao hormonal 2,196 0,1384
Menopausa tardia 23,11 0,0001**
Historico familiar de cancer 0,083 0,7723

*p.valor= significativo se <0,05;
** valor estatisticamente significativo.

Fonte: Bertim, 2023.
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Ainda, 18 pacientes da populacido em estudo apresentaram acumulo de dois ou
mais fatores de risco para cancer de mama. Dessas, 2 sdo portadoras de uma mutagao
no gene CDH1 (Tabela 12).

Tabela 12. Fatores de risco acumulados pelas pacientes portadoras de cancer de mama

Fatores de risco acumulados N° de pacientes Presenga de mutagdo

2
Consumo de alcool+ Idade de diagndstico Sim
precoce+ Histdrico familiar de cancer+ Uso de (Paciente 64- c.1936A>G)
anticoncepcional

6
Idade de diagndstico precoce+ Histdrico Nio
familiar de cincer+ Uso de anticoncepcional

3
Idade de diagndstico precoce+ Historico N3
familiar de cancer+ Uso de anticoncepcional+ a0
sobrepeso

1
Historico familiar de céncer+ Idade de Sim
diagndstico precoce+ Uso de (Paciente 16-
anticoncepcional+ Uso de  Reposicao c. 1849G>A)
Hormonal

1
Histérico familiar de cancer+ Uso de Reposicdo Nio
Hormonal

2
Histérico familiar de cancer+ Uso de Reposicdo Nio
Hormonal+ Sobrepeso+ Menopausa tardia

1
Historico familiar de cadncer+ Sobrepeso+ N&do
Menopausa tardia

1 «
Sobrepeso+ Menopausa tardia Ndo

! Nao
Histérico familiar de cdncer+ Menopausa tardia

Fonte: Bertim, 2023.
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5. DISCUSSAO

A identificacao de pacientes com predisposi¢cao hereditaria ao cancer desempenha
um papel fundamental no manejo clinico adequado. ldentificar portadores de mutagdes
causadoras pode auxiliar na avaliacdo e redugao de riscos, além de fornecer orientagao
para suas familias. E importante ressaltar que os canceres hereditarios podem apresentar
fendtipos distintos, o que requer abordagens de tratamento personalizadas. Compreender
a base genética dessas condi¢cdes permite um cuidado mais eficaz e direcionado, incluin-
do estratégias de prevengéao, rastreamento e terapias especificas (Valente, 2014; INCA,
2021; Carneiro, 2022; Gregory & Davis, 2023).

Para a populagédo em estudo evidenciou-se a presenca de variantes em trés paci-
entes, representando 9% da populacédo analisada. Todas as variantes sao do tipo polimor-
fismo de nucleotideo unico (do inglés single nucleotide polymorphisms- SNP) e se encon-

tram relatadas em bancos de dados referentes a populagdes de estudos distintos.

5.1. Variantes descritas em literatura

Dentre a populagao de estudo analisada, observou-se a presenca de duas varian-
tes missense, c.1849G>A, e c.1936A>G, que possuem sua evidéncia clinica confirmada,
e de uma variante sindnima, c.462A>G cujo significado clinico apresenta interpretagdes

conflitantes.

5.1.1. c.1849G>A

O SNP c.1849G>A é classificado como uma variante de linha germinativa e leva a
substituicdo do aminoacido alanina, encontrado na posicédo 617 da cadeia proteica, por
uma treonina (Ala617Thr). Na literatura e nos bancos de dados, essa alteracao ja foi re-
portada em onze estudos, sendo eles em populagdes de pacientes com cancer gastrico,
cancer de mama e cancer endometrial. Seu significado clinico se encontra em conflito,
uma vez que, esse SNP ja foi relatado como patogénico, benigno, e como uma VUS (do
inglés, Variant of Uncertain Significance) (NCBI, 2023).

Um estudo realizado por Risinger, 1994, identificou a mutagdo pela primeira vez em
uma paciente com cancer de endométrio. A principio o SNP em questao fora descrito na
literatura como sendo uma variante somatica e patogénica e se encontrava dentre um

grupo de alteragbes rastreadas para elucidar a caracteristica de supressao tumoral do
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gene CDH1. Posteriormente, a mutacao foi novamente descrita como patogénica, porém
dessa vez, germinativa, em um paciente diagnosticado com cancer gastrico difuso (Asca-
nd et al., 2001).

Essa alteragao ocorre na quinta repeticdo extracelular (EC5) da E-caderina e afeta
diretamente uma sequéncia conservada de aminoacidos que codifica um dos sitios de li-
gacgao de calcio da proteina. Sabe-se que as caderinas utilizam os ions de calcio para es-
tabilizacdo de sua conformacéo ativa, sendo assim, a desestruturagao de um dos sitios de
ligacao de calcio na proteina pode levar a problemas em sua adeséo celular, facilitando o
processo de motilidade e invasado das células neoplasicas. Sendo assim, é viavel utilizar a
atividade das repeticoes presentes na proteina como referéncia, com base na sua homo-
logia de sequéncia. Portanto, supunha-se que a variante poderia ser considerada pato-
génica, uma vez que, exerce influéncia direta na desestruturagcédo dos sitios de ligagdo de
calcio da proteina, o que resulta em problemas relacionados a adesédo e motilidade celu-
lar, acelerando o processo de carcinogénese (Aberle et al., 1996; Suriano et al., 2003).

Um estudo realizado por Suriano et al. 2003, em uma populagao africana acometi-
da por cancer gastrico difuso, apresentou um resultado discrepante aos antes propostos.
Duas pacientes diagnosticadas precocemente apresentaram a mutagao e foi analisado a
funcdo dessa em ensaios de invasdo e fechamento de ferida e ensaios de agregacéo,
ambos in vitro. A alteragdo nao apresentou potencial patogénico, sendo assim, o que foi
concluido é que a patogenicidade da mutagcdo n&o poderia ser totalmente elucidada pois
os resultados obtidos nos ensaios demonstraram apenas altera¢des funcionais leves.

Deste modo, os estudos a cerca da variante contribuiram para um maior esclareci-
mento de sua patogenicidade, porém, quando consultada nos bancos de dados a mesma
apresenta conflito de informagdes sobre seu significado clinico por falta de informagdes.
Anteriormente fora relatada como patogénica, porém, dados atuais mostram que a varian-
te ¢.1849G>A classifica-se como benigna, uma vez que foi evidenciado que a alteragao
proteica causada por ela nao prejudica a funcionalidade da proteina (NCBI, 2022).

Em nosso estudo, a paciente identificada como portadora da variante ¢.1849G>A,
foi diagnosticada com cancer de mama aos 40 anos de idade e realizou a retirada do tu-
mor cirurgicamente. Ainda, possui histérico familiar positivo para cancer de mama e os-
sos, derivado de parentes de 3° grau, o que configura acumulo de fatores de risco para a
doenca.

Em relacido ao seu estilo de vida, a mesma apresenta uma alimentag¢ao equilibrada
e nao possui nenhuma doenca secundaria. Entretanto, fez uso de contraceptivos orais por

21 anos. O risco aumentado de cancer de mama com o uso de contraceptivos orais nao &
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consistentemente respaldado na literatura. Muitos estudos demonstram que eles nao pa-
recem aumentar o risco de cancer da mama entre as usuarias (Britt et al., 2020; Kanadys
et al., 2021; Baranska et al., 2021; Kamani & Gultekin, 2022).

Nota-se que a idade do diagndéstico apresentada pela paciente € precoce conside-
rando a média de adoecimento por cancer de mama no Brasil (INCA, 2019). De acordo
com Carneiro, 2022, o diagnédstico precoce de cancer esta intimamente ligado a fatores
genéticos hereditarios, uma vez que, portadores de mutagao no gene CDH1 estao pro-
pensos a apresentarem um alelo silenciado/inativado de forma vertical, o que acelera ou
potencializa o processo de carcinogénese.

Sendo assim, o diagnostico precoce e o histérico familiar positivo da paciente para
cancer de mama podem contribuir para a possivel participagao da variante em questao no
processo de carcinogénese da paciente, uma vez que, variantes de linha germinativa ten-
dem a acelerar o processo de adoecimento (Van der post et al.,, 2019). Porém, ndo se
pode afirmar que esse fator interfere diretamente em seu processo oncolégico devido a
falta de evidéncias apresentadas pela paciente, como por exemplo a classificagao histolo-
gica do tumor, bem como de evidéncias relacionadas a variante apresentada por ela.

Nas analises in silico realizadas os dados dispostos em literatura foram confirma-
dos. A variante apresenta significado incerto e conflitos de identidade, pois se encontra re-
latada como patogénica e também como benigna. Observa-se também que esta apresen-
tou diferentes consequéncias, variando de acordo com seu local de expressio. Além de
ser uma variante missense, ela se encontra em uma regido regulatéria do gene o que im-
plica diretamente na expressao e regulagado do produto proteico, uma vez que, pode alte-
rar a sequéncia de nucleotideos e impedir a ligacdo de proteinas inicializadoras (Costa &
Pacheco, 2013).

Em contrapartida, a alteracao também pode se apresentar como uma variante in-
trébnica ou como uma variante presente em regides nao codificantes de alguns éxons,
além de apresentar discrepancia nas analises utilizando ferramentas anexas de predi¢cao
de dano ou delecado. Os resultados a cerca dessa variante sao inconclusivos tanto em da-
dos presentes na literatura, quanto em analises in silico e sugerem baixa patogenicidade
para esta mutagdo, o que levanta hipéteses sobre a penetrancia incompleta da mutagao
ou a necessidade de outros fatores genéticos e/ou epigenéticos para sua patogenicidade
(El-Husny, 2016). Estas informagdes destacam a complexidade das implica¢des clinicas
da variagédo c.1849G>A no gene CDH1, sublinhando a necessidade de uma analise cuida-

dosa e personalizada em cada caso.
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5.1.2. c.1936G>A

A variante ¢.1936A>G envolve a substituicdo das bases Adenina e Guanina na po-
sicdo 1936 da sequéncia conservada do gene. Essa alteragcao resulta na troca do amino-
acido Treonina pelo aminoacido Alanina na posi¢do 646 da proteina produzida (p.-
Thr646Ala). Apesar de nao haver evidéncias clinicas publicadas na literatura que abordem
essa modificac&o, a classificacdo dessa variante como benigna ou VUS (Variante de Sig-
nificado Desconhecido) estd em conflito nos bancos de dados populacionais e algoritmos
utilizados para prever seus efeitos patogénicos e implicagbes moleculares (NCBI, 2023).

Ao considerar que residuos do aminoacido alanina séo observados em multiplas
espécies de mamiferos, ha uma sugestao de que a variante missense em questao néo te-
nha um impacto direto na fungdo da proteina produzida pelo gene. No entanto, € impor-
tante notar que essa alteragao esta localizada em uma regiao de sequéncia de splicing de
RNA. Com base nesse contexto, algoritmos desenvolvidos para prever efeitos patogéni-
cos indicam que a variante pode potencialmente criar ou reforgar um local de splicing
(NCBI, 2023).

O splicing de RNA é um processo fundamental para a tradugao do produto proteico.
Nele, o RNA precursor (prée-mRNA) percorre um caminho enzimatico de maturacgao e é
transformado em mRNA para posterior tradugdo da proteina (Stanley & Abdel-Wahab,
2022). Sendo assim, desregulagdes no splicing de RNA sao caracteristicas moleculares
presentes em quase todos os tipos de tumor e podem promover a tumorigénese por me-
canismos variados, além de aumentarem a proliferagao celular, a migragao e o potencial
metastatico (Bradley & Anczukdw, 2023).

Na analise in silico realizada neste estudo, os dados presentes na literatura sobre a
localizagdo da mutagao foram confirmados. De acordo com os resultados compilados no
VEP a variante atua como modificadora de regides onde ocorrem processos de splicing,
além de ser categorizada como missense e estar em uma regido regulatoria. Porém, mais
uma vez, as informagdes obtidas nas analises in silico realizadas ndo apresentaram um
potencial patogénico para essa alteragao. Ela se encontra em regides estratégicas para
processos chave na transcricdo, mas apresentou baixa probabilidade de gerar conse-
quéncias danosas ao paciente.

Com base nas informagdes disponiveis nos bancos de dados populacionais, a vari-
ante nao apresenta evidéncias cientificas suficientes para determinar sua patogenicidade
na doenca (NCBI, 2023).
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A paciente 64, para a qual foi identificado a presenca do SNP ¢.1936A>G, foi diag-
nosticada com cancer de mama aos 44 anos e realizou a retirada do tumor cirurgicamen-
te. Possui histérico familiar positivo para cancer de rim e leucemia em parentes de 1°
grau, mais especificamente, tios. Ao analisar seu estilo de vida, observa-se que o mesmo
segue um padrao regular com consumo de alimentos de forma equilibrada e pratica de
exercicios fisicos. A paciente porta o virus da Hepatite e fez uso de contraceptivos orais
por 10 anos.

Mais uma vez foram compilados dados tanto da variante, quanto da paciente, e os
resultados foram inconclusivos. Considerando o fato de ndo haver probabilidades de pato-
genicidade da variante, mesmo com a idade de diagndstico da paciente sendo precoce,
nao ha como relacionar o processo de tumorigénese com a agao da variante genética en-
contrada.

Aqui, vale ressaltar, que a estimativa da penetrancia de muta¢gées no gene CDH1
esta sendo continuamente alimentada com dados falhos devido a dificuldade em se inferir
a patogenicidade de variantes missenses. Muitas variantes do tipo VUS vem sendo identi-
ficadas em populagdes de estudo distintas, em pacientes portadores de tumores relacio-
nados com o gene e em pacientes saudaveis e sem histérico familiar para a doenga (Lee
et al., 2018). Corso et al., 2018, mostra que os programas de rastreio atuais ndo recomen-
dam o teste genético quando ha auséncia de critérios clinicos especificos, o que também
impossibilita o rastreio de muitos pacientes e amplia a rede de resultados inconclusivos
em relagdo a patogenicidade e também a distribuigdo das mutag¢des entre as populagdes.

E importante observar que, considerando a alta incidéncia de casos de cancer na
populacao de Missal, a identificacdo de uma variante germinativa em um gene supressor
de tumor pode sugerir a possivel contribuigdo de fatores hereditarios atuando em uma
parcela dessa populagao. Porém, mais estudos em relacédo a atuacdo da mutagao na po-
pulagdo estudada precisam ser realizados para se estabelecer informagdes sobre essa

relagao.

5.1.3. c.462A>G

A variante c.462A>G representa uma alteracéo de linha germinativa, na qual a pro-
teina produzida pelo gene ndo sofre substituicio de aminoacidos. Isso ocorre porque a
mutagcdo em questdo ndo modifica a sequéncia de aminoacidos codificados. Na forma nao
mutada, a proteina produzida seria uma alanina, e na forma mutada, a proteina produzida

ainda é uma alanina (p.Arg154=). Nao ha evidéncias na literatura sobre a patogenicidade
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da alteragdo, e nos bancos de dados ela se encontra em conflito de informag¢des sendo
encontrada como benigna ou VUS (NCBI, 2023).

Mutacgdes sinbnimas, em sua maioria, ndo causam danos a proteina produzida pelo
gene pois ndo geram alteragdes em seus aminoacidos. Entretanto, essas promovem uma
alteracado pontual na sequéncia de DNA e RNA, o que pode alterar os niveis de proteina
ou sua conformacgao, os reguladores de splicing, a estabilidade do mRNA e como conse-
quéncia, a eficiéncia da traducdo (SHARMA et al., 2019)

De acordo com os algoritmos utilizados na determinacédo de patogenicidade de va-
riantes, a alteracdo em questio foi classificada como sendo uma VUS devido ao cumpri-
mento de alguns critérios para possivel patogenicidade, como por exemplo, a frequéncia
populacional. Porém, por ser uma variante que ocorre em uma posi¢ao mal conservada
da sequéncia génica e por ndo apresentar perda de fungéo ou estruturagao proteica, a al-
teracdo segue também descrita como benigna por n&o possuir evidéncias suficientes so-
bre sua patogenicidade (NCBI,2023).

Em nossas analises in silico foram evidenciados conflitos de informagao em relagao
a patogenicidade da variante, bem como se encontra descrito na literatura disponivel. De
acordo com os resultados compilados, além de atuar como uma variante sinbnima, a mu-
tacdo em questao atua como uma variante em regiao regulatéria do gene e ja foi descrita
como variante intrénica e presente em regides exonicas nao transcritas.

A paciente portadora da mutagdo em questdo foi diagnosticada com cancer de
mama aos 71 anos e realizou a retirada do tumor cirurgicamente. Nao possui histoérico fa-
miliar positivo para nenhum tipo de cancer, bem como n&o possui doengas secundarias.
Em relagdo ao seu estilo de vida, a mesma possui uma vida com consumo de alimentos
de forma equilibrada. Sendo assim, considerando o contexto em que a paciente se encon-
tra, ndo ha como relacionar seu estilo de vida ou idade de diagndstico com o SNP em
questdo, uma vez que, as caracteristicas por ela apresentadas estdo dentro do padrao

normal de adoecimento por cancer.

5.2. Missal e o perfil populacional

O cancer gastrico difuso (DGC) é uma condi¢gao multifatorial que esta diretamente
relacionada a fatores ambientais, demograficos e genéticos. Alguns desses fatores de ris-
co sao considerados imutaveis, enquanto outros sao classificados como potenciais influ-
enciadores (Karimi et al., 2014). Idade avancada, estilo de vida irregular (alto consumo de

alcool, tabagismo, dieta rica em sal e ultraprocessados e por consequéncia, obesidade),
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doengas secundarias, exposi¢ao quimica, fatores genéticos hereditario e historico familiar
positivo para a doencga, sao tidos como fatores potenciais para o adoecimento (Ma et
al.,2017; World Cancer, 2017; Baranska et al., 2021).

Sendo assim, um dos fatores que diferencia os casos de HDGC dos demais tipos
de cancer gastrico € a idade de diagndstico. Para casos em que o adoecimento se da por
fatores somaticos ligados ao ambiente e ao estilo de vida, o diagndstico tende a ser tardio
e corresponde a uma faixa etaria com mais de 70 anos. Em contrapartida, casos de
HDCG tendem a apresentar um diagnodstico precoce, onde os pacientes apresentam si-
nais de adoecimento antes dos 40 anos (Fewings et al., 2018; Kaurah e Huntsman, 2018;
Carneiro, 2022; Corso et al., 2023).

Conforme os registros do TABNET (DATASUS), nos ultimos anos, o municipio de
Missal registrou um aumento nos casos de cancer diagnosticados, especialmente entre
pacientes com menos de 50 anos e com histdrico familiar positivo para a doenga. O pre-
sente estudo analisou uma parcela de 33 pacientes (dentre esses pacientes portadores
de cancer gastrico e cancer de mama) e ao realizar uma comparagao dos dados aqui
apresentados com a literatura existente sobre a idade de diagnéstico do cancer gastrico e
cancer de mama, observamos que a maioria dos pacientes analisados apresentou um di-
agnostico precoce em relagdo a média nacional.

A amostra da populagao estudada possui uma idade média de diagnostico de 52
anos, o0 que esta abaixo da média brasileira, que € de 56 anos (INCA, 2019). Ainda, entre
as 3 pacientes que apresentaram algum tipo de alteragdo no gene CDH1, 2 delas (6%) fo-
ram diagnosticados com menos de 50 anos.

O estilo de vida em relagdao ao consumo de alcool, produtos contendo tabaco e di-
eta também se configuram como fatores de risco que influenciam de forma direta no ado-
ecimento dos pacientes. Desde a década de sessenta, tém sido conduzidos estudos que
investigam a relacédo entre nutricdo e cancer. Durante esse periodo, observou-se que a
taxa de cancer variava amplamente entre as populagées (Haenszel & Kurihara, 1968) e
que entre migrantes que se deslocavam de paises com baixo risco de cancer para regides
onde o risco era mais elevado, apresentavam aumento do risco para a doenca, sendo
esse aumento atribuido a varios fatores, com destaque para os habitos alimentares inade -
quados (Key et al., 2020).

Embora o estilo de vida em relagdo ao consumo alimentar seja um importante fa-
tor aliado ao cancer, estabelecer quais habitos alimentares especificamente estao ligados
ao adoecimento oncolégico vem sendo um desafio desde entdo. O que se pode afirmar é

que a dieta esta estreitamente relacionada a indugao ou prevencao do cancer e que al-
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guns compostos presentes nos alimentos alteram a composi¢éo quimica celular inferindo
no surgimento e progndstico oncolégico (Pereira, 2015).

De modo geral, a populagao de Missal apresentou um alto consumo de frutas, le-
gumes e verduras quando comparado a média de consumo populacional brasileira. A in-
gestdo de salada crua na populagao brasileira apresenta ume média de frequéncia de
22% e a de frutas e legumes se encontra em 8%. Com base em nossos questionarios, a
populagao de Missal apresenta um numero muito mais expressivo, sendo 59% dos partici-
pantes declaram consumir legumes e verduras todos os dias da semana e 44% conso-
mem frutas todos os dias da semana. Esses dados corroboram com informacdes contidas
no Guia alimentar para a Populagao Brasileira, onde se destaca a importancia de uma ali-
mentacao equilibrada e saudavel com alto consumo de alimentos naturais e pouco pro-
cessados (BRASIL, 2014).

Apesar de n&o estar totalmente elucidado qual é o determinante anticarcinogénico
presente em frutas, legumes e hortaligcas, muitos estudos mostram que substancias antio-
xidantes encontradas nesses alimentos, principalmente os que ndo possuem amido, po-
dem auxiliar na indugdo da apoptose e regulagdo do crescimento celular anormal que
ocorre no processo oncologico (Milani et al., 2016). Lam et al., demonstrou em um estudo
realizado em 2013, que o risco para cancer de estdbmago € diminuido em individuos que
possuem altas concentragdes plasmaticas de vitamina C induzidas pelo consumo de fru-
tas citricas. Entretanto, via de regra, esses estudos sdo realizados em populagdes isola-
das e precisam de mais mecanismos para serem validados.

Em contrapartida, estudos mostram que o consumo inadequado de alimentos ul-
traprocessados e ricos em sal, como conservas, alimentos embutidos, carnes salgadas e
processadas, gorduras saturadas e doces, influenciam diretamente no aumento do risco
para cancer num contexto geral, sendo os canceres gastricos, mamarios e cancer de fi-
gado os mais presentes nas pesquisas envolvendo nutrigdo e cancer (Lopes et al., 2019;
Srour & Touvier, 2020).

A populagao de Missal apresentou uma frequéncia moderada de consumo de ali-
mentos industrializados, embutidos, fritos e doces quando comparado a frequéncia de
consumo da populacéao brasileira. O consumo de alimentos industrializados na populagao
brasileira corresponde a 20% das calorias consumidas diariamente (IBGE, 2020), enquan-
to na populacdo de Missal aproximadamente 15% da populagdo declara consumir esse
tipo de alimento ao menos uma vez na semana. Vale ressaltar aqui que os dados obtidos
sdo de questionarios respondidos por pacientes apds o diagndstico de cancer e que os

mesmos podem ter sofrido modificagdes em decorréncia da situagcao oncolégica.
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O consumo de frituras e alimentos ricos em 6leo e gorduras na populagao brasi-
leira varia em torno de 47%. Ja na populacao de Missal 10% dos participantes do estudo
declara consumir alimentos fritos 7 dias por semana e 27% declara consumir pelo menos
um dia na semana. Ainda nesse contexto, dados disponibilizados pelo IBGE, 2020, mos-
tram que o consumo de doces na regido Sul do Brasil se encontra acima da média nacio-
nal, o que se encontra também, refletido na populagdo de Missal aproximadamente um
quarto da parcela analisada declarou consumir uma porgéao de doces sete dias por sema-
na.

Ainda, o consumo de carne vermelha e embutidos foi bastante declarado pelos
participantes do estudo. Esse fato pode se encontrar associado a cultura estabelecida na
regido, que possui influéncia do extremo Sul do Brasil, onde o consumo de carne verme-
Iha e embutidos, como salame e mortadela, é alto (IBGE 2020; Missal, 2016). A ingestéao
desses alimentos esta ligada principalmente ao risco de desenvolvimento de cancer gas-
trico (Kim et al., 2020).

A carne processada foi classificada como agente cancerigeno pela IARC, em
2015, bem como a carne vermelha, que foi classificada como provavelmente cancerigena.
Essa classificacao foi baseada em um estudo que relata que para cada aumento diario de
50g, de carne vermelha ou processada, ha um aumento percentual de 17% no risco de
desenvolvimento de cancer gastrico. Paises com alto consumo de carne processada e
vermelha possuem altas taxas de incidéncia de cancer colorretal (Kim et al., 2020).

De acordo com Bouvard et al., 2015, para preservar as caracteristicas da carne
processada muitos aditivos quimicos como nitratos e nitritos sdo adicionados a sua com-
posicao. Uma vez que esses encontram em contato com o intestino, promovem o aumen-
to a exposigdo de compostos mutagénicos. Esses compostos também podem ser desen-
cadeados pelo alto teor de ferro contido em carnes vermelhas que podem ter um efeito ci-
totoxico no intestino (IARC, 2018).

Ainda nesse contexto, o consumo alimentar se encontra diretamente ligado a mai-
or morbimortalidade desencadeada pela obesidade. Ha um longo periodo de tempo a
obesidade vem sendo relacionada com diversos tipos de doengas, principalmente com o
desenvolvimento de tipos variados de cancer. O excesso de gordura corporal confere um
estado inflamatério cronico ao paciente, aumentando os niveos de hormdnio e promoven-
do cada vez mais o desenvolvimento de células neoplasicas (INCA, 2017).

De acordo com o Ministério da saude, 2021, no Brasil, uma a cada quatro pesso-
as com mais de 18 anos é obesa e a transigao alimentar se encontra como fator regulaté-

rio desse numero pois cada vez mais é observado o consumo de alimentos ultraprocessa-
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dos e ricos em gordura. Utilizando a variavel Circunferéncia abdominal, que corresponde
a um dos critérios estabelecidos pela OMS para determinagédo da obesidade, foi possivel
verificar que na populacdo de Missal ndo ha uma alta taxa de pessoas com tendéncia a
obesidade quando comparado a média nacional, que se encontra em 27%. Esse dado
nos mostra que nao existe relagao entre a populagao de estudo portadora de cancer e a
obesidade, visto que a maior parte da populagao estudada apresenta um valor abaixo do
padrao para circunferéncia abdominal. Entretando, para maior elucidagao dessa informa-
cao, se faz necessario o aprofundamento na analise de dados em relacédo a essa variavel.

Em relagdo ao consumo de alcool, Lewandowska et al., 2018, diz que o consumo
de alcool atua como potencializador do risco de desenvolvimento de diversos tipos de ne-
oplasias, dentre essas, gastricas e mamarias. O grau de risco esta acoplado ao tipo e
quantidade de alcool consumida, porém, mesmo pequenas quantidades podem influenciar
no processo oncoldgico, tanto em relagédo ao desenvolvimento inicial quanto ao progndsti-
co da doenga (Ramos et al., 2018).

O alcool atual como um potencial formador de tumores, uma vez que, age direta-
mente na membrana de mucosas, removendo os componentes lipidicos da barreira que
confere protegdo a camada epitelial dos tecidos afetados. Diversos mecanismos patogéni-
cos foram identificados como contribuintes para o desenvolvimento de cancer induzido
pelo consumo de alcool, incluindo os efeitos do acetaldeido, metabdlito primario do alcool,
e do estresse oxidativo. Ainda, recentemente, surgiram evidéncias que sugerem que o al-
cool pode também causar alteragdes epigenéticas, principalmente anormalidades nos pa-
drdes de metilagdo do DNA (Freudenheim, 2020; Sharma & Krupenko, 2020; Rodrigues &
Covenas, 2021).

Entretanto, na populacéo de Missal o consumo de alcool ndo atua como um fator
de risco, uma vez que, a maioria da populacio entrevistada declarou ndo consumir alcool.
A média do consumo de alcool na populacéao brasileira € de 55% (IBGE, 2020), enquanto
na populagao de Missal uma porcentagem de 37% dos entrevistados declarou consumir
alcool (sendo o consumo baixo, moderado e alto).

No que diz respeito ao consumo de tabaco e habitos tabagistas, a populagao de
Missal possui um numero alto, que corresponde a 17%, em relagdo a frequéncia tabagista
quando comparado ao padrao da populagao brasileira, que se se encontra na média de
12%. O tabaco esta entre os maiores fatores de risco associados ao cancer e estima-se
que 11% dos canceres gastricos a nivel mundial sejam atribuiveis ao tabagismo. Além, no
Brasil, as regides Sul e Sudeste abrangem as maiores incidéncias de uso de tabaco e

também de neoplasias relacionadas a esse uso (Kristina & Endarti, 2012; Sadjadi et al.,
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2014; Runowicz et al., 2016; Passarelli et al., 2016; IBGE 2020; INCA, 2021; INCA, 2022;
INCA, 2023).

Por mais que haja informacdes conflitantes sobre o tema, muitos estudos mos-
tram que o tabagismo pode atuar como um dos fatores de risco para o cancer de mama,
sendo ele ativo ou passivo (INCA, 2022). Em 2010, um estudo realizado por Abramowitz
et al., mostrou que em mulheres tabagistas jovens, diversos fatores desencadeiam o ini-
cio do adoecimento oncoldgico ou contribuem com um mau prognostico. Essas mulheres,
fumantes ou ex-fumantes, apresentam um alto nivel de carcindgenos relacionados com o
inicio da neoplasia mamaria, além de ndo responderem bem aos tratamentos e apresen-
tarem uma maior taxa de mortalidade apds o diagndstico em algumas populagdes. Ainda,
o risco relativo de cancer de mama € maior em mulheres tabagistas com histérico familiar
positivo para cancer e diversos estudos mostram que o tabagismo esta associado ao risco
elevado de mortalidade e diminuicdo da sobrevida do paciente apds o diagndstico (Brai-
thwaite et al.,2012).

Neste estudo, quando comparado a populacao geral de Missal, a populagao femi-
nina amostrada apresentou maior frequéncia relativa para as variaveis de risco sobrepe-
S0, uso de reposigao hormonal; menopausa tardia e historico familiar de cancer. Ainda, 18
pacientes apresentaram acumulo de dois ou mais fatores de risco para cancer de mama
sendo duas delas portadoras de uma mutacado no gene CDH1. Diversos estudos evidenci-
am que a menarca precoce, nuliparidade, ndo amamentagao, primeira gravidez em idade
avangada, pds-menopausa, obesidade, tabagismo e histérico familiar de cancer aumen-
tam significativamente o risco de desenvolvimento de cancer de mama. Porém, com rela-
cao aos efeitos do uso de contraceptivos orais, os dados séo conflitantes. Enquanto al-
guns trabalhos evidenciam um aumento de risco modesto, mas estatisticamente significa-
tivo, outros ndo encontram significAncia estatistica nesta relagao (Yang et al., 2010; Britt
et al., 2020; Baranska et al., 2021; Kanadys et al., 2021; Cerrato-lzaguirre et al., 2022).

No mais, no que diz respeito a fatores de risco relacionados com o inicio do pro-
cesso oncologico ou com mal progndstico da doenga, existe um desafio em avaliar indivi-
dualmente a maioria desses fatores. O que se sabe € que quanto mais acumulo e intera-
cao de fatores de risco, maior € a chance do desenvolvimento do cancer. Sendo assim, a
maior compreensao dos fatores de risco, individualmente ou de forma conjunta, pode au-
mentar a eficacia de agbes preventivas, de diagndsticos precoces e tratamentos persona-
lizados, além de auxiliar na elaboracdo de novas terapias voltadas a doenga e na criacéao

de politicas publicas eficazes sobre o tema (Glanz et al., 2022).
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Entretanto, um dos desafios em compreender o processo de adoecimento oncold-
gico, principalmente quando esse se encontra ligado a fatores hereditarios é a falta de in-
formagdes relativas a histéria clinica dos pacientes reportada nos prontuarios médicos. As
decisdes tomadas pela equipe multidisciplinar para maior assisténcia e analise dos casos
de forma isolada ou coletiva é dependente de dados previamente fornecidos no prontuario
do paciente e nos sistemas de informacédo em saude, o que torna indispensavel a melhora
desses documentos afim de garantir um melhor manejo do paciente e auxiliar na imple-
mentacado de medidas de prevencao, detecgao precoce, tratamento especifico e cuidados
paliativos (Souza; Freire; Almeida, 2010).

Uma ilustragao clara disso esta no reporte de dados referente ao tipo histolégico de
tumor do paciente, um dado que atualmente € inexistente na maioria dos prontuarios
médicos e que seria de grande valia para direcionar um tratamento e cuidados individuali-
zados a pacientes com cancer de mama lobular, uma vez que, variantes germinativas no
gene CDH1 presentes em 42% dessas pacientes esta diretamente ligada ao desenvolvi-
mento de metastase (Liu et al., 2017; Yang et al., 2018).

Ainda, a melhoria no reporte de informagdes sobre o historico clinico dos pacien-
tes também contribuem para a gestdo de politicas publicas e servigos especializados em
oncologia, o0 que auxilia na melhora do cenario oncolégico quanto ao progndstico e diag-
nostico precoce do cancer. A orientagao aos profissionais envolvidos nos processos tam-
bém é fundamental para garantir a acuracia da coleta de dados e a conscientizagdo da
importancia do reporte correto dos dados pelo paciente e seus familiares. Sendo assim, é
crucial que essas melhorias sejam implementadas para que possam ser utilizadas tam-

bém como fonte de dados para pesquisas clinicas e epidemioldgicas (Da Luz et al., 2017).
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O rastreamento genético do gene CDH1 em pacientes oncolégicos residentes na
cidade de Missal ndo evidenciou a presenca de variantes patogénicas e nem grupos fami-
liares com retrospeccéo sugestiva de canceres com padrdo hereditario para este gene.
Entretanto, trés variantes germinativas classificadas nos bancos de dados como benignas
e com significado clinico incerto (VUS) foram encontradas.

Considerando que muitas variantes germinativas do gene CDH1 possuem informa-
¢bes conflitantes com relagédo a significancia clinica, a classificagdo de patogenicidade
pode ser desafiadora, especialmente quando ha conflito de evidéncias que sugerem uma
classificagdo benigna e patogénica. Desta forma, a analise detalhada das variantes, inclu-
indo historico familiar, co-segregagdo em familias e previsdes in silico, sdo cruciais para
nortear as consequéncias clinicas associadas a essas variantes e o gerenciamento ideal
do risco.

Neste estudo, mais de 70% da populagdo amostrada possui histérico familiar de
cancer, idade média do diagndstico oncoldgico inferior ao da idade média brasileira e fato-
res de riscos significativos para o adoecimento oncolégico. Desta forma, sugere-se inten-
sificar as agdes de prevengao e deteccdo precoce nesta populagdo uma vez que identifi-
car o cancer em um estagio assintomatico resultara em aplicacdo de tratamentos menos
agressivos, maior possibilidade de sucesso no tratamento e aumento da sobrevida.

Também se ressalta a importancia da melhoria nos documentos e sistemas de re-
portes de informacdes relativas a histoéria clinica do paciente, bem como, a correta orien-
tagdo dos profissionais envolvidos nos processos para uma maior assertividade no preen-
chimento de prontuarios e conducao das informacdes relatadas pelos pacientes e seus fa-
miliares.

Nesse contexto, € fundamental que os dados oncoldgicos, especialmente aqueles
relacionados a prevencéao e tratamento do cancer, sejam divulgados de forma simples e
acessivel. Isso pode ser alcangado por meio da educagao em saude, tanto nas escolas

quanto em outros meios onde a informagao possa ser facilmente disseminada.
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Apéndice A — Tabela de diluigao dos primers
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Folha de dados dos oligos - Pedido |P-2021-03-19-05
ltem e W 7 Massa | Massa Tm Tm P/ 100 pmolipl,| M®* de | N®de
NE Mome Sequeéncia (5'- 3) Escala | Purificagiio| D.O. ug | nmol | 2aT+46¢ | 50nM NaCl M- | dissolver em: |Bases |Controle
1 CDH1 1F TAACCCACCTAGACCCTAGCAA 10 nmol [RP-OPC 36 B70 | 130 B6 58 6618 132 pl | 22 [9E-2733
2 CDH1 1R CTCCTCAGGACCCGAACTTTCTT 10 nmol |[RP-0OPC 38 |1020]| 150 70 60 6912 148 pl | 23 [9E-2734
3 CDH1 2F TTGGTTTITIGTTTTGATTGGTCATTTTGG 10 nmol [RP-OPC 48 |1580] 180 76 55 3964 177 pl | 29 |9E-2735
4 CDH1 2R ACCCAGTCTCTCTTCTGTCTTCT 10 nmol |RP-OFPC 38 |(1050] 150 B8 58 G369 153 pl | 23 |9E-2736
5 CDH1 3F CAGAGAAGTACCAAGGAGAGAAAGS 10 nmol [RP-0OPC 41 11001 140 74 B0 7832 141 pl | 25 [9E-2737
[:] CDH1 3R ACAGGTTGACATCTTGGGTCTAMA 10 nmol [RP-0OPC 4.0 1120 (| 150 68 56 7393 152 pl 24 |9E-2738
[ CDH1 4F GGTCTCAGAGCCTAGGAAGGTG 10 nmal [RP-OFC 36 |1090)| 16,0 70 61 6841 159 pl| 22 |9E-2739
B CDH1 4R AAGGGAAGATTGTTCTTAAACTCTCC 10 nmaol |[RP-0OPC 4.3 1170 | 150 72 56 7970 146 ul 26 |9E-2740
9 CDH1 5F GAGGTTCCGTGCCTAGAAGAC 10 nmol [RP-0OPC 35 (1010] 160 &3] 60 G472 156 pl| 21 |9E-2741
10 CDH1 5R TGAGACTATGAAATCAGTAGGTGCTT 10 nmol [RP-0PC 43 [1220] 150 72 56 3050 152 pl| 26 [9E-2742
11 CDH1 6F GCCAAGCAGCAGTACATTCTACA 10 nmol [RP-0OPC 3,8 98,0 | 140 B8 58 7003 140 pl| 23 |9E-2743
12 CDH1 6R CTGCAAGTCAGT TGAAAAATCCTCAC 10 nmol [RP-0OPC 43 |1110] 140 T4 58 7924 140 pl | 26 |9E-2744
13 CDH1 7F CCGGCCTATTGTTGGTTT TCAAAAT 10 nmol [RP-OPC 4.1 117.0 ] 150 70 56 7639 153 pl | 25 |SE-2745
14 CDH1 7R GAATGAACTCTTCCCTCCAAAMGAA 10 nmol [RP-0OPC 4.1 10201 130 70 o6 TE04 134 pl | 25 [9E-Z746
15 CDH1 8F TAGACTTGGTCTGGTGGAAGGCAAT 10 nmol [RP-0OPC 4.1 12401 160 74 60 7778 159 pl | 25 [9E-2747
16 CDH1 BR GCATGCTACAAAGTTAGATACCAGGAA 10 nmal [RP-OFC 45 | 1180 140 76 58 8326 142 pl | 27 |9E-2748
17 CDH1 9F ACATCTTCAAGTGTATTGAAGGCAG 10 nmol [RP-0OPC 4.1 1130 ] 150 70 56 7706 147 pl | 25 |SE-2749
18 CDH1 8R CTCACTGAGGTGCAGAACAGTA 10 nmol [RP-0OPC 3,6 990 | 150 B6 58 BTED 146 pl | 22 |9E-2750
19 CDH1 10F CACAGCCTATATCTGGATCCACACA 10 nmol [RP-0OPC 4.1 10401 140 74 60 7556 137 pl | 25 |9E-2751
20 CDH1 10R CAGGCAAGCTGAAAACATAGTAAAG 10 nmol [RP-OPC 4.1 1050 ] 140 70 56 7736 136 pl| 25 |9E-2752
Folha de dados dos oligos - Pedido (P-2021-03-19-05
Item ey e o Massa | Massa Tm Tm P/ 100 pmolipl,| N® de | N® de
e Mome Sequéncia (5' - 3') Escala | Purificagdo| D.0. ot nmol | 287+46C | 50nM NaCH P.M. dissolver em: | Bases |Controle
21 CDH1 11F CCATTTCACTTTCTCTTTCCATCAACAALC 10 nmol [RP-OPC 48 |11210] 14,0 B0 58 8659 139 pl | 28 [9E-2753
22 CDH1 11R AACACGAGCAGAGAATCATAAGGC 10 nmol |[RP-OPC 40 | 1030] 14,0 70 58 7414 139 pl | 24 |9E-2754

Fonte: adaptado de Exxtend, 2021.
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Apéndice B — Amostras sequenciadas por cada par de primer
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Fonte: BERTIM, 2023.



ANEXOS

Anexo A — Parecer substanciado do CEP

UNIQESTE - CENTRO DE

UNIOESTE - CENTRO DE

CIENCIAS BIOLOGICAS E DA ‘GREraA CIENCIAS BIOLOGICAS E DA W
SAUDE DA UNIVERSIDADE SAUDE DA UNIVERSIDADE
b e am § 18 B
e e I 00 B | 0aser e Acein
DADOS DO FROMTO O PESOUISA ¥ ol — W
_Granca ¥ ‘H [Mans Lesnas Acwin
Thuis ds Pesguies: ESTABELECIMENTO DO PERFIL DE ADOECIMENTC ONCOLOGICD DA 1133 7
POPULACAD DE MISSALFR TOLE /Tesswcs oe  [TLC pdf 00N | Mana Lasnaa Acisln
Peomismiers Uasia Losriva Tevencid hoserpe 113842 | Tesencia
Avna Temithea Centocs Haman i':‘.,_,_ -
[Tratn-se do fostines srafaennn Gardhiia Humans fus ~do "ecests oe sdin
\ics por parte ds COMEPX Dubros. Cadasino_dgial_indwidal peg 2%1%2\:' _Ihmhm-d'l Ao
Warsdac 3 Cufros Cadasim Boial Somobs gy ANDEOT | Mane Lasnds Ao
& . 24
CAAR: TRATINITH0000.0007 T TR T AR lor e =
Instthiigie Proponents: UNIVERSIDADE FEDSRAL DA MTEGAACAD LATING. AMERICANA E . lscengs
Primgipal: Fropria 3:-';‘0' T |Hans Lasnas Aca b
EEY il Y L=
DADOS DO PARSCER 2Lanad ) Tesengs
JAHACTT [Mans Lesndw Acmin
. 14302 Tecenga
ol s P T —Y T30G017 | Mana Laanga s
. 2ragag |7
Apreneingle de Prajeia 2}%‘% LT
Iemapsimm e ?51 =l B
o 1 | Mans Lesnd L]
Dihjetivs S Feaguin 210501 1 lscengs
Mg faghe 30017 | Mars Laanga Scain
o
Analiagio don Rmooe  fenaficios: 2] i Lmandhe Acmin
[T o102 | Tesends
Comantarios ¢ Conucsrscoas sohm o Praguiss TANGAGTT |ans aseas Acaln
odidl Qe
Haapresacrachs
Conederagies. eohee an Tarm e speseningie shngsiors
e ol
- o Listh e
T o
Esin parwcer e s ek e baing
| e omemeens | A | Posagem | Auter =g
[
Badnrmge i T TR Baims U AR CEP S
Masw | T BIP ur e CABCAVEL
ur. on Wurisipe CABTAVEL

TeMeS STETE

THPees T el omes o rooenin b

Fapall i 01

UNIOESTE - CENTRO DE
CIENCIAS BIOLOGICAS E DA W"""‘
SAUDE DA UNIVERSIDADE

CAGLAWLL. T gm g e F0TH

Adsinade poi
Burtel Bairai da Lims
G proanadis

UNIDESTE - GENTRO DE
CIENCIAS BIOLOGICAS E DA W
BAUDE DA UNIVERSIDADE

R ———

CASCAVEL 05 e Jiho de 308

Appeans par
Dane Farrar oo Lina
ICearderanar|

s pppgroeum e

Fonte: Comité de Etica e Pesquisa (CEP/HFA), 2018.

91



Anexo B — Formulario de entrevista

CADASTRO INDIVIDUAL
Cddigodoimével  Nomecompleto Telefone
Nascimento lsjm Nacionalidade Quantos anos moraem Missal Descendéncias
M
e J
Raca/Cor declarada Estado Civil Peso Altura Circunferéncia Abdominal
(] solteiro [[J casado [ Divorciado [ ] [ ] [ ]
[:] Unido Estavel E] Vidvo [:] Ignorado
DDoadOrde sangue Data lltimadoacdo Tiposanguineo Naturalidade (Cidade/UF)
Sim
[ Inso [ / /

Nivel de escolaridade
D Fundamental/Incompleto D Médio/Incompleto E] Superior/Incompleto I:] Pos-Graduagao/Incompleto
(] Fundamental/Completo ] Médio/Completo (] Superior/Completo [ Pés-Graduagiio/Completn

Resp. pelodomicilio Relagdo com o responsavel pelo domicilio

Sim [) canjuge [ ] Conjuge (mesmosexo) [ ) Metofa) [ | Pensionista [_| Filho(a) [ ] Enteadofa) [ ] Agregado(a)
D Nao D PaifMée [:I Cénjuge consanguines D Bisneto(a) EI Sogra(a) [:l Avd(B) D Genro/Nora D Convivente
Chédeervas
D Nunca D Regular ( )2x/Semana ( )3x/Semana ( )<4x/Semana ( )5xoumais/Semana
[ ] exporadico [ ] Frequente ( )2/Dia ( )3x/Dia ( )4xoumais/Dia
Tabagista Aquantos anos? Quantidade/dia? Aquantos anos parou?

Ti
D Sim E?glgarm E] Narguilé E] Charuto
[ ) nao (] cachimbo ] Palheiro  [_] Cigarrilha

Consumo de dlcool (em anos) Chimarrao
[ ] Nunca [_] Moderado {3 Soeitne [ ] Nunca [] regular ( )2x/Semana ( )3x/Semana ( )4x/Semana ( )Sxoumais/Semana
[ Baixo e doceitionn [ o G e (] exporédico (] Frequente ( )2ypia ( )3wDia ( )axoumais/Dia
Quantas vezes por semana vocé ingere (0a 7 vezes): Tipode gordura utikzada
D Frutas vl'z'_;;::: € D Industrializades D \:.:I';I;nnZIha D Churrasco D Embutidos D Doces D Frituras
Se expdem ao sol? Usa protetor solar? )
E] Exporadicamente D 2x/Semana E] 3x/Semana D Todos os dias ) Esﬂc&dsﬁlm] mﬂ,ﬂ%mmmwmm
D 4x/Semana [:l S5x oumais/Semana D gg:ﬁs:ﬁ:iﬂgs [:I ﬁggﬂﬁgmﬂ
Média de horas de sono %alidade dosono Religio: [ ] Rendamensal.
pordiaemumasemana: Satisfatéria ’ (individual)
(] 1nsatisfatéria
Sofredestress?  Jabuscou/recebeu | Jafoivacinadop/hepatite?  Jateve hepatiteviral?  Possui o virus da hepatite?
Sim N&o sel Mento« Sim N&o sel Sim N&o sel Sim N&o sel

Jsm [] tratamento? Lsm [] sm (] Osm (]

(] nao () sim [ nae [J nao (] nao () nae
JafoivacinadoparaHPV?  JateveHPV?  Jafoi diagnosticado com:
[ sim [ sim [] clicemiaElevada [ ColesterolElevado  Outros transtormos mentais.
E] Nao E] Nao E] Tireoide D Depressdo ]
[ ] ngosei [] ngosei [] Hipertenszo [ piabetes

Fazoufezusodealgumadrogailicita?  Sesim, quaisdrogas? ]

[Jsim []nge

Por quanto Haquantotempo  Qualafrequéncia de uso?

? ? ; -
gEpo? parou? Ooes [ Quusetodosoadas [ fpondeanene U quasenenee, Dl
[ J{ J

Fonte: SYSGEO, 2018.



Anexo C — Formulario de entrevista

No caso de trabalhar na agricultura:
D Trabalha no préprio imavel D Qutro imdvel, Desaeva:[

Atividades anteriores Anos
Cancer Em qual parte do corpoj/tipo? Queidadetinhano  Jafez Jafez Jafezcirurgia
Jateve/tem? diagnéstico quimioterapia?  radioterapia?  oncoldgica?
(Jsim (] Nae [ | D (Jsim [Jnae [Jsim [ Inade [ Jsim [ N&o
Cancer na familia: Idade do Foia Gbita No caso de homens: ]
Parentesco Localdo corpo diagndstico  Metdstase peiocancer? | | J3 realizou exame de préstata?
Chjuge I 1 [ 1 Osim [(nse  [Jsim [ngo | | (] sim (] nao
12 grau (Pais/Fihos) si 5 si 50
! ) I } I J Csim Lo Lsim L Idadedo Quala
o) I | Osim Oveo [Jsim (o || 19exame? frequéncia?
oo Gl s [ ] Osm 0o Csm Do J ]
No caso de mulheres: Idadedo Quala | Idadedo Quala
Jarealizou exame preventivo 10 exame? frequéncia? Jarealizou 1°exame? uéncia?
decolode Etem? e mamografia? freg
[ sim []nao l ” l [Jsm [ Jn&o [ “ ]
Fez ou faz uso de contraceptivos orais? Esta na menopausa? Fez oufaz uso de terapia de reposigao hormonal?
[ sim []nao [ sim [ ]m&o [Jsim []nao
Se sim, ha quanto tempo utilizou/utiliza? | Sesim, em queidadeiniciou? | Sesim, ha quantotempo utilizou/utiliza?

Fonte: SYSGEO, 2018.
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Anexo D — Formulario de entrevista

Faz uso de algum medicamento continuo?  Sesim, qual medicamento? |

[(Jsim []n&o

Por quanto Haguantotempo Qualafrequéncia de uso?

tempo? parou? DTodos DQuasehodososdias DEspuradicammte DQuasenunca DNunca

osdias {5 a6 vezes porsemana) {3 a4vezesporsamana) {1a 2 vezes parsemana) 1%"'&%"05
I ‘ Obs.:[
Atividades Fisicas
Esporte Madalidade Hd quantosanos  Frequéncia
Futebol [ Atleta [_] Amador D { JNunca ( )Esporddico ( )2x/Semana ( )3x/Semana ( )4x/Semana ( )S5xoumais/Semana
Natacso [ | Ateta [ ] Amador D { JNunca ( )Espordico ( )2x/Semana ( )3x/Semana ( )4x/Semana ( )S5xoumais/Semana
Bicideta D.N.Ieta D.Amador D { )Nunca ( )Esporddico ( )2x/Semana ( )3x/Semana ( )4x/Semana [ )5xoumais/Semana
Caminhada DAI.Ieta D.ﬂumadar D { JNunca ( )Esporddico ( )2x/Semana ( )3x/Semana ( )4x/Semana ( )Sxoumais/Semana
Volei E]hdeta DAmadur D { JNunca ( )Esporddico ( )2x/Semana ( )3x/Semana ( )4x/Semana ( )Sxoumais/Semana
Corrida E]Aﬂe‘ta DAmadur D { JMunca ( )Esporddico ( )2x/Semana ( )3x/Semana ( )4x/Semana ( )Sxoumais/Semana
Bocha ijeta [:]Amadur B { JNunca ( )Esporddico ( )2x/Semama ( )3x/Semana ([ )%x/Semana ( )5xoumais/Semana
Boldo Dm:leta D.ﬂ.madnr [j { JMunca ( )Esporddico ( )2x/Semana ( )3x/Semana ( )4x/Semana ( )S5xoumais/Semana
Danga Dﬁ.ﬂeta DAmadnr D { JNunca ( )Esporddico ( )2x/Semana ( )3x/Semana ( )4x/Semana ( )5xoumais/Semana
Academia Dﬂuﬂe’w DArnador D { JNunca ( )Esporadico ( )2ZxfSemana ( )3x/Semana ( )4x/Semana [ )5xoumais/Semana
Qutro (Cite) [:]Atle‘@ [:]Amador D ( JNunca ( )Esporadico ( )2x/Semana ( )3x/Semana ( )4x/Semana [ )5xoumais/Semana
Atividade laboral principal Horas/dia Haquantotempe?  FazusodeEPT? Quais EPIs? (Equipamento de protegio individual)
[:lSim []Nause

| | | i O e

Fonte: SYSGEO, 2018.
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Anexo E — Termo de consentimento livre esclarecido

s

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA REALIZACAO DE
TESTE GENETICO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRAGAO LATINO-AMERICANA

TITULO DO PROJETO: Estabelecimento do Perfil de Adoecimento Oncolégico da Populagio de
Missal

Este projeto pretende identificar mutagdes (alteragdes) génicas em pacientes ¢ em seus familiares com
suspeita da Sindrome Hereditiria de Ciincer, residentes em Missal ¢ assistidos pelo Sistema Unico de
Sadide.

Para participar da pesquisa, sera realizada a retirada de 10 ml de sangue por uma pungao de umaveia do
brago. O local da punglo pode apresentar leve dor ou inchago que regridem espontaneamente. No
laboratorio de pesquisa em Ciéncias Meédicas da Umiversidade Federal da Integragio Latino-
Americana, o sangue sera uhlizado para extragdo de DNA eanélises celulares e de genes relacionados ao
ciincer hereditirio que forem prevalentes na populagio de Missal. O matenial ficara estocado em freczer
por tempo indeterminado e nio serda dispombilizado para outras pesquisas sem sua prévia
autorizacio.

A sua wdentidade ¢ as informagbes obtidas durante a pesquisa serio confidenciais ¢ somente
membros da equipe terio acesso durante o processo, cntretanto, vocd niio € obrigado a continuar
miﬁpmdudupwjm:podcaqua]qwmnmmmﬂrpmqm os scus dados ndo fagam parte da
pesquisa. Também poderd requisitar, particularmente, seus dados referentes i andlise do seu DNA ¢
oricntagiio adicional, fornecidas pelo pesquisador. Ademais, nio haveri qualquer custo por vocé estar
participandodestetrabalho, portantoniohaverd nenhuma forma depagamento pela sua participagiio.

Assim, declaro que fin esclarecido:

» Sobre as caracteristicas da Sindrome Hereditana do Céncer;

» Sobre a parantia de receber resposta a qualguer pergunta ou esclarecimento sobre procedimentos,
niscos, beneficios, limitagdes do teste genético, resultados do exame ao qual serei submetido, por
profissional habilitado;

+ Sobre a minha liberdade em retirar meu consentimento a gualquer momento, sem gue isso traga
prejuizo ac acompanhamento médico e continuidade do meu tratamento;

» Sobre o nio recebimento de nenhum tipo de remuneragio financeira;

# Sobre a seguranga de que minha identidade serd preservada, que todas as informagdes por mm
fornecidas serio confidenciais ¢ gque o DNA do meu sangue armazenado no laboratorio serd
utilizado apenas para este projeto;

Concordo em participar deste estudo.

Foz do lguagu, de de

Nome do paciente:

Local de Nascimento: - - __Data de mascimento: [ [
Enderego:

Cadade: Estadoo0 @ Fome:

Assinatura do paciente ou responsavel:
Assinatura do pesquisador responsavel:
Fone paracontato: (45)3529-2761

Fonte: UNILA, 2018.
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