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RESUMO

As neoplasias malignas são atualmente uma das principais causas de mortalidade no Bra-
sil e no mundo. Sua alta incidência está fortemente ligada a hábitos e estilos de vida que
atuam como fatores de risco para o desenvolvimento do câncer. O município de Missal,
localizado no oeste do Paraná-Brasil, representa com destaque essa realidade, pois nos
últimos anos uma análise comparativa de seus indicadores de assistência oncológica am-
bulatorial  e  hospitalar,  bem como de taxas de mortalidade,  apontou valores  elevados
quando comparados às populações vizinhas. Variantes germinativas do gene CDH1 estão
relacionadas ao câncer gástrico, câncer de mama e outros tumores não gástricos.  Nesse
contexto, esta pesquisa teve como objetivo investigar alterações no gene CDH1 por meio
de sequenciamento capilar em pacientes oncológicos residentes no município de Missal.
Este estudo incluiu 33 pacientes oncológicos não aparentados com diagnóstico de câncer
gástrico, de mama, colorretal e pancreático. Os éxons 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 14 e 15 fo-
ram triados, incluindo regiões intrônicas adjacentes aos éxons, permitindo a identificação
de possíveis mutações em sítios de splicing. Também foram analisados fatores de risco
associados ao adoecimento oncológico como: idade do diagnóstico, hábitos de consumo
alimentar, uso de álcool e tabaco, uso de anticoncepcional e terapia de reposição hormo-
nal e sobrepeso. No total, foram identificadas 3 variantes germinativas, duas missense (c.
1849G>A e c.1936A>G) e uma mutação sinônima (c.462A>G). Nenhuma variante germi-
nativa patogênica do gene CDH1 foi identificada na população do estudo. Ainda, as análi-
ses estatísticas mostraram que a população amostrada possui histórico familiar de câncer,
idade média do diagnóstico oncológico inferior ao da idade média brasileira e fatores de
riscos significativos para o adoecimento oncológico.

Palavras-chave: variantes germinativas; câncer gástrico; câncer 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
Paraná-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. INTRODUÇÃO

As neoplasias malignas são hoje uma das principais causas de mortalidade no Bra-

sil e no mundo. Sua alta incidência possui forte ligação com hábitos e estilos de vida que

atuam como fatores de risco para o desenvolvimento do câncer. O município de Missal,

localizado no oeste paranaense, representa de forma proeminente essa realidade, uma

vez que nos últimos anos uma análise comparativa de seus indicadores de produção am-

bulatorial e hospitalar para tratamento oncológico, bem como as taxas de mortalidade, in-

dicaram valores elevados quando comparados a populações vizinhas. Dados levantados

pela Secretaria Municipal de Saúde do município apontavam que para o ano 2016, o cân-

cer era a segunda maior causa de óbito da região, estando os canceres de trato gastroin-

testinal e mama.

Variantes germinativas do gene CDH1 foram identificadas pela primeira vez em fa-

mílias com câncer gástrico difuso hereditário (HDGC), porém estudos posteriores revela-

ram que esta predisposição também se estende ao câncer mama lobular e outros tumores

não gástricos, como câncer colorretal  e de pâncreas. Neste contexto, o objetivo desta

pesquisa foi investigar alterações no gene CDH1, em pacientes oncológicos residentes no

município de Missal (Guilford  et al., 1998; Massari  et al., 2021; Adib  et al., 2021), bem

como caracterizar hábitos da dieta/estilo de vida destes pacientes.

O conhecimento e a identificação dos genes envolvidos nos processos neoplásicos

é de suma importância uma vez que permite uma melhor compreensão da doença e traz

novos aportes informacionais que podem contribuir  com o fechamento do diagnóstico,

com a forma de tratamento e garantir um melhor prognóstico. 

1.1. Referencial teórico
1.1.1. Missal

Missal é um município localizado na região sul do Brasil e ao oeste do estado do

Paraná que foi colonizado durante a década de 60 por imigrantes católicos de origem ale-

mã, os quais estavam previamente estabelecidos no estado do Rio Grande do Sul. Em

meados da década de 1980, somente com a dissolução de Medianeira, Missal foi oficial -

mente reconhecido como município. De acordo com o último censo, possui uma popula-

ção de 11.064 habitantes e suas principais atividades econômicas são a agricultura e a

pecuária (IBGE, 2022; Prefeitura de Missal, 2017).
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Nos últimos anos o município apresentou um aumento no reporte de registros rela-

cionados a procedimentos oncológicos, que podem se encontrar ligados ao estilo de vida

da população e o ambiente em que essa está inserida uma vez que as principais fontes

econômicas podem atuar como fatores de influência. Conforme dados da Rede de Assis-

tência à Saúde, disponibilizados pelo TABNET (DATASUS), é observado que as neoplasi-

as assumem a segunda posição tanto em termos de pacientes ambulatoriais quanto de in-

ternações, ficando apenas atrás das doenças respiratórias. Quanto aos registros de mor-

talidade, constata-se que os tumores ocupam o segundo lugar, correspondendo a 21% do

total, enquanto as doenças do aparelho circulatório lideram as estatísticas de óbitos. No

que concerne à distribuição por faixa etária, a incidência de tumores predomina principal-

mente entre indivíduos com idades entre 50 e 64 anos, seguidos pelo grupo etário de 20 a

49 anos.

1.1.2. Câncer: dados epidemiológicos 

Câncer é a segunda principal causa de óbitos no mundo, atingindo países em to-

dos os níveis socioeconômicos, sendo responsável por quase 10 milhões de mortes no

ano de 2020. Com relação ao número de diagnósticos, 19,3 milhões de novos casos de

câncer foram diagnosticados a nível mundial no ano de 2020 e estima-se que esse núme-

ro cresça na medida em que as populações envelhecem, se expandem e adotam novos

comportamentos em seu estilo de vida que elevam o risco de desenvolvimento canceríge-

no. Os tipos de câncer mais diagnosticados a nível mundial são responsáveis por 60% do

total de novos casos, dentre eles, encontram-se o câncer de pulmão (2,2 milhões de ca-

sos); câncer de mama (2,3 milhões de casos); câncer colorretal (1,9 milhão de casos);

câncer de próstata (1,4 milhão de casos); e câncer de estômago (1,1 milhão de casos)

(INCA, 2022; Ferlay et al., 2021).

Dentre os tipos de cânceres com maior incidência em nível global, o câncer gástri-

co se encontra como a quarta principal causa de morte por câncer em ambos os sexos,

com maior prevalência no sexo masculino (Yang et al., 2023; Sung et al., 2021). Em torno

de um milhão de casos são diagnosticados a cada ano em todo o mundo, sendo o 5º cân-

cer mais diagnosticado e o 7º em prevalência. Sua incidência é altamente variável, uma

vez que fatores externos como localização geográfica e cultura estão intimamente ligados

ao seu desenvolvimento. Encontram-se maiores taxas de prevalência na Ásia Oriental e

Central e na América Latina, enquanto a África se destaca como região onde as taxas
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possuem valores reduzidos quando em comparação com outras regiões (Rawla & Bar-

souk, 2019; Zhao et al., 2023).

No Brasil, a incidência de casos de cânceres relacionados ao trato gastrointestinal

compreende grande parte das neoplasias notificadas no país até o presente momento. De

acordo com dados disponibilizados pelo INCA em 2021, em homens, foram notificados

309.750 novos casos de câncer, sendo que, dentre eles o câncer localizado na cavidade

oral representa 5,0% (11.200 casos); câncer de esôfago 3,9% (8.690 casos); câncer de

estômago 5,9% (13.360 casos); e câncer de cólon e reto 9,1% (20.540 casos). Nas mu-

lheres foram notificados 316.280 novos casos, sendo o câncer de cólon e reto 9,2% des-

ses (20.470 casos); e o câncer de estômago 3,5% (7.870 casos).

Ainda, o relatório disponibilizado contendo as estimativas para 2023 apontam que

704 mil novos casos de câncer serão diagnosticados, sendo que, para os homens os tipos

mais frequentes de adoecimento oncológico em novos casos serão dados por câncer de

pele não melanoma, com 102 mil casos; câncer de próstata, com 72 mil casos; câncer de

cólon e reto, com 22 mil casos; câncer de pulmão, com 18 mil casos; câncer de estôma-

go, com 13 mil casos; e cavidade oral, com 11 mil novos casos. Já para as mulheres, as

estimativas mostram que devem ser notificados como principais responsáveis pelos novos

casos os cânceres de pele não melanoma, com 118 mil casos; mama, com 74 mil casos;

cólon e reto, com 24 mil casos; colo do útero, com 17 mil casos; pulmão, com 15 mil ca-

sos; e tireoide, com 14 mil novos casos (INCA, 2022).

Segundo a distribuição geográfica de casos no país, as regiões sul e sudeste con-

centram cerca de 70% da incidência dos novos casos. Para o ano de 2023 no estado do

Paraná estima-se a notificação de 36,9 mil casos de câncer por ano, totalizando 110 mil

novos diagnósticos. Segundo a localização primária da neoplasia maligna, e considerando

a incidência por 100 mil habitantes, o câncer de mama feminino aparece em primeiro lu-

gar com 3.650 novos casos. Já dentre os cânceres relacionados ao trato gastrointestinal,

o câncer de cólon e reto aparece em 3º lugar com 2.560 novos casos; câncer de estôma-

go em 5º lugar com 1.350 casos e câncer de pâncreas em 14º lugar com a estimativa de

830 novos casos. Estas estimativas revelam aumento da incidência de cânceres do trato

gastrointestinal no estado do Paraná, quando comparada aos demais estados do país.

Ainda, relatórios anteriores já traziam informações sobre altas taxas de câncer diagnosti-

cadas no estado, sendo que entre os anos 2014 e 218, 32,5 mil novos casos de câncer

foram notificados anualmente no estado (INCA, 2021; INCA, 2022).
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1.1.3. Câncer: etiologia e patogênese 

Câncer é a terminologia genérica aplicada a um conjunto de mais de 100 doenças

que tem em comum o crescimento desordenado de células com capacidade invasiva que

surgem como resultado de uma série de mutações somáticas, que podem ou não, ter uma

predisposição herdada associada (Strachan &Read, 2013).

A origem dos tumores malignos em humanos é um processo de múltiplas etapas

caracterizado pelo acúmulo de alterações genéticas que impulsionam, de forma progressi-

va, a transformação de células saudáveis em derivados altamente malignos. Além da in-

vasividade, as células neoplásicas precisam adquirir as seguintes capacitações básicas

para se tornarem cancerosas (Figura 1): sustentar a sinalização proliferativa; evitar su-

pressores de crescimento; resistir à morte celular; adquirir imortalidade replicativa; induzir

angiogênese; reprogramar o metabolismo energético e evitar a destruição imunológica.

Esse processo de tumorigênese é retroalimentado pelo acúmulo de danos no DNA, levan-

do a instabilidade genômica e estresse mitótico (Hanahan & Weinberg, 2000; Hanahan &

Weinberg, 2011; Strachan & Read, 2013; Matthews et al., 2022).

Figura 1. Características relacionadas ao desenvolvimento do câncer

Fonte: Modificado de Hanahan & Weinberg, 2011.
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Os oncogenes e os genes supressores tumorais são os principais alvos de muta-

ções significativas com potencial cancerígeno. Isto acontece porque estes genes normal-

mente desempenham papéis fundamentais na manutenção do equilíbrio fisiológico celu-

lar. Os oncogenes ERBB2 (HER2), RAS, BRAF e MYC, se destacam por estarem envolvi-

dos na tumorigênese dos cânceres mais frequentes na população, tais como mama, ová-

rio, gástrico, pulmão 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 mutações genéticas, mudanças herdáveis ou adquiridas em nível de ex-

pressão gênica também podem ser  responsáveis pelo desenvolvimento de neoplasias

malignas, sendo estas, chamadas de alterações epigenéticas. Tais alterações persistem

na expressão genética resultando em mudanças na estrutura da cromatina sem que haja

modificação na sequência de DNA da célula. A geração e disponibilidade em larga escala

de dados epigenéticos de todo o genoma ampliou o leque investigativo das doenças em

nível molecular, tais como os papéis dos mecanismos de metilação do DNA no desenvol-

vimento do câncer. Genes supressores tumorais são muitas vezes silenciados epigeneti-

camente por metilação (Strachan & Read, 2013; Dmitrijeva et al., 2018; Campagna et al.,

2021; Pérez et al., 2022).

Os cânceres do trato gastrointestinal são doenças consideradas heterogêneas e

são resultantes de um longo e múltiplo processo de acumulação gradual de alterações a

nível genético e epigenético, levando à desregulação das vias oncogênicas e supressoras

de tumor. Grande parte das neoplasias gástricas são do tipo adenocarcinomas, ou seja,

lesões em que as células tumorais crescem em um padrão glandular. Estas podem ser

decompostas em dois tipos, de acordo com a classificação histomorfológica de Lauren:

forma difusa e forma intestinal. Os tumores difusos são formados por lesões pouco dife-

renciadas e infiltrativas que não demonstram evidências de formações glandulares. Den-

tre as duas formas apresentadas, a primeira encontra-se mais associada com a hereditari-

edade (Molina Castro et al., 2017; Cerrato-Izaguirre 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 início destas uma gastrite crônica que progride

para atrofia da mucosa e posteriormente para metaplasia intestinal, displasia e carcinoma

com subsequente metástase. Estudos apontam a participação 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 cânceres gastrointestinais são doenças multifatoriais que possuem influência di-

reta com fatores ambientais, demográficos e genéticos. Alguns desses fatores de risco

são considerados não modificáveis, enquanto outros são tidos como fatores potenciais

(Karimi et al., 2014). 

Os principais fatores de risco modificáveis são os associados ao estilo de vida ina-

dequado, como sedentarismo, obesidade, uso de álcool e tabagismo, onde o risco au-

menta de acordo com a quantidade consumida; dietas ricas em sal e carne vermelha e

processada, infecções por microrganismos como a bactéria H. Pylori e o vírus Epstein-Bar

e exposição química, como trabalhos com processamento de metais. Entre os fatores de

risco não modificáveis destacam-se a idade avançada do paciente, sendo a faixa etária

média de diagnósticos de aproximadamente 70 anos; o sexo, uma vez que homens pos-

suem uma maior taxa de incidência da doença; e as características hereditárias, principal -

mente a presença de variantes patogênicas germinativas, muito comuns nas Síndromes

Hereditárias do Câncer (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. Câncer gástrico hereditário

O desenvolvimento do câncer gástrico na maior parte das vezes é esporádico, en-

tretanto,  1 a 3% corresponde aos casos caracterizados pela Síndrome Hereditária  de

Câncer Gástrico (Guindalini et al., 2019). De acordo com Lancaster et al., 2015, uma sín-

drome hereditária de câncer ocorre em indivíduos possuintes de predisposições genéticas

para determinados tipos de câncer, o que pode levar os mesmos ao desenvolvimento pre-

coce da doença em decorrência da herança de mutações patogênicas de linha germinati-

va em um ou mais genes. A maior parte das síndromes hereditárias ocorre de forma au-

tossômica dominante.

Nesse contexto, o câncer gástrico difuso (Diffuse gastric cancer- DGC) é o tipo de

câncer  mais bem caracterizado e muito  frequente em heranças familiares.  O mesmo,

compreende um adenocarcinoma pouco diferenciado que se infiltra na parede do estôma-

go fazendo com que ali haja um espessamento, sem formar uma massa distinta. O DGC,

possui uma característica única marcada pelo aparecimento histológico de focos de célu-
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las tidas como anel de sinete. Em famílias onde há dois ou mais casos da doença difusa

em parentes de primeiro ou segundo grau, utiliza-se o termo Câncer Gástrico Difuso He-

reditário (Hereditary diffuse gastric cancer- HDGC), ou Síndrome Hereditária de Câncer

Gástrico. Na maioria destas, observa-se o aparecimento de um caso de câncer gástrico

difuso diagnosticado antes dos 40 anos de idade e um ou mais casos de câncer 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 etária média de início do HDCG é de 38 anos, poden-

do variar entre e dentro das famílias. Nos estágios iniciais da doença, os sintomas são

inespecíficos, sendo os mesmos geralmente detectados pelo indivíduo ou pelos profissio-

nais de saúde quando a doença se encontra em estágio avançado. Na fase tardia, os sin-

tomas incluem dor abdominal, náusea, vômito, disfagia, plenitude pós-prandial, perda de

apetite e perda de peso. Em fase metastática, pode-se haver aumento do fígado, icterícia,

ascite, nódulos cutâneos e fraturas (Kaurah & Huntsman, 2018; Kole et al., 2022; Lim et

al., 2023).

1.1.6. Câncer gástrico hereditário e o gene CDH1

Cerca de 30% dos casos de HDCG está relacionada com mutações germinativas

no gene CDH1, um supressor tumoral que codifica a proteína E-caderina. Tal gene possui

por volta de 100KB e se localiza no braço curto do cromossomo 16q22, compreendendo

16 éxons e 15 íntrons (Hansford et al., 2015; Oliveira et al., 2006). A proteína codificada

por ele, a E-caderina, é integrante da família das caderinas, que consiste em um grupo de

glicoproteínas que realizam a mediação da adesão célula-célula dependente de cálcio,

expressa em tecidos epiteliais. Os 16 éxons do gene da E-caderina codificam um peptí-

deo de sinal de 27 aminoácidos, um peptídeo precursor de 154 aminoácidos e uma proteí-

na madura de 728 aminoácidos (Figura 2).

Figura 2. Estrutura da proteína E-caderina

Fonte: Oliveira et al., 2006.
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Quando madura a E-caderina possuí três domínios distintos, sendo eles um domí-

nio extracelular, um domínio transmembranar e um domínio citoplasmático, os quais a ca-

pacitam para  interagir  com outras  proteínas e realizar  processos relacionados com a

membrana plasmática da célula. Sua função adesiva é resultado da interação ocorrente

entre seu domínio citoplasmático 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 adesão célula a célula por meio da E-caderina,

formando o complexo caderina/catenina (Figura 3). Adiante, a B-catenina possuí uma im-

portante interação com a proteína supressora de tumor APC, o que a torna uma das pe-

ças-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

Fonte: Guindalini, 2016.

Em tecidos adultos, a E-caderina auxilia na manutenção da homeostase do epi-

télio e transpõe sinais do meio extracelular para o núcleo para possíveis alterações na

expressão do gene (Luo et al., 2018; Kole 2022). Sendo assim, as mutações encontra-

das na proteína E-caderina, em sua maioria, são do tipo truncadas. Isso faz com que o

gene produza uma proteína anormalmente curta e não funcional, muitas vezes resultan-
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do na perda completa da mesma devido ao desenvolvimento de códons de parada pre-

maturos. 

A deficiência de E-caderina leva a perda de função em diversos processos celu-

lares e pode comprometer a capacidade de sobrevivência das células, sua redução ou

ausência foi detectada em diversos tipos de câncer. Juntamente com as mutações no

gene CDH1 e alterações genéticas e epigenéticas na glicoproteína, ocorre a ruptura do

complexo formado entre caderina e catenina, complexo caderina-catenina, que é essen-

cial para processos celulares ligados à adesão, resultando então em um aumento da

motilidade celular seguido de um decesso na morfologia epitelial e consecutivo aumento

da invasividade tumoral por meio da transição epitelial-mesenquimal, onde uma célula

perde sua capacidade de adesão e sua polaridade apical. Essa condição é correlativa

com estágio avançado e mau prognóstico da doença (Figura 4) (Gall & Frampton, 2013;

Corso et al., 2014; Shenoy, 2019; Cosma et al., 2022).

Figura 4. Desenvolvimento de câncer gástrico

Fonte: Corso et al., 2014. 

De acordo com Shenoy, 2019, a herança presente no HDGC é do tipo autossômica

dominante, sendo a suscetibilidade a doença condicionada a herança de ao menos uma

cópia da variante patogênica. Entretanto, nos casos de HDGC, ambos os alelos do gene

CDH1 devem ser silenciados para a perda da proteína E-caderina. Estudos mostram que
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o segundo alelo é silenciado por meio de hipermetilação do sítio promotor de CDH1, re-

sultando em perda da heterozigosidade, mutações somáticas e silenciamento epigenético.

Portanto, o desenvolvimento e a progressão do HDCG se encontram pautados em um

processo com vários estágios, 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 tumorigênese (Luo et al,.2018).

Um ponto importante a se considerar em relação a estrutura da E-caderina é que

o domínio citoplasmático tende a apresentar um acúmulo de mutações. Essa estrutura em

específico desempenha um papel fundamental na proteína, pois dá suporte a montagem

do complexo de cateninas que fornecem a ancoragem ao citoesqueleto de actina para re-

alizar a adesão célula a célula. Sendo assim, essa região configura um ponto vulnerável e

as mutações ali presente conferem danos que podem levar a perda total da função protei-

ca (Melo et al., 2017).

1.1.7. Câncer de mama hereditário e o gene CDH1

Estudos envolvendo o papel E-caderina em outros tipos de câncer demonstram

que mutações na proteína levam a redução de sua expressão em cânceres de pele, cabe-

ça, pulmão, mama, tireoide, cólon e ovário (Wijnhoven et al., 2000).

De acordo com Hansford 2015, a penetrância das mutações germinativas descritas

para o gene CDH1 é alta e está diretamente relacionada com aumento do risco de câncer

gástrico e câncer de mama. Uma sequência de eventos está ligada a perda da expressão

da proteína em tumores gástricos e de mama que ocorrem de forma somática, como mu-

tações somáticas pontuais, perda de heterozigosidade, hipermetilação do promotor e re-

pressão da transcrição proteica (Corso et al., 2020; Silva Carvalho et al., 2020; Massari et

al., 2021) (Figura 5).

A função regular da E-caderina no câncer de mama é de inibição de metástase.

Porém, diante da inativação somática da proteína, se apresentam padrões agressivos de

câncer com invasão linfovascular e metástase, sendo um evento precoce no câncer de

mama lobular in situ e um precursor do câncer de mama lobular invasivo (Liu et al., 2017;

Yang et al., 2018). Nesse contexto, mutações no gene CDH1, inativadoras de E-caderina,

tem sido frequentemente descritas em casos de câncer de mama, principalmente em ca-

sos em que o câncer se torna invasivo (Corso et al., 2018).

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

expressão da E-caderina em casos de tumores não gástricos. Entretanto, mutações do
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gene podem atuar  diretamente  na ligação de moléculas  a sequências  específicas  de

DNA, reprimindo a transcrição da proteína e ativando genes mesenquimais que promo-

vem a transição epitelial-mesenquimal e levam a perda da adesão celular (Liu et al., 2014;

Lamouille et al., 2014; Massari et al., 2021).

Atualmente a literatura atribui que o risco de câncer de mama para mulheres por-

tadoras de mutação no CDH1 é de 42% e que metade dos casos diagnosticados como

carcinomas lobulares invasivos, possuem ligação com mutações no gene CDH1 seguida

da perda adicional de heterozigosidade da proteína em seu locus cromossômico, sendo

esses os dois fatores determinantes para disfunção proteica e perda de expressão (Hans-

ford, 2015; Hanby & Hughes, 2008; Yang et al., 2018; Silva Carvalho, 2020; Corso et al.,

2020; Adib et al., 2021).

Figura 5. Consequências da inativação da proteína E-caderina

Fonte: Adaptado de Corso et al., 2020.

1.1.8. Mutações germinativas identificadas no gene CDH1

Grande parte das mutações presentes no gene CDH1 não possuem seu significa-

do clínico totalmente elucidado. Entretanto, muitas dessas mutações se apresentam como

truncadas, levando a perda completa da proteína codificada pelo gene devido a ocorrên-

cia de códons de parada prematuros (Shenoy, 2017). As alterações genéticas se encon-
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tram espalhadas por todo gene, onde também se destacam as alterações do tipo missen-

se, que levam a substituição de um aminoácido e desencadeiam a perda parcial da fun-

ção proteica (Melo et al., 2017; Corso et al., 2018; Corso et al., 2023). A figura 6 destaca

as principais regiões onde ocorrem mutações com significância clínica descritas para a E-

caderina.

Figura 6. Estrutura da E-caderina evidenciando pontos mutacionais

Fonte: Oliveira, 2006.

Em 1998, Guilford et al., identificaram a primeira associação genética entre muta-

ções de linha germinativa no gene CDH1 e síndrome hereditária em três famílias na Nova

Zelândia por meio de análise de ligação. Desde então, mais de 122 variantes patogênicas

germinativas já foram identificadas para o CDH1 em todo o mundo. Destas, em 4% dos

casos estudados trata-se de grandes deleções e em 30% trata-se de alterações missense

encontradas em regiões de alta incidência de adenocarcinoma gástrico, tais como o leste

asiático e a América Latina (Hansford et al., 2015; Cerrato-Izaguirre et al., 2022).

Na América do Sul, 46 variantes germinativas já foram descritas e o Brasil é o país

com o maior número de variantes relatadas. No Chile foram identificadas 11 variantes:

(c.285C>A;  c.197A>C;  c.48þ6C>T;  c.88C>A;  c.531þ10G>C;  c.1272A>T;  c.1531C>T;

c.1893A>T; c.2052C>T; c.2076T>C e  c.2253C>T), na Colômbia foram identificadas duas

variantes:  (c.2245C>T;  c.1913G>A);  na  Argentina foi  identificada apenas uma variante

germinativa:  (c.1913G>A);  no  Brasil  foram  identificadas  30:  (c.48þ6C>T;  c.49-59G>T;

c.163þ57G>A; c.163þ59G>C; c.313T>A; c.324A>G; c.345G>A; c.387G>T; c.387þ27C>T;

c.388-44G>A;  c.531þ10G>C;  c.532-18C>T;  c.833-16C>G;  c.1676G>A;  c.1806C>A;

c.1849G>A;  c.1896C>T;  c.1937e13T>C;  c.2076T>C;  c.2164þ16InsA;  c.2253C>T;

c.2439þ10C>T; c.2439þ56T>G; c.2634C>T; c.160C>A; c.347GInsGA; c.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.347GlnsGA) (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-Izaguirre et al., 2022).

Conforme observado, o Brasil e o Chile são os países que geram mais dados ge-

néticos relacionados ao cenário mutacional dos adenocarcinomas gástricos. Nos demais

países da América Latina a escassez destas informações dificulta a implementação de

programas clínicos envolvendo medicina de precisão e manejo de grupos familiares com

necessidade de aconselhamento genético (Corso et al. 2011; Guindalini et al. 2014; Cer-

rato-Izaguirre et al., 2022).

1.1.9. Rastreamento molecular e manejo clínico para portadores de mutação germi-
nativa em CDH1

Em casos de HDGC e outras síndromes hereditárias é adotado como parecer clíni-

co primordial o teste genético de linha germinativa, uma ferramenta clínica que possibilita

a identificação de síndromes de predisposição ao câncer ou indivíduos com alto risco de

desenvolver câncer gástrico (Slavin et al., 2019).

A identificação de mutações patogênicas no genoma do indivíduo pode ser utilizada

para avaliações de risco, gestão e vigilância da doença e terapias profiláticas acerca do

HDGC (Fewings et al., 2018). A penetrância das mutações germinativas no gene CDH1 é

alta, e o risco de desenvolvimento de HDGC para indivíduos nascidos com uma mutação

patogênica no gene CDH1 é de cerca de 70%, podendo essa possibilidade permanecer

até os 80 anos de idade. Esse fato destaca a importância de identificar indivíduos porta-

dores de mutações para que estratégias de rastreamento molecular sejam empregadas

corretamente para que seja feito o manejo clínico 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 avaliação do risco de desenvolvimento de HDGC em famílias a partir de testes

para averiguar a existência de mutações de linha germinativa no gene CDH1. Os testes

devem ser oferecidos a qualquer indivíduo ou núcleo familiar que cumpram os seguintes

critérios: família com dois ou mais casos documentados de Câncer Gástrico, independen-

temente da idade, em parentes de primeiro e segundo grau, sendo um desses Câncer

Gástrico Difuso confirmado; histórico pessoal de Câncer Gástrico Difuso apresentado an-

tes dos 40 anos; antecedentes pessoais ou familiares de Câncer Gástrico Difuso e câncer

de mama lobular que foram diagnosticados antes dos 50 anos; indivíduo com diagnóstico
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de células em anel de sinete ou disseminação pagetóide das mesmas (Van Der Post et

al., 2019).

Atualmente, aos pacientes que preencham os critérios para avaliação de risco ela-

borados pela International GC Linkage Consortium e consentem em investigar a mutação

presente no  CDH1, são oferecidos testes de rastreamento e aconselhamento genético,

geralmente, com acompanhamento de uma equipe multidisciplinar. As análises genéticas

atribuídas buscam averiguar a existência de grandes e pequenas mutações, 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, indivíduos portadores de mutação no CDH1 são

orientados por um profissional habilitado a realizar a gastrectomia total profilática como

método preventivo, uma vez que, grande parte dos procedimentos endoscópicos isolados

não identificam a maioria das lesões precoces. Caso o paciente opte pela não realização

do procedimento, é recomendado vigilância endoscópica protocolada e acompanhamento

com patologistas. O mesmo também é recomendado a famílias nas quais a mutação ger-

minativa ainda não 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 últimos anos, o município de Missal/PR, na região oeste do estado do Paraná,

apresentou um acentuado aumento no número de registros nos procedimentos ambulató-

rias oncológicos, fazendo com que as neoplasias passassem a ocupar a segunda posição

no quadro de incidência populacional e mortalidade no município. As faixas etárias de 50-

64 anos, e de 20-29, destacam-se com maior prevalência quanto a presença (19,6%) e a

mortalidade (37,5%) por neoplasias.

Tendo em vista que o município fora colonizado, em sua maioria, descendentes de

alemães provenientes do Rio Grande do Sul, que é o estado brasileiro com o maior núme-

ro de cidades onde o câncer é a primeira causa de morte, o adoecimento oncológico nes-

sa população pode estar sendo influenciado de maneira significativa pela composição ge-

nética dos mesmos.

Considerando que variantes germinativas do gene CDH1 já foram e seguem sendo

identificadas em vários tipos de cânceres, inclusive em tumores não gástricos, o presente

projeto visou rastrear o gene CDH1 e caracterizar os hábitos da dieta/estilo de vida de pa-

cientes oncológicos portadores de câncer gastrointestinal e câncer e mama, residentes na
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cidade de Missal, de forma a contribuir com informações que possam ser utilizadas para a

elaboração e adoção de políticas de promoção da saúde, prevenção e detecção precoce.

1.3. Hipótese

• variantes patogênicas do gene CDH1 estão presentes na maioria dos casos popu-

lação em estudo;

• variantes patogênicas germinativas do gene CDH1 são responsáveis pelo adoeci-

mento oncológico da maioria dos pacientes com diagnóstico precoce da população em

estudo; e

• a população amostrada acometida por câncer mama no município de Missal/PR

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

Identificar e caracterizar mutações germinativas no gene CDH1 em pacientes onco-

lógicos portadores de câncer gastrointestinal e câncer de mama e, quando necessário,

seus familiares, residentes no Município de Missal-PR.

2.2. Específicos

• identificar  mutações germinativas do gene CDH1 em pacientes diagnosticados

com cânceres do sistema gastrointestinal e mama, por meio da técnica de sequenciamen-

to genético de Sanger;

• caracterizar os hábitos de vida e de exposição a fatores de risco na população em

estudo e correlacioná-los com os dados genéticos; e

• contribuir com informações sobre a influência do gene CDH1 no perfil de adoeci-

mento oncológico local, a fim de possibilitar o desenvolvimento de estratégias de preven-

ção condizentes com as necessidades da população.
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3. MATERIAL E MÉTODOS
3.1. Aspectos éticos

O presente projeto configurou-se como um dos objetivos propostos no Projeto “Es-

tabelecimento Do Perfil De Adoecimento Oncológico Da População De Missal/Pr” , desen-

volvido por meio de uma parceria entre a Universidade Federal  da Integração Latino-

Americana e a Prefeitura Municipal e a Secretaria de Saúde de Missal/PR. O mesmo foi

aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa (CEP)/ Comissão Nacional de Ética em Pes-

quisa (CONEP)/Plataforma Brasil, CAAE número 79421517.9.0000.0107 (Anexo 1).

3.2. Seleção dos grupos familiares e coleta de dados

Para o estudo, foram convidados a participar, de forma voluntária, os pacientes

com mais de 18 anos diagnosticados com câncer gastrointestinal e câncer de mama, resi-

dentes no município de Missal há três anos ou mais. Para participarem do rastreamento

genético, os pacientes passaram por uma entrevista com temáticas pré-estabelecidas e

padronizadas, onde responderam um questionário para obtenção de dados pessoais (ida-

de, raça, ancestralidade, nível de escolaridade, cidade em que mora, zona da cidade que

mora), questões relacionadas às condições de moradia, renda familiar, hábitos de vida

(hábitos de fumo, consumo de bebidas alcoólicas e prática regulares de exercício), e infor-

mações sobre possíveis exposições a agrotóxicos (Anexo 2).

Para enquadramento do paciente em câncer hereditário, considerou-se o histórico

familiar positivo para qualquer tipo de câncer, informado pelos pacientes nos questioná-

rios, considerando o grau de parentesco, excluindo familiares que não possuíam consan-

guinidade, como por exemplo, esposa, marido, cunhado etc.

A coleta de informações foi conduzida pela parceria entre o Laboratório de Pesqui-

sas em Ciências Médicas (LPCM) da UNILA e a Prefeitura Municipal de Missal, com a co-

laboração de agentes comunitários de saúde responsáveis pela aplicação direta de ques-

tionários 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 tópicos relevantes para a condução das entrevistas, incluindo a leitura de ma-

teriais informativos e simulações práticas. Os dados obtidos por meio dos questionários

foram compilados e estão 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 indivíduos que se enquadraram nos critérios previamente estabelecidos, foram

coletados 6 mL de sangue periférico, por punção venosa, em tubos estéreis identificados

contendo ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (50uL de EDTA (k3) a 15%), utilizando

agulhas e seringas descartáveis. Todas as amostras foram armazenadas em freezer -

20oC para posterior processamento e análise, no Laboratório de Pesquisa em Ciências

Médicas (LPCM) da UNILA.

3.3.2 Extração de DNA e quantificação 

Com o intuito de garantir o sigilo dos pacientes que participaram do estudo, todas

as amostras coletadas foram enumeradas para posterior utilização.

Para extração de DNA genômico foi utilizada a técnica de extração 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 extração de DNA em coluna

Fonte: Adaptado de Oliveira, 2005.

Para a etapa de lise das células sanguíneas foram pipetados 300µL 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 inversão e incubado por 5 minutos. Ao final do tempo de incubação,

as amostras foram submetidas a centrifugação, a 5000 RPM, por três 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 centrifugação, por 2 minutos. Após a

centrifugação, 20µL de Proteinase K e 180µL de LYS buffer foram adicionados às amos-

tras as quais foram homogeneizadas em agitador vórtex por 20 segundos e incubadas a

60°C por 30 minutos. A cada 5 minutos, as amostras foram homogeneizadas utilizando

agitador vórtex. Paralelamente a essa etapa de lise, o TE buffer (pH 8,0) foi incubado para

aquecimento a 70°C.

Após o tempo de incubação, foram adicionados  300µL de FX Buffer e 200µL de

etanol 98% às amostras que foram novamente homogeneizadas por inversão e centrifu-

gadas a 8000 RPM por 2 minutos. O conteúdo total foi transferido para uma coluna de ex-

tração contendo uma membrana de sílica acoplada a um tubo coletor e submetido a um

processo de lavagem utilizando 0,5 mL de WS buffer e centrifugação a 15000 RPM por 2

minutos. Após a centrifugação, o tubo coletor foi descartado e a coluna contendo a mem-

brana de sílica foi disposta em um novo tubo coletor. Este procedimento foi repetido por

mais duas vezes a fim de garantir a retirada de todos os resíduos e impurezas que poderi-

am vir a interferir no processo de PCR e garantir a concentração do DNA.

Após o processo de lavagem deu-se início ao processo de eluição. Nesta etapa as

colunas das amostras foram acopladas em um microtubo de 1,5 mL já previamente identi-

ficado e o DNA foi eluído com 200µL de TE buffer aquecido. Após 5 minutos de repouso,

as amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 15000 RPM. Ao final da centrifugação,

as colunas foram descartadas e o DNA extraído das amostras foi armazenado a -20ºC

para posterior análise de qualidade.

A quantificação e integridade do DNA extraído das amostras foi verificada em es-

pectrofotômetro NanoDrop (Thermo Scientific) com alíquotas de 1 µL. Para garantir a pu-

reza do DNA, foram avaliados os seguintes parâmetros de absorbância: A260/A230 ≥ 1,7

(Avaliar contaminação por sais, polissacarídeos e compostos orgânicos) e 260/A280 = 1,8

a 2,0 (Avaliar contaminação por proteínas). Além disso, a integridade da banda também

foi analisada por eletroforese padrão (com tampão Tris-Borato-EDTA 1X e corrida a 70 V

por 40 minutos) em gel de agarose 1% usando-se 2 μL DNA. A visualização do DNA no

gel, corado com BlueGreen, foi feita no fotodocumentador Loccus.

Todas as 33 amostras passaram pelo processo de extração de DNA. A confirmação

da concentração do DNA extraído foi realizada a partir da quantificação de concentração

de cada amostra, utilizando o espectrofotômetro NanoDrop, e por meio da corrida eletro-

forética em gel de agarose para confirmação da presença do DNA extraído. Conforme ob-

servado na tabela 1, todas as amostras apresentaram DNA em boa concentração, as

quais foram padronizadas na concentração de 10ng/μl.
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Tabela 1. Quantificação de DNA das amostras
Nº da amostra

 de DNA

[ ] de DNA (ng)
Nº da amostra

 de DNA

[ ] de DNA (ng)

1 23,5 73 19,4

4 12,9 77 20,7

16 11,9 79 19,9

17 16,7 80 41,6

21 11,6 81 13,5

23 21,7 94 13,9

25 30,4 99 25,6

45 25,0 102 39,1

49 17,6 108 54,0

53 15,2 109 27,2

54 17,0 127 39,0

57 19,7 130 19,1

62 24,9 132 21,4

63 16,6 133 24,4

64 14,3 179 39,6

66 15,6 180 27,6

71 27,6

Fonte: Bertim, 2023.

Após as análises de integridade e quantificação, as amostras ficaram armazenadas

em freezer -20ºC do banco de amostras do LPCM até o momento da amplificação das re-

giões de interesse.

3.3.3. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para amplificação das regiões de interesse do gene CDH1 foram utilizados 10 pa-

res de  primers conforme especificado na tabela 2. Os  primers elencados neste estudo

anelam em regiões que permitem o rastreamento de toda área de interesse dos exons 4,

5, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 14 e 15, inclusive regiões intrônicas próximas aos exons, permitindo

a identificação de possíveis mutações em sítios de splicing.

Todos os oligonucleotídeos foram selecionados a partir  do catálogo da  Thermo

Fisher Scientific por se ligarem em regiões do gene CDH1 que apresentam variantes ger-

minativas com significância clínica já descritas (Figura 8).
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Tabela 2. primers utilizados na amplificação das amostras

Fonte: Bertim, 2023.

Figura 8. Representação esquemática de anelamento dos primes no gene CDH1

Fonte: adaptado de Oliveira et al., 2006. 

Os dez pares de primers foram diluídos de acordo com instruções fornecidas pelo

fabricante (Apêndice A).

As reações de amplificação foram realizadas em termociclador Eppendorf– Mas-

tercycler Gradient, em reações com volume final de 15 μL contendo: 7,05μL de água ultra-

pura, 1,5μL de tampão 10X ((NH4)2SO4 2M, Tris-HCl 2M, MgCl2 1M e Tween 20 a 1%),
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3μL de dNTP a 2,5 mM, 0,6μL para cada primer, 0,15μL de Taq DNA Polimerase a 1U e

1,5 μL de DNA.

Para todas as reações de amplificação, o perfil de reação 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 extensão 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 ºC, para os primers 5, 8 e 11 foi

utilizada a temperatura de 57 ºC e para os primers 3 e 4 foi utilizada a temperatura de 60

ºC para anelamento. Essa variável foi baseada em uma análise de gradientes de tempe-

ratura realizada a fim de determinar o melhor pico de amplificação das amostras utilizando

os primers em questão.

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

tampão TBE (Tris-Borato-EDTA).  A migração dos fragmentos no gel foi realizada em cuba

horizontal com tampão TBE 1X a 130V por 40 minutos. Em cada poço no gel foram apli -

cados 2 μL de produto de PCR e 1 μL de Blue Green Loading Dye. Um marcador de peso

molecular 1 Kb DNA Ladder (Thermo Fisher) foi adicionado ao gel para permitir a confir-

mação, por comparação, do tamanho da banda amplificada. Após a corrida, as bandas fo-

ram visualizadas no transiluminador L-Pix Touch (Loccus). A figura 9 evidencia a confirma-

ção de amplificação dos primers 3 e 8.

Figura 9. Gel contendo a amplificação de amostras pelos primers 3 e 8

Fonte: Terencio, 2021. 
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3.3.4. Sequenciamento de DNA 
3.3.4.1. Purificação

Para o processo de purificação, foram adicionados 4μL da solução enzimática Exo-

Sap-IT™ (Applied Biosystems)  em um microtubo contendo 10μL do produto de PCR.

Após, as amostras foram colocadas em um termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler,

seguindo o seguinte protocolo: 37 °C por 30 minutos para a remoção de oligonucleotídeos

não utilizados; 15 minutos a 80 °C para inativar a ExoSap; e, por fim, 10°C por 1 minuto

para conservação das amostras.

3.3.4.2. Reação de sequenciamento

O sequenciamento das amostras foi realizado pelo método de Sanger et al.,1977,

utilizando terminadores marcados com fluorescência. Para as reações de sequenciamen-

to foi utilizado o kit Big Dye Terminator v3.1 (ThermoFisher), onde cada didesoxinucleotí-

deo é marcado com fluorescência que é captada pelo sequenciador automático ABI 3500

(Applied Biosystems).

As reações de sequenciamento foram feitas em placas com 96 poços para um vo-

lume final de 10 μL utilizando 2 μL de produto de PCR purificado, 2 μL de Big Dye Termi-

nator v3.1 Cycle, 2 μL de 5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems), 1 μL de cada pri-

mer em reações separadas e água em quantidade suficiente para completar o volume. A

ciclagem ocorreu no termociclador Applied Biosystems™ Veriti™, utilizando 30 ciclos de

temperatura. O perfil de reação 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 amplificação dos fragmentos por Rea-

ção em Cadeia da Polimerase (PCR).

O sequenciamento das amostras ocorreu de acordo com os procedimentos acima

descritos, gerando um arquivo final com 234 sequências. Vale ressaltar que apesar de to-

das as amostras gerarem produtos de amplificação para todos os primers, nem todas ge-

raram sequências com qualidade para serem incluídas na planilha de análises, provavel-

mente por problemas relacionados as etapas de sequenciamento, mais especificamente

na fase de desnaturação com formamida e/ou no momento da injeção devido a concentra-

ção inadequada de produto (em quantidade insuficiente ou excessiva) após a reação de

precipitação. Uma tabela especificando quais amostras geraram sequencias para cara par

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

tura dos primers sob as regiões de codificação alvo. 

3.3.4.3 Precipitação 

Após a reação de sequenciamento as amostras foram submetidas a um tratamento

de precipitação para eliminar resíduos de baixo peso molecular tais como sais, iniciadores

e dNTPs não incorporados durante a reação. Neste processo adicionou-se a cada poço

da placa 32,5 μL do mix EtOH/EDTA (2,5 μL 125mM EDTA + 30,0 μL de etanol 100%).

Após homogeneização em vórtex 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 inversão em papel toalha para retirada do excesso do mix de

precipitação e as placas foram submetidas a centrifugação na velocidade de 300 rpm por

1 minuto.

Após a centrifugação, 30 μL de etanol 70% foi adicionado em cada poço, 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. Após esta etapa, e para ga-

rantir a evaporação completa do etanol, as placas foram incubadas protegidas da luz em

um termociclador VeritiTM 96-Well Thermal Cycler por 15 minutos a 37°C. 

Em seguida seguiu-se o processo de desnaturação com a adição de 10 μL de for-

mamida Hi-DiTM em cada poço das amostras. Após homogeneização em vórtex, as placas

foram incubadas no termociclador a 95oC por 1 minuto. Por fim, as placas foram injetadas

em sequenciador automático de eletroforese capilar ABI 3500 (Genetic Analyzer, Applied

Biosystems), baseado no método de Sanger. 

3.4. Análise de dados 
3.4.1. Edição e alinhamento das sequências

Os eletroferogramas gerados no sequenciamento foram analisados no software de

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

realizado o trimming para remoção de bases ou fragmentos de baixa qualidade. Em se-

quência, de forma individualizada e utilizando o software Bioedit, as sequências foram ali-

nhadas  e  comparadas  com  a  sequência  referência  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 identificação e isolamento das alterações encontradas

que após confirmação de identidade de sequencias através do software online BLAST. A

nomenclatura das mutações encontradas basearam-se na sequência referência de cDNA

do gene CDH1 (Caderina 1- NM_004360.4) e foram classificadas de acordo com o tipo de

alteração genética, funcionalidade e frequência, utilizando os seguintes bancos de dados:

Arquivo Brasileiro Online de Mutações (ABRAOM); ClinVar; dbSNP; Leiden Open Variati-

on Database (LOVD); e The Human Gene Mutation Database (HGMD). Vale ressaltar que

a descrição das alterações se baseou nas recomendações da Human Genome Variation

Society (HGVS)(http://www.hgvs.org/), com numeração a partir da primeira posição do có-

don inicial de tradução. 

3.4.2. Análise in sílico das variantes

A predição de patogenicidade e demais efeitos da variante foi prevista utilizando a

ferramenta VEP (do inglês,  Variant Effect Predictor), disponível 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 alterações do nucleotídeo, incluindo: as consequências das vari-

antes na sequência de proteínas; quais genes e transcritos são afetados pela variante

analisada; e scores para predição do impacto funcional da variante em relação ao seu po-

tencial  danoso,  pelas ferramentas  SIFT (do inglês,  Sorting Intolerant From Tolerant)  e

PolyPhen (do inglês, Polymorphism Phenotyping).

O SIFT utiliza a ferramenta BLAST como auxílio para encontrar e alinhar sequên-

cias similares a indicada inicialmente na busca e cria uma matriz de valores de posição

dessas. A partir dessa matriz, é calculada a probabilidade de substituição e gerado um

score de 0 a 1 para classificar as variantes, sendo esse valor baseado em dois parâme-

tros: variante tolerada (se >0,05); e prejudicial (se ≤ 0,05).

A ferramenta  PolyPhen  também emprega um score, gerado com auxílio da ferra-

menta BLAST, que varia de 0 a 1 para classificar as variantes como benignas (se <0,9) ou

prejudiciais (se ≥0,9). No entanto, essa abordagem pode gerar resultados conflitantes ao

serem comparados com outras análises.

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
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3.4.3. Análise dos fatores de risco associados 

As análises de fatores de risco associados foram realizadas a partir das informa-

ções compiladas dos questionários respondidos pela população de Missal e disponibiliza-

dos no sistema SYSGEO. As variáveis consideradas na análise foram: idade, gênero, as-

cendência, uso de tabaco, consumo de álcool, histórico familiar de câncer, idade de diag-

nóstico, consumo alimentar (consumo de carne vermelha, frituras, doces, frutas, legumes

e verduras, embutidos e industrializados), uso de anticoncepcional, uso de terapias de re-

posição hormonal, sobrepeso e menopausa tardia.

Para a análise das variáveis de consumo alimentar os dados foram tabulados de

duas formas, considerando que os indivíduos relataram a frequência de consumo basea-

da em um padrão semanal que variava entre consumir de 1 a 7 dias na semana ou não

consumir. Para a determinação da frequência absoluta e relativa do consumo alimentar,

considerou-se como sim quem relatou consumir entre 1 e 7 dias na semana e como não

quem relatou não consumir. Para o consumo de álcool, os participantes declararam se o

consumo era baixo, médio, alto ou se não consumiram. Seguindo o padrão dos hábitos de

consumo alimentar, quem relatou consumir foi contabilizado como sim e quem relatou não

consumir, como não.

Para estabelecer a proporção de indivíduos que possuem histórico familiar de cân-

cer, considerou-se o grau de parentesco e foram excluídos familiares que não possuíam

consanguinidade, como por exemplo, esposa, marido, cunhado etc.

Para verificar a existência de significância estatística dos fatores de risco avaliados

entre a população de Missal e a parcela da população em estudo, foi realizado o teste de

qui-quadrado considerando estatisticamente significativos os resultados onde o valor de p

fosse <0,05.

Todas as análises estatísticas 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 demográfico da população de estudo

Participaram deste estudo 33 pacientes oncológicos cujas informações demográfi-

cas são mostradas na Tabela 3. Desta amostra total, foram analisados os dados de 23 pa-

cientes diagnosticadas com câncer de mama; 9 pacientes diagnosticados com neoplasias

gástricas (estômago, intestino e pâncreas);  e 1 paciente diagnosticado com câncer de

boca.

A idade populacional média dos participantes foi 60 anos, e a média de idade no di -

agnóstico foi 53 anos. Vinte e seis participantes (78,8%) possuem descendência alemã,

dois (6,1%) possuem descendência italiana, e cinco (15,1%) possuem descendência bra-

sileira. Vinte e quatro pacientes (72,7%), possuem histórico familiar de câncer.

Ainda, de forma geral,  na parcela da população em estudo apenas 8 pacientes

(24,2%) apresentaram histórico familiar positivo para câncer de mama e 5 (15,1%) apre-

sentaram histórico familiar positivo para câncer gástrico. Essa análise baseou-se na pre-

sença de casos de câncer de mama ou gástrico em familiares próximos, considerando o

grau de parentesco.

De todas as sequencias analisadas para o gene CDH1, somente três pacientes

(9%), todas elas do sexo feminino e com câncer de mama, apresentaram variações no

gene CDH1. Dessas, duas (6%) se enquadram nos critérios previamente estabelecidos

para câncer hereditário.
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Tabela 3. Dados da parcela da população em estudo
Nº amostra de 

DNA  
Idade  Idade de diagnóstico  Descendência  Tipo de 

câncer  
Histórico familiar  Presença de 

mutação  
1  76  66  Alemã  Boca  2º grau não especificado – Tireoide  

Cônjuge - Tireoide  
Não  

4  75  70  Alemã  Intestino  2º grau não especificado – Mama   Não  
16  47  NC  Alemã  Mama  3º grau não especificado – Mama e ossos  Sim  
17  48  45  Alemã  Intestino   NC Não  
21  69  69  Alemã  Intestino  Irmão – Tipo de câncer não especificado   Não  
23  62  50  Alemã  Mama   NC Não  
25  61  51  Italiana  Mama  Cônjuge – Pele   Não  
45  51  48  Alemã  Intestino  Mãe – Tipo de câncer não especificado   

Tio – Tipo de câncer não especificado   
Não  

49  69  60  Alemã  Estômago  Mãe – Estômago  
Filha – Útero   
Cônjuge – Pele   

Não  

53  79  68  Alemã  Intestino   NC Não  
54  63  NC  Alemã  Pâncreas  Avô – Tipo de câncer não especificado  

Tia – Tipo de câncer não especificado  
Não  

57  60  54  Brasileira  Mama   NC Não  
62  53  47  Alemã  Intestino  Mãe – Intestino   Não 
63  48  48  Brasileira  Mama  Pai – Cérebro  

Irmã – Intestino   
Não 

64  45  44  Alemã  Mama  Tio – Leucemia   
Tio – Rim   

Sim  

66  40  33  Brasileira  Mama  3º grau não especificado - Fígado  Não  
71  56  50  Alemã  Mama  Pai – Boca e esôfago  Não  
73  69  48  Brasileira  Mama  Tia - Mama  Não  
77  73  71  Alemã  Mama   NC Sim  
79  53  50  Alemã  Mama  1º grau não especificado – Mama e fígado    Não  
80  40  34  Italiana  Mama   Avô – Intestino e esôfago  

Pai – Pele e fígado  
Mãe – Mama  

Não  
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Legenda: *NC: nada consta.
Fonte: Bertim, 2023.

 
81 

 
73 

 
53 

 
Alemã 

 
Mama 

 
2º grau não especificado – Ossos 
Sobrinho – Leucemia 
Cônjuge – Pele 

 
Não 

94  40  44  Brasileira  Mama  Tia – Mama, pulmão e intestino  
Tio – Bexiga  

Não  

99  71  70  Alemã  Mama  Pai – Rosto  Não  
102  74  56  Alemã  Mama   NC Não  
108  45  36  Alemã  Mama  Avô – Pele   

3º grau não especificado – Seio   
Tio - Pulmão  

Não  

109  71  59  Alemã  Mama  Pai – Fígado   Não  
127  56  NC  Alemã  Mama   NC Não  
130  87  86  Alemã  Mama   NC Não  
132  78  70  Alemã  Mama   NC Não  
133  24  22  Alemã  Mama  Avô – Garganta   

Pai – Leucemia   
Primo – Cérebro   

Não  

179  54  36  Alemã  Mama  Tia – Mama     Não  
180  65  43  Alemã  Pâncreas  Primo – Cabeça e coluna  Não  
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4.2. Análise das sequências e variantes

Dos 33 pacientes rastreados, três apresentaram mutações relacionadas ao gene

CDH1 (amostras 16, 64 e 77), todas mulheres portadoras de neoplasia mamária. No en-

tanto, informações sobre o tipo histológico do tumor (lobular ou não lobular) não estavam

disponíveis no banco de dados consultado neste estudo. Todas as alterações encontradas

tratava-se de Polimorfismo de Nucleotídeo Único (SNPs).

Na tabela 4 constam informações sobre o código da amostra de cada paciente;

a posição genômica da variante, considerando o CRCh38; o domínio;  a identificação

destas variações no Banco de Dados de Polimorfismo de Nucleotídeo Único (dbSNP); a

descrição da alteração causada (cDNA); a alteração proteica resultante; a classificação

da variante e a alteração molecular. Considerando o total de amostras analisadas, a pre-

valência de variantes encontradas na análise foi de 9%.

Tabela 4. Mutações encontradas no sequenciamento das amostras

Fonte: Bertim, 2022.

Na paciente 16 foi encontrada a variante c.1849G>A que preenche critérios para

ser  classificada  como  benigna  (Figura  10).  A alteração  ocorre  no  nucleotídeo  1849

(rs33935154),  resultando  em  uma  substituição  de  guanina  por  adenina  (c.1849G>A).

Essa troca de bases é considerada uma variação missense, pois leva à substituição do

aminoácido alanina na posição 617 da proteína 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 c.1936A>G (Figura 11). Nesse caso, a substituição de uma base adenina por uma

base  guanina  na  posição  1936  do  gene  resulta  na  modificação  do  produto  proteico,

Thr646Ala, onde o aminoácido treonina (Thr) é substituído pelo aminoácido alanina (Ala)

na posição 646 da proteína. Até o presente momento, os registros na literatura mostram

uma discrepância de informações sobre a patogenicidade dessa variante, uma vez que
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ela acarreta modificações no produto proteico. A variante já foi relatada como benigna, po-

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

Figura 10. Eletroferograma mostrando a região onde foi encontrada a mutação

Fonte: Bertim, 2022.

Figura 11. Eletroferograma mostrando a região onde foi encontrada a mutação 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 sinônima (Figura 12). A alteração se trata de uma

substituição de adenina por guanina na posição 462 do gene CDH1. Apesar da troca pon-

tual de bases, a sequência de aminoácidos do produto proteico, p.Arg154=, permanece

inalterada. A notação p.Arg154= indica que na posição 154 da proteína, não há nenhuma

alteração ou mutação no aminoácido arginina. O significado clínico dessa alteração apre-

senta interpretações conflitantes, com alguns estudos relatando-a como benigna, enquan-

to outros não estabeleceram sua patogenicidade definitivamente.

Figura 12. Eletroferograma mostrando a região onde foi encontrada a mutação c.462A>G

Fonte: Bertim, 2022. 

4.3. Análise in sílico das variantes

O software VEP (Variant Effect Predictor) foi utilizado para prever a patogenicidade,

consequências e o significado clínico das variantes encontradas. Ao todo foram analisa-

das duas variantes missense e uma variante sinônima. Vale ressaltar que os dados obti-

dos pela combinação das ferramentas SIFT e PolyPhen são gerados apenas para análise

das variantes missense.
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A classificação das variantes analisadas listou dez possíveis consequências e a

porcentagem de frequência dessas nos bancos de dados. A figura 13 mostra as porcenta-

gens relacionadas às consequências gerais obtidas no  VEP, sendo essas: variante in-

trônica; variante  missense; variante com associação a mutações nonsense (NMD trans-

cript variant); variantes de região regulatória (upstream gene variant); variantes de região

de  splicing (splice region variant);  variante sinônima (synonymous variant);  variante de

éxon contendo transcritos não codificantes (non coding transcript exon variant); variante

não traduzida na extremidade 3’ (3’ prime UTR variant); e variante não traduzida na extre-

midade 5’ (5’ prime UTR variant).

Figura 13. Consequências previstas pela análise in sílico no software VEP

Fonte: Variant Effect Predictor (Esemblr), 2023.

O software também fornece um gráfico onde é possível observar as porcentagens

das consequências em relação a codificação (Figura 14).

Para as variantes do tipo missense, foram compilados dados a partir de uma com-

binação de resultados obtidos no VEP, utilizando as ferramentas SIFT (do inglês, Sorting

Intolerant From Tolerant) e PolyPhen (do inglês, Polymorphism Phenotyping) (Tabela 5).

Considerando os dados apresentados na tabela 5, a variante c.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 contraditório, pois é classificada como benigna devido ao seu escore estar

abaixo do valor de referência.
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Figura 14. Consequências em relação a codificação previstas pelo software VEP

Fonte: Variant Effect Predictor (Esemblr), 2023.

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

Fonte: Bertim, 2023.

No que diz respeito a variante c.1936A>G, essa apresentou um score de 0,52, va-

lor acima do padrão, o que a classifica como uma variante tolerada ou benigna tanto na

análise SIFT quanto na análise PolyPhen, uma vez que seu escore fica abaixo do limiar

padrão.

Ainda, as variantes  missense apresentaram diferentes resultados em relação as

suas consequências gerais (Figura 15). A variante c.1936A>G apresentou um grande po-

tencial como variante em região de splicing, o que pode ter um impacto significativo em

sua função genômica.
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Figura 15. Consequências previstas no software VEP para as mutações missenses c.1936A>G e
c.1849 A>G

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

Em relação a única variante sinônima encontrada, c.462A>G, os resultados forne-

cidos pela ferramenta VEP mostram conflitos em relação a sua consequência clínica. Ape-

sar de muitos resultados a classificarem como provavelmente benigna, o filtro de busca

também indica interações conflitantes de patogenicidade, o que nos mostra a probabilida-

de dessa variante já ter sido relatada como uma variante de significado incerto (VUS). En-

tretanto, os dados são inconclusivos pois não apresentam evidência clínica confirmada.

Ainda assim, a variante apresentou consequências gerais variadas em relação a

sua função genômica (Figura 16).

Figura 16. Consequências previstas no software VEP para a mutação sinônima c.462A>G

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

4.4. Estilo de vida da população amostrada com relação aos fatores de risco

Utilizando como base os principais fatores de risco para desenvolvimento de câncer

elencados nos questionários respondidos pelos participantes do estudo no sistema SYS-

GEO, foi realizado um levantamento de informações acerca do perfil demográfico e estilo

de vida dos pacientes.
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Os resultados se referem a parcela da população estudada e da população geral do

município de Missal que participou de estudos semelhantes respondendo aos questioná-

rios. Ao todo, 62% da população foi analisada (6648 pessoas), sendo 3180 homens e

3648 mulheres. A média de idade da população é de 41 anos.

No que diz respeito ao estilo de vida dos pacientes, os fatores de risco elencados

para análise foram: consumo de álcool, tabagismo e hábitos de consumo alimentares. Na

tabela 6, é possível observar a frequência absoluta (N) e relativa (%) da parcela estudada

e da população geral em relação ao consumo de álcool e tabagismo.

Tabela 6. Frequência de consumo de álcool e tabaco na população geral de Missal e na parcela da popula-
ção em estudo

Fonte: Bertim, 2023.

O consumo de álcool também foi analisado de acordo com o nível de uso, sendo:

baixo, moderado, alto ou não consome. No gráfico 1 é possível observar que a população

geral de Missal possuí uma maior frequência de consumo de álcool quando em compara-

ção a parcela em estudo.
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Gráfico 1. Frequência absoluta do consumo de álcool pela população geral de Missal e a parcela da popu-
lação em estudo

Fonte: Bertim, 2023.

A variação estatística encontrada na comparação da frequência absoluta das popu-

lações analisadas encontra-se na tabela 7. Houve significância estatística entre as popu-

lações para a variável ‘Consumo de álcool’, uma vez que, a população geral de Missal

apresentou uma maior taxa de consumo como visto anteriormente.

Tabela 7. Variação estatística entre a população geral de Missal e aparcela da população em estudo
em relação as variáveis ‘Consumo de álcool’ e ‘Tabagismo’

Fonte: Bertim, 2023.

Em um contexto geral a parcela da população em estudo possuí um estilo de vida

equilibrado em relação a alimentação, com um aumento da frequência de consumo ali-

mentar para alimentos industrializados (Tabela 8).
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Tabela 8. Frequência de consumo alimentar na população geral de Missal e na parcela da população em
estudo

Fonte: Bertim, 2023.

Quanto aos hábitos de consumo de frutas, 67% da população 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 (Gráfico 2).

Gráfico 2. Hábitos de consumo de frutas da população geral de Missal e da parcela da população em estu-
do

Fonte: Bertim, 2023.

Já em relação ao consumo de legumes e verduras, 94% da população declara que

o consumo acontece 6 dias por semana, enquanto 3,0% consomem 5 dias por semana ou

não consomem (Gráfico 3).
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Gráfico 3. Hábitos de consumo de legumes e verduras da população geral de Missal e da parcela da popu-
lação em estudo

Fonte: Bertim, 2023.

No gráfico 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 não consome.

Para o consumo de embutidos 13% da população 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 não fazer o consumo de embutidos (Gráfico 5).

O consumo de doces varia entre consumir 7 dias na semana ou não 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 não consumir doces (Gráfico 6).

O mesmo se aplica ao consumo de frituras, no gráfico 7 observa-se que 31% da

população 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 não con-

some.
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Gráfico 4. Hábitos de consumo de industrializados da população geral de Missal e da parcela da população
em estudo

Fonte: Bertim, 2023.

Gráfico 5. Hábitos de consumo de alimentos embutidos da população geral de Missal e da parcela da popu-
lação em estudo

Fonte: Bertim, 2023.
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Gráfico 6. Hábitos de consumo de doces da população geral de Missal e da parcela da população em estu-
do

Fonte: Bertim, 2023.

Gráfico 7. Hábitos de consumo de frituras da população geral de Missal e da parcela da população em es-
tudo

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% não consomem carne vermelha (Gráfico 8).

Gráfico 8. Hábitos de consumo de carnes da população geral de Missal e da parcela da população em estu-
do

Fonte: Bertim, 2023.

Ainda, os dados compilados foram comparados entre as populações. A tabela 9

mostra a variação estatística entre a população geral e a parcela em estudo, onde ob-

serva-se que as variáveis de risco ‘Consumo de alimentos industrializados’ e ‘Consumo

de alimentos embutidos’ apresentaram significância estatística (p=<0,05). A parcela da po-

pulação em estudo possuí uma maior taxa de consumo de alimentos industrializados, en-

quanto a população geral de Missal tende a consumir mais alimentos embutidos.

A variação também pode ser observada na frequência relativa apresentada entre

as populações analisadas (Gráfico 9).
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Tabela 9. Variação estatística entre a população geral de Missal e a parcela da população em estudo em re-
lação as variáveis de consumo alimentar

Fonte: Bertim, 2023.

Gráfico 9. Frequência relativa de todas as variáveis de consumo alimentar na população geral de Missal e
na parcela da população em estudo

Fonte: Bertim, 2023.

4.5. Análise dos fatores de risco associados ao câncer de mama

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

anos. Dessas, 45 (1,3%) apresentaram diagnóstico de câncer de mama.
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Dos pacientes participantes do presente estudo, 23 (70%) são mulheres portadoras

de câncer de mama diagnosticadas com idade média de 50 anos. De acordo com os da-

dos obtidos pelos questionários respondidos pelos pacientes e disponibilizados no Siste-

ma SYSGEO, foi realizada uma análise dos principais fatores de risco para o desenvolvi -

mento da doença, sendo eles: idade precoce de diagnóstico; Sobrepeso; Consumo de ál-

cool; Tabagismo; Uso de anticoncepcional; Uso de reposição hormonal; Menopausa tar-

dia; e Histórico familiar de qualquer tipo de câncer em parentes de primeiro, segundo e

terceiro graus, exceto cônjuge.

Na tabela 10 é possível observar a frequência absoluta e relativa dos fatores de ris-

co investigados na população feminina de Missal e na população de estudo. Todas as pa-

cientes da população de estudo apresentaram ao menos um fator de risco ligado ao adoe-

cimento por câncer de mama.

Tabela 10. Frequência relativa e frequência absoluta da das variantes relacionadas ao risco de adoecimento
por câncer de mama na população geral de Missal e na parcela da população em estudo

Fonte: Bertim, 2023.

A população em estudo apresentou maior frequência relativa para as variáveis de

risco sobrepeso (22%); uso de reposição hormonal (17%); menopausa tardia (22%); e his-

tórico familiar de câncer (65%) (Gráfico 10).
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A variação estatística entre as populações analisadas de acordo com cada fator

de risco pode ser observada na tabela 11. A variável ‘Menopausa tardia’ apresentou dife-

rença estatisticamente significativa(p=<0,05), sendo que, a população em estudo apre-

senta uma maior proporção em relação a esse fator de risco.

Gráfico 10. Frequência relativa das variantes relacionadas ao risco de adoecimento por câncer de mama na
população geral de Missal e na parcela da população em estudo

Fonte: Bertim, 2023.

Tabela 11. Variação estatística entre a população geral de Missal e a parcela da população em estudo em
relação as variáveis de consumo alimentar

Fonte: Bertim, 2023.
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Ainda, 18 pacientes da população em estudo apresentaram acúmulo de dois ou

mais fatores de risco para câncer de mama. Dessas, 2 são portadoras de uma mutação

no gene CDH1 (Tabela 12).

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

Fonte: Bertim, 2023.
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5. DISCUSSÃO

A identificação de pacientes com predisposição hereditária ao câncer desempenha

um papel fundamental no manejo clínico adequado. Identificar portadores de mutações

causadoras pode auxiliar na avaliação e redução de riscos, além de fornecer orientação

para suas famílias. É importante ressaltar que os cânceres hereditários podem apresentar

fenótipos distintos, o que requer abordagens de tratamento personalizadas. Compreender

a base genética dessas condições permite um cuidado mais eficaz e direcionado, incluin-

do estratégias de prevenção, rastreamento e terapias específicas (Valente, 2014; INCA,

2021; Carneiro, 2022; Gregory & Davis, 2023).

Para a população em estudo evidenciou-se a presença de variantes em três paci-

entes, representando 9% da população analisada. Todas as variantes são do tipo polimor-

fismo de nucleotídeo único (do inglês single nucleotide polymorphisms- SNP) e se encon-

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

5.1. Variantes descritas em literatura 

Dentre a população de estudo analisada, observou-se a presença de duas varian-

tes missense, c.1849G>A, e c.1936A>G, que possuem sua evidência clínica confirmada,

e de uma variante sinônima, c.462A>G cujo significado clínico apresenta interpretações

conflitantes.

5.1.1. c.1849G>A

O SNP c.1849G>A é classificado como uma variante de linha germinativa e leva a

substituição do aminoácido alanina, encontrado na posição 617 da cadeia proteica, por

uma treonina (Ala617Thr). Na literatura e nos bancos de dados, essa alteração já foi re-

portada em onze estudos, sendo eles em populações de pacientes com câncer gástrico,

câncer de mama e câncer endometrial. Seu significado clínico se encontra em conflito,

uma vez que, esse SNP já foi relatado como patogênico, benigno, e como uma VUS (do

inglês, Variant of Uncertain Significance) (NCBI, 2023).

Um estudo realizado por Risinger, 1994, identificou a mutação pela primeira vez em

uma paciente com câncer de endométrio. A princípio o SNP em questão fora descrito na

literatura como sendo uma variante somática e patogênica e se encontrava dentre um

grupo de alterações rastreadas para elucidar a característica de supressão tumoral do
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gene CDH1. Posteriormente, a mutação foi novamente descrita como patogênica, porém

dessa vez, germinativa, em um paciente diagnosticado com câncer gástrico difuso (Asca-

nõ et al., 2001).

Essa alteração ocorre na quinta repetição extracelular (EC5) da E-caderina e afeta

diretamente uma sequência conservada de aminoácidos que codifica um dos sítios de li-

gação de cálcio da proteína. Sabe-se que as caderinas utilizam os íons de cálcio para es-

tabilização de sua conformação ativa, sendo assim, a desestruturação de um dos sítios de

ligação de cálcio na proteína pode levar a problemas em sua adesão celular, facilitando o

processo de motilidade e invasão das células neoplásicas. Sendo assim, é viável utilizar a

atividade das repetições presentes na proteína como referência, com base na sua homo-

logia de sequência. Portanto, supunha-se que a variante poderia ser considerada pato-

gênica, uma vez que, exerce influência direta na desestruturação dos sítios de ligação de

cálcio da proteína, o que resulta em problemas relacionados à adesão e motilidade celu-

lar, acelerando o processo de carcinogênese (Aberle et al., 1996; Suriano et al., 2003).

Um estudo realizado por Suriano et al. 2003, em uma população africana acometi-

da por câncer gástrico difuso, apresentou um resultado discrepante aos antes propostos.

Duas pacientes diagnosticadas precocemente apresentaram a mutação e foi analisado a

função dessa em ensaios de invasão e fechamento de ferida e ensaios de agregação,

ambos in vitro. A alteração não apresentou potencial patogênico, sendo assim, o que foi

concluído é que a patogenicidade da mutação não poderia ser totalmente elucidada pois

os resultados obtidos nos ensaios demonstraram apenas alterações funcionais leves.

Deste modo, os estudos a cerca da variante contribuíram para um maior esclareci-

mento de sua patogenicidade, porém, quando consultada nos bancos de dados a mesma

apresenta conflito de informações sobre seu significado clínico por falta de informações.

Anteriormente fora relatada como patogênica, porém, dados atuais mostram que a varian-

te c.1849G>A classifica-se como benigna, uma vez que foi evidenciado que a alteração

proteica causada por ela não prejudica a funcionalidade da proteína (NCBI, 2022).

Em nosso estudo, a paciente identificada como portadora da variante c.1849G>A,

foi diagnosticada com câncer de mama aos 40 anos de idade e realizou a retirada do tu -

mor cirurgicamente. Ainda, possui histórico familiar positivo para câncer de mama e os-

sos, derivado de parentes de 3º grau, o que configura acúmulo de fatores de risco para a

doença.

Em relação ao seu estilo de vida, a mesma apresenta uma alimentação equilibrada

e não possui nenhuma doença secundária. Entretanto, fez uso de contraceptivos orais por

21 anos. O risco aumentado de câncer de mama com o uso de contraceptivos orais não é
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consistentemente respaldado na literatura. Muitos estudos demonstram que eles não pa-

recem aumentar o risco de câncer da mama entre as usuárias (Britt et al., 2020; Kanadys

et al., 2021; Baranska et al., 2021; Kamani & Gültekin, 2022).

Nota-se que a idade do diagnóstico apresentada pela paciente é precoce conside-

rando a média de adoecimento por câncer de mama no Brasil (INCA, 2019). De acordo

com Carneiro, 2022, o diagnóstico precoce de câncer está intimamente ligado a fatores

genéticos hereditários, uma vez que, portadores de mutação no gene CDH1 estão pro-

pensos a apresentarem um alelo silenciado/inativado de forma vertical, o que acelera ou

potencializa o processo de carcinogênese.

Sendo assim, o diagnóstico precoce e o histórico familiar positivo da paciente para

câncer de mama podem contribuir para a possível participação da variante em questão no

processo de carcinogênese da paciente, uma vez que, variantes de linha germinativa ten-

dem a acelerar o processo de adoecimento (Van der post  et al., 2019). Porém, não se

pode afirmar que esse fator interfere diretamente em seu processo oncológico devido a

falta de evidências apresentadas pela paciente, como por exemplo a classificação histoló-

gica do tumor, bem como de evidências relacionadas a variante apresentada por ela.

Nas análises 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 patogênica e também como benigna. Observa-se também que está apresen-

tou diferentes consequências, variando de acordo com seu local de expressão. Além de

ser uma variante missense, ela se encontra em uma região regulatória do gene o que im-

plica diretamente na expressão e regulação do produto proteico, uma vez que, pode alte-

rar a sequência de nucleotídeos e impedir a ligação de proteínas inicializadoras (Costa &

Pacheco, 2013).

Em contrapartida, a alteração também pode se apresentar como uma variante in-

trônica ou como uma variante presente em regiões não codificantes de alguns éxons,

além de apresentar discrepância nas análises utilizando ferramentas anexas de predição

de dano ou deleção. Os resultados a cerca dessa variante são inconclusivos tanto em da-

dos presentes na literatura, quanto em análises in sílico e sugerem baixa patogenicidade

para esta mutação, o que levanta hipóteses sobre a penetrância incompleta da mutação

ou a necessidade de outros fatores genéticos e/ou epigenéticos para sua patogenicidade

(El-Husny, 2016). Estas informações destacam a complexidade das implicações clínicas

da variação c.1849G>A no gene CDH1, sublinhando a necessidade de uma análise cuida-

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

A variante c.1936A>G envolve a substituição das bases Adenina e Guanina na po-

sição 1936 da sequência conservada do gene. Essa alteração resulta na troca do amino-

ácido  Treonina  pelo  aminoácido  Alanina  na  posição  646  da  proteína  produzida  (p.-

Thr646Ala). Apesar de não haver evidências clínicas publicadas na literatura que abordem

essa modificação, a classificação dessa variante como benigna ou VUS (Variante de Sig-

nificado Desconhecido) está em conflito nos bancos de dados populacionais e algoritmos

utilizados para prever seus efeitos patogênicos e implicações moleculares (NCBI, 2023).

Ao considerar que resíduos do aminoácido alanina são observados em múltiplas

espécies de mamíferos, há uma sugestão de que a variante missense em questão não te-

nha um impacto direto na função da proteína produzida pelo gene. No entanto, é impor-

tante notar que essa alteração está localizada em uma região de sequência de splicing de

RNA. Com base nesse contexto, algoritmos desenvolvidos para prever efeitos patogêni -

cos indicam que a variante pode potencialmente criar ou reforçar um local de  splicing

(NCBI, 2023).

O splicing de RNA é um processo fundamental para a tradução do produto proteico.

Nele, o RNA precursor (pré-mRNA) percorre um caminho enzimático de maturação e é

transformado em mRNA para posterior tradução da proteína (Stanley & Abdel-Wahab,

2022). Sendo assim, desregulações no splicing de RNA são características moleculares

presentes em quase todos os tipos de tumor e podem promover a tumorigênese por me-

canismos variados, além de aumentarem a proliferação celular, a migração e o potencial

metastático (Bradley & Anczuków, 2023).

Na análise in silico realizada neste estudo, os dados presentes na literatura sobre a

localização da mutação foram confirmados. De acordo com os resultados compilados no

VEP a variante atua como modificadora de regiões onde ocorrem processos de splicing,

além de ser categorizada como missense e estar em uma região regulatória. Porém, mais

uma vez, as informações obtidas nas análises in silico realizadas não apresentaram um

potencial patogênico para essa alteração. Ela se encontra em regiões estratégicas para

processos chave na transcrição,  mas apresentou baixa probabilidade de gerar  conse-

quências danosas ao paciente.

Com base nas informações disponíveis nos bancos de dados populacionais, a vari-

ante não apresenta evidências científicas suficientes para determinar sua patogenicidade

na doença (NCBI, 2023).
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A paciente 64, para a qual foi identificado a presença do SNP c.1936A>G, foi diag-

nosticada com câncer de mama aos 44 anos e realizou a retirada do tumor cirurgicamen-

te. Possui histórico familiar positivo para câncer de rim e leucemia em parentes de 1º

grau, mais especificamente, tios. Ao analisar seu estilo de vida, observa-se que o mesmo

segue um padrão regular com consumo de alimentos de forma equilibrada e prática de

exercícios físicos. A paciente porta o vírus 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 não haver probabilidades de pato-

genicidade da variante, mesmo com a idade de diagnóstico da paciente sendo precoce,

não há como relacionar o processo de tumorigênese com a ação da variante genética en-

contrada.

Aqui, vale ressaltar, que a estimativa da penetrância de mutações no gene CDH1

está 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 populações de estudo distintas, em pacientes portadores de tumores relacio-

nados com o gene e em pacientes saudáveis e sem histórico familiar para a doença (Lee

et al., 2018). Corso et al., 2018, mostra que os programas de rastreio atuais não recomen-

dam o teste genético quando há ausência de critérios clínicos específicos, o que também

impossibilita o rastreio de muitos pacientes e amplia a rede de resultados inconclusivos

em relação a patogenicidade e também a distribuição das mutações entre as populações.

É importante observar que, considerando a alta incidência de casos de câncer na

população de Missal, a identificação de uma variante germinativa em um gene supressor

de tumor pode sugerir a possível contribuição de fatores hereditários atuando em uma

parcela dessa população. Porém, mais estudos em relação a atuação da mutação na po-

pulação estudada precisam ser realizados para se estabelecer informações sobre essa

relação.

5.1.3. c.462A>G

A variante c.462A>G representa uma alteração de linha germinativa, na qual a pro-

teína produzida pelo gene não sofre substituição de aminoácidos. Isso ocorre porque a

mutação em questão não modifica a sequência de aminoácidos codificados. Na forma não

mutada, a proteína produzida seria uma alanina, e na forma mutada, a proteína produzida

ainda é uma alanina (p.Arg154=). Não há evidências na literatura sobre a patogenicidade
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da alteração, e nos bancos de dados ela se encontra em conflito de informações sendo

encontrada como benigna ou VUS (NCBI, 2023).

Mutações sinônimas, em sua maioria, não causam danos à proteína produzida pelo

gene pois não geram alterações em seus aminoácidos. Entretanto, essas promovem uma

alteração pontual na sequência de DNA e RNA, o que pode alterar os níveis de proteína

ou sua conformação, os reguladores de splicing, a estabilidade do mRNA e como conse-

quência, a eficiência da tradução (SHARMA et al., 2019)

De acordo com os algoritmos utilizados na determinação de patogenicidade de va-

riantes, a alteração em questão foi classificada como sendo uma VUS devido ao cumpri -

mento de alguns critérios para possível patogenicidade, como por exemplo, a frequência

populacional. Porém, por ser uma variante que ocorre em uma posição mal conservada

da sequência gênica e por não apresentar perda de função ou estruturação proteica, a al-

teração segue também descrita como benigna por não possuir evidências suficientes so-

bre sua patogenicidade (NCBI,2023).

Em nossas análises in silico foram evidenciados conflitos de informação em relação

a patogenicidade da variante, bem como se encontra descrito na literatura disponível. De

acordo com os resultados compilados, além de atuar como uma variante sinônima, a mu-

tação em questão atua como uma variante em região regulatória do gene e já foi descrita

como variante intrônica e presente em regiões éxonicas não transcritas.

A paciente portadora da mutação em questão foi  diagnosticada com câncer  de

mama aos 71 anos e realizou a retirada do tumor cirurgicamente. Não possui histórico fa-

miliar positivo para nenhum tipo de câncer, bem como não possui doenças secundárias.

Em relação 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, não há como relacionar seu estilo de vida ou idade de diagnóstico com o SNP em

questão, uma vez que, as características por ela apresentadas estão dentro do padrão

normal de adoecimento por câncer.

5.2. Missal e o perfil populacional

O câncer gástrico difuso (DGC) é uma condição multifatorial que está diretamente

relacionada a fatores ambientais, demográficos e genéticos. Alguns desses fatores de ris-

co são considerados imutáveis, enquanto outros são classificados como potenciais influ-

enciadores (Karimi et al., 2014). Idade avançada, estilo de vida irregular (alto consumo de

álcool, tabagismo, dieta rica em sal e ultraprocessados e por consequência, obesidade),



67

doenças secundárias, exposição química, fatores genéticos hereditário e histórico familiar

positivo para a doença, são 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 câncer gástrico é a idade de diagnóstico. Para casos em que o adoecimento se dá por

fatores somáticos ligados ao ambiente e ao estilo de vida, o diagnóstico tende a ser tardio

e corresponde a uma faixa etária com mais de 70 anos. Em contrapartida,  casos de

HDCG tendem a apresentar um diagnóstico 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 últimos anos, o município de

Missal registrou um aumento nos casos de câncer diagnosticados, especialmente entre

pacientes com menos de 50 anos e com histórico familiar positivo para a doença. O pre-

sente estudo analisou uma parcela de 33 pacientes (dentre esses pacientes portadores

de câncer gástrico e câncer de mama) e ao realizar uma comparação dos dados aqui

apresentados com a literatura existente sobre a idade de diagnóstico do câncer gástrico e

câncer de mama, observamos que a maioria dos pacientes analisados apresentou um di-

agnóstico precoce em relação à média nacional.

A amostra da população estudada possui uma idade média de diagnóstico de 52

anos, o que está abaixo da média brasileira, que é de 56 anos (INCA, 2019). Ainda, entre

as 3 pacientes que apresentaram algum tipo de alteração no gene CDH1, 2 delas (6%) fo-

ram diagnosticados com menos de 50 anos.

O estilo de vida em relação ao consumo de álcool, 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, têm sido conduzidos estudos que

investigam a relação entre nutrição e câncer. Durante esse período, observou-se que a

taxa de câncer variava amplamente entre as populações (Haenszel & Kurihara, 1968) e

que entre migrantes que se deslocavam de países com baixo risco de câncer para regiões

onde o risco era mais elevado, apresentavam aumento do risco para a doença, sendo

esse aumento atribuído a vários fatores, com destaque para os hábitos alimentares inade-

quados (Key et al., 2020).

Embora o estilo de vida em relação ao consumo alimentar seja um importante fa-

tor aliado ao câncer, estabelecer quais hábitos alimentares especificamente estão ligados

ao adoecimento oncológico vem sendo um desafio desde então. O que se pode afirmar é

que a dieta está estreitamente relacionada a indução ou prevenção do câncer e que al-
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guns compostos presentes nos alimentos alteram a composição química celular inferindo

no surgimento e prognóstico oncológico (Pereira, 2015).

De modo geral, a população de Missal apresentou um alto consumo de frutas, le-

gumes e verduras quando comparado a média de consumo populacional brasileira. A in-

gestão de salada crua na população brasileira apresenta ume média de frequência de

22% e a de frutas e legumes se encontra em 8%. Com base em nossos questionários, a

população de Missal apresenta um número 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 informações contidas

no Guia alimentar para a População Brasileira, onde se destaca a importância de uma ali-

mentação equilibrada e saudável com alto consumo de alimentos naturais e pouco pro-

cessados (BRASIL, 2014).

Apesar de não estar totalmente elucidado qual é o determinante anticarcinogênico

presente em frutas, legumes e hortaliças, muitos estudos mostram que substâncias antio-

xidantes encontradas nesses alimentos, principalmente os que não possuem amido, po-

dem auxiliar na indução da apoptose e regulação do crescimento celular anormal que

ocorre no processo oncológico (Milani et al., 2016). Lam et al., demonstrou em um estudo

realizado em 2013, que o risco para câncer de estômago é diminuído em indivíduos que

possuem altas concentrações plasmáticas de vitamina C induzidas pelo consumo de fru-

tas cítricas. Entretanto, via de regra, esses estudos são realizados em populações 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 câncer num contexto geral, sendo os cânceres gástricos, mamários  e câncer de fí -

gado os mais presentes nas pesquisas envolvendo nutrição e câncer (Lopes et al., 2019;

Srour & Touvier, 2020).

A população de Missal apresentou uma frequência moderada de consumo de ali-

mentos industrializados, embutidos, fritos e doces quando comparado a frequência de

consumo da população brasileira. O consumo de alimentos industrializados na população

brasileira corresponde a 20% das calorias consumidas diariamente (IBGE, 2020), enquan-

to na população de Missal aproximadamente 15% da população declara consumir esse

tipo de alimento ao menos uma vez na semana.  Vale ressaltar aqui que os dados obtidos

são de questionários respondidos por pacientes após o diagnóstico de câncer e que os

mesmos podem ter sofrido modificações em decorrência da situação oncológica.
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O consumo de frituras e alimentos ricos em óleo e gorduras na população brasi-

leira varia em torno de 47%. Já na população 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 região Sul do Brasil se encontra acima da média nacio -

nal, o que se encontra também, refletido na população de Missal aproximadamente um

quarto da parcela analisada declarou consumir uma porção 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

região, que possuí influência do extremo Sul do Brasil, onde o consumo de carne verme-

lha e embutidos, como salame e mortadela, é alto (IBGE 2020; Missal, 2016). A ingestão

desses alimentos está ligada principalmente ao risco de desenvolvimento de câncer gás-

trico (Kim et al., 2020).

A carne processada foi  classificada como agente cancerígeno pela IARC,  em

2015, bem como a carne vermelha, que foi classificada como provavelmente cancerígena.

Essa classificação foi baseada em um estudo que relata que para cada aumento diário de

50g, de carne vermelha ou processada, há um aumento percentual de 17% no risco de

desenvolvimento de câncer gástrico. Países com alto consumo de carne processada e

vermelha possuem altas taxas de incidência de câncer colorretal (Kim et al., 2020).

De acordo com Bouvard et al., 2015, para preservar as características da carne

processada muitos aditivos químicos como nitratos e nitritos são adicionados a sua com-

posição. Uma vez que esses encontram em contato com o intestino, promovem o aumen-

to a exposição de compostos mutagênicos. Esses compostos também podem ser desen-

cadeados pelo alto teor de ferro contido em carnes vermelhas que podem ter um efeito ci -

totóxico no intestino (IARC, 2018).

Ainda nesse contexto, o consumo alimentar se encontra diretamente ligado a mai-

or morbimortalidade desencadeada pela obesidade. Há um longo período de tempo a

obesidade vem sendo relacionada com diversos tipos de doenças, principalmente com o

desenvolvimento de tipos variados de câncer. O excesso de gordura corporal confere um

estado inflamatório crônico ao paciente, aumentando os níveos de hormônio e promoven-

do cada vez mais o desenvolvimento de células neoplásicas (INCA, 2017).

De acordo com o Ministério da saúde, 2021, no Brasil, uma a cada quatro pesso-

as com mais de 18 anos é obesa e a transição alimentar se encontra como fator regulató-

rio desse número pois cada vez mais é observado o consumo de alimentos ultraprocessa-
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dos e ricos em gordura. Utilizando a variável Circunferência abdominal, que corresponde

a um dos critérios estabelecidos pela OMS para determinação da obesidade, foi possível

verificar que na população de Missal não há uma alta taxa de pessoas com tendência a

obesidade quando comparado a média nacional, que se encontra em 27%. Esse dado

nos mostra que não existe relação entre a população de estudo portadora de câncer e a

obesidade, visto que a maior parte da população estudada apresenta um valor abaixo do

padrão para circunferência abdominal. Entretando, para maior elucidação dessa informa-

ção, se faz necessário o aprofundamento na análise de dados em relação a essa variável.

Em relação ao consumo de álcool, Lewandowska et al., 2018, diz que o consumo

de álcool atua como potencializador do risco de desenvolvimento de diversos tipos de ne-

oplasias, dentre essas, gástricas e mamárias. O grau de risco está acoplado ao tipo e

quantidade de álcool consumida, porém, mesmo pequenas quantidades podem influenciar

no processo oncológico, tanto em relação ao desenvolvimento inicial quanto ao prognósti-

co da doença (Ramos et al., 2018).

O álcool atual como um potencial formador de tumores, uma vez que, age direta-

mente na membrana de mucosas, removendo os componentes lipídicos da barreira que

confere proteção a camada epitelial dos tecidos afetados. Diversos mecanismos patogêni -

cos foram identificados como contribuintes para o desenvolvimento de câncer induzido

pelo consumo de álcool, incluindo os efeitos do acetaldeído, metabólito primário do álcool,

e do estresse oxidativo. Ainda, recentemente, surgiram evidências que sugerem que o ál-

cool pode também causar alterações epigenéticas, principalmente anormalidades nos pa-

drões de metilação do DNA (Freudenheim, 2020; Sharma & Krupenko, 2020; Rodrigues &

Covenas, 2021).

Entretanto, na população de Missal o consumo de álcool não atua como um fator

de risco, uma vez que, a maioria da população entrevistada declarou não consumir álcool.

A média do consumo de álcool na população brasileira é de 55% (IBGE, 2020), enquanto

na população de Missal uma porcentagem de 37% dos entrevistados declarou consumir

álcool (sendo o consumo baixo, moderado e alto).

No que diz respeito ao consumo de tabaco e hábitos tabagistas, a população de

Missal possuí um número alto, que corresponde a 17%, em relação a frequência tabagista

quando comparado ao padrão da população brasileira, que se se encontra na média de

12%. O tabaco está entre os maiores fatores de risco associados ao câncer  e estima-se

que 11% dos cânceres gástricos a nível mundial sejam atribuíveis ao tabagismo. Além, no

Brasil, as regiões Sul e Sudeste abrangem as maiores incidências 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 informações conflitantes sobre o tema, muitos estudos mos-

tram que o tabagismo pode atuar como um dos fatores de risco para o câncer 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 iní-

cio do adoecimento oncológico ou contribuem com um mau prognóstico. Essas mulheres,

fumantes ou ex-fumantes, apresentam um alto nível de carcinógenos relacionados com o

início da neoplasia mamária, além de não responderem bem aos tratamentos e apresen-

tarem uma maior taxa de mortalidade após o diagnóstico em algumas populações. Ainda,

o risco relativo de câncer de mama é maior em mulheres tabagistas com histórico familiar

positivo para câncer e diversos estudos mostram que o tabagismo está associado ao risco

elevado de mortalidade e diminuição da sobrevida do paciente após o diagnóstico (Brai-

thwaite et al.,2012).

Neste estudo, quando comparado à população geral de Missal, a população femi-

nina amostrada apresentou maior frequência relativa para as variáveis de risco sobrepe-

so, uso de reposição hormonal; menopausa tardia e histórico familiar de câncer. Ainda, 18

pacientes apresentaram acúmulo de dois ou mais fatores de risco para câncer de mama

sendo duas delas portadoras de uma mutação no gene CDH1. Diversos estudos evidenci-

am que a menarca precoce, nuliparidade, não amamentação, primeira gravidez em idade

avançada, pós-menopausa, obesidade, tabagismo e histórico familiar de câncer aumen-

tam significativamente o risco de desenvolvimento de câncer de mama. Porém, com rela-

ção aos efeitos do uso de contraceptivos orais, os dados são conflitantes. Enquanto al-

guns trabalhos evidenciam um aumento de risco modesto, mas estatisticamente significa-

tivo, outros não encontram significância estatística nesta relação (Yang et al., 2010; Britt

et al., 2020; Baranska et al., 2021; Kanadys et al., 2021; Cerrato-Izaguirre et al., 2022).

No mais, no que diz respeito a fatores de risco relacionados com o início do pro-

cesso oncológico ou com mal prognóstico da doença, existe um desafio em avaliar indivi -

dualmente a maioria desses fatores. O que se sabe é que quanto mais acúmulo e intera -

ção de fatores de risco, maior é a chance do desenvolvimento do câncer. Sendo assim, a

maior compreensão dos fatores de risco, individualmente ou de forma conjunta, pode au-

mentar a eficácia de ações preventivas, de diagnósticos precoces e tratamentos persona-

lizados, além de auxiliar na elaboração de novas terapias voltadas a doença e na criação

de políticas públicas eficazes sobre o tema (Glanz et al., 2022).
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Entretanto, um dos desafios em compreender o processo de adoecimento oncoló-

gico, principalmente quando esse se encontra ligado a fatores hereditários é a falta de in -

formações relativas à história clínica dos pacientes reportada nos prontuários médicos. As

decisões tomadas pela equipe multidisciplinar para maior assistência e análise dos casos

de forma isolada ou coletiva é dependente de dados previamente fornecidos no prontuário

do paciente e nos sistemas de informação em saúde, o que torna indispensável a melhora

desses documentos afim de garantir um melhor manejo do paciente e auxiliar na imple-

mentação de medidas de prevenção, detecção precoce, tratamento específico e cuidados

paliativos (Souza; Freire; Almeida, 2010).

Uma ilustração clara disso está no reporte de dados referente ao tipo histológico de

tumor do paciente,  um dado que atualmente é inexistente na maioria dos prontuários

médicos e que seria de grande valia para direcionar um tratamento e cuidados individuali-

zados a pacientes com câncer de mama lobular, uma vez que, variantes germinativas no

gene CDH1 presentes em 42% dessas pacientes está diretamente ligada ao desenvolvi -

mento de metástase (Liu et al., 2017; Yang et al., 2018).

Ainda, a melhoria no reporte de informações sobre o histórico clínico dos pacien-

tes também contribuem para a gestão de políticas públicas e serviços especializados em

oncologia, o que auxilia na melhora do cenário oncológico quanto ao prognóstico e diag-

nóstico precoce do câncer. A orientação aos profissionais envolvidos nos processos tam-

bém é fundamental para garantir a acurácia da coleta de dados e a conscientização da

importância 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 clínicas e epidemiológicas (Da Luz et al., 2017).
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS

O rastreamento genético do gene CDH1 em pacientes oncológicos residentes na

cidade de Missal não evidenciou a presença de variantes patogênicas e nem grupos fami-

liares com retrospecção sugestiva de cânceres com padrão hereditário para este gene.

Entretanto, três variantes germinativas classificadas nos bancos de dados como benignas

e com significado clínico incerto (VUS) foram encontradas.

Considerando que muitas variantes germinativas do gene CDH1 possuem informa-

ções conflitantes com relação a significância clínica, a classificação de patogenicidade

pode ser desafiadora, especialmente quando há conflito de evidências que sugerem uma

classificação benigna e patogênica. Desta forma, a análise detalhada das variantes, inclu-

indo histórico familiar, co-segregação em famílias e previsões in sílico, são cruciais para

nortear as consequências clínicas associadas a essas variantes e o gerenciamento ideal

do risco.

Neste estudo, mais de 70% da população amostrada possui histórico familiar de

câncer, idade média do diagnóstico oncológico inferior ao da idade média brasileira e fato-

res de riscos significativos para o adoecimento oncológico. Desta forma, sugere-se inten-

sificar as ações de prevenção e detecção precoce nesta população uma vez que identifi -

car o câncer em um estágio assintomático resultará em aplicação de tratamentos menos

agressivos, maior possibilidade de sucesso no tratamento e aumento da sobrevida.

Também se ressalta a importância da melhoria nos documentos e sistemas de re-

portes de informações relativas à história clínica do paciente, bem como, a correta orien-

tação dos profissionais envolvidos nos processos para uma maior assertividade no preen-

chimento de prontuários e condução das informações relatadas pelos pacientes e seus fa-

miliares.

Nesse contexto, é fundamental que os dados oncológicos, especialmente aqueles

relacionados à prevenção e tratamento do câncer, sejam divulgados de forma simples e

acessível. Isso pode ser alcançado por meio da educação em saúde, tanto nas escolas

quanto em outros meios onde a informação possa ser facilmente disseminada.
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APÊNDICES
Apêndice A – Tabela de diluição dos primers

Fonte: adaptado de Exxtend, 2021.
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Apêndice B – Amostras sequenciadas por cada par de primer

Primer Nº amostra de DNA
1 4 16 17 21 23 25 45 49 53 54 57 62 63 64 66 71 73 77 79 80 81 94 99 102 108 109 127 130 132 133 179 180

1F ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ x ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ X ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓
2F ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ x ✓ ✓ x ✓ ✓ ✓ ✓ x ✓ ✓
3F ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ x ✓ ✓ x ✓ ✓ ✓ ✓ x ✓ ✓
4F ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ x ✓ x x ✓ ✓ ✓ x x x ✓ x ✓ ✓ x x x ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓
5F x ✓ ✓ ✓ ✓ x ✓ x x x x x ✓ ✓ x x ✓ x x x x ✓ ✓ x ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ X ✓ ✓
6F ✓ ✓ x ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ x ✓ ✓ x x x x x x x x x ✓ ✓ x x ✓ x

7F ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ x x x ✓ ✓ ✓ x ✓ X ✓ x x ✓ ✓ x x x ✓ ✓ ✓ ✓ x ✓ ✓ x x x x

8F x ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ x ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ x

9F ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ x x ✓ x X x x ✓ x ✓ ✓ x x x ✓ x ✓ ✓ x x ✓ x ✓ ✓ ✓ ✓ x x

10F x ✓ x ✓ ✓ x x x x x ✓ x ✓ x x x ✓ ✓ x ✓ ✓ x ✓ ✓ x x ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓
Fonte: BERTIM, 2023.
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ANEXOS
Anexo A – Parecer substanciado do CEP

Fonte: Comitê de Ética e Pesquisa (CEP/HFA), 2018. 
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Anexo B – Formulário de entrevista

Fonte: SYSGEO, 2018.
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Anexo C – Formulário de entrevista

Fonte: SYSGEO, 2018.
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Anexo D – Formulário de entrevista

Fonte: SYSGEO, 2018.



95

Anexo E – Termo de consentimento livre esclarecido

Fonte: UNILA, 2018. 
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