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OLIVEIRA, Polyanna Car6zo. Suscetibilidade genética ao cancer hereditario e
esporéddico na populacdo de Monte Santo-BA. 2018. 82f. il. Tese (Doutorado em
Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) - Instituto Gongalo Moniz, Fundacéo
Oswaldo Cruz, Salvador, 2018.

RESUMO

INTRODUCAO: O cancer é uma doenca genética causada por mutacdes em genes que
codificam proteinas importantes para a manutencdo da homeostasia celular, como os que
controlam do ciclo celular, os genes de reparo e os aqueles que fazem o metabolismo de
xenobioticos. As mutagdes podem ser herdadas, caracterizando o cancer hereditario.
Porém na maioria dos casos, o cancer é esporadico, pois as alteracBes ocorrem
espontaneamente com o avanco da idade e influéncia de fatores ambientais. A frequéncia
das mutacbes nos genes de suscetibilidade ao cancer pode ser diferente entre as
populagdes. Em Monte Santo-BA, estudos anteriores sugerem que esta populacdo
apresenta importantes caracteristicas que podem contribuir para o aumento de doencas
genéticas raras, as quais também poderiam esta relacionadas a ocorréncia de cancer neste
municipio. OBJETIVO: Avaliar a suscetibilidade genética ao cancer esporadico e iden-
tificar o perfil de mutacbes nos casos de cancer hereditarios. MATERIAIS E
METODOS: A amostra é composta por 118 pacientes com diagndstico de cancer (casos)
e 286 sem historia pessoal de cancer (controles). Dos casos 15 individuos tinham critérios
para cancer hereditario e foram avaliados através de um painel mutigénico composto por
17 genes de suscetibilidade a diferentes tipos de cancer com perfil hereditario. E 103 com
perfil de cancer esporadico (casos) bem como nos 286 controles foram estudados 20
polimorfismos do tipo INDEL em genes de suscetibilidade ao cancer e 64 marcadores
informativos de ancestralidade. A ancestralidade foi estimada através do programa
STRUCTURE e as analises estatisticas com uso do software R v3.1. Os participantes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e responderam ao questionario.
RESULTADOS: A andlise de ancestralidade genética confirmou que a populagdo € mis-
cigenada e apresenta elevada contribuicdo europeia, seguida de africana e amerindia
(66,7%, 21,2% e 12,1%, respectivamente) e ndo houve diferenca estatistica entre casos e
controles. O céancer foi associado ao risco aumentado para aqueles individuos com
genotipos: Ins/Ins no polimorfismo TP53 (rs17878362) (p=0,027, OR=2,05 e IC=1,1-
4,0), e ao gendtipo Del/Ins + Ins/Ins no polimorfismo HLA-G (rs371194629) (p= 0,0078,
OR=2,9 e IC=1.35 - 6,61) e efeito protetor para aqueles com gendétipo Ins/Ins no
polimorfismo PAR1 (rs11267092) (p=0,000587 OR=0,39 e IC= 0,23 — 0,66). No
grupo com perfil de cancer hereditario foi encontrada a mutacdo patogénica MUTYH
p.(Gly396Asp) em um paciente com melanoma e histéria familiar para esse tipo de
cancer. CONCLUSOES: Os resultado sugerem que nesta populacdo miscigenada a
ocorréncia de cancer esporadico foi associado a trés polimorfismos em genes de
suscetibilidade. A mutacéo patogénica no gene MUTYH pode explicar a ocorréncia de
cancer de pele com histéria familiar mas, estudos adicionais sdo necessarios.

Palavras - Chave: Polimorfismos, Céancer, Gene, Ancestralidade, Genética de
Populagdes



OLIVEIRA, Polyanna Car6zo. Genetic susceptibility to hereditary and sporadic cancer
in the population of Monte Santo-BA. 2018. 82f. il. Thesis (Doctorate in Biotechnology
in Health and Investigative Medicine) - Instituto Gongalo Moniz, Fundacdo Oswaldo
Cruz, Salvador, 2018.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Cancer is a genetic disease caused by mutations in genes that codify
proteins important in maintain cellular homeostasis, likewise those that control the cell
cycle , repair genes and those that do xenobiotic metabolism. The mutations can be in-
herited, characterizing the hereditary cancer. Though, most cancer cases are sporadic,
with aging process as well environmental factors. Mutations frequencies in cancer sus-
ceptibility genes can be different among populations. In Monte Santo-BA, previous stud-
ies suggested that this population has important aspects that contribute to the increasing
of rare genetic disorders, which also could be associated with the incident of cancer in
this county. OBJECTIVE: Evaluate the genetic susceptibility to sporadic cancer and
identify the mutation profile in hereditary cancer cases. MATERIALS AND METH-
ODS: The sampling was made-up of 118 patients diagnosed with cancer (cases) and 286
individuals without personal history of cancer (controls). Fifteen individuals among the
cases were in hereditary cancer criteria and were assessed with a multigenic panel of 17
susceptibility genes associated with different types of hereditary cancer. One-hundred
and three cases with sporadic profile and 286 controls were assessed by the analysis of
20 INDEL polymorphisms in cancer susceptibility genes besides sixty-four ancestry in-
formative markers. The ancestry was estimated with STRUCTURE package and the sta-
tistical analysis were done with R software v3.1. All participants signed an informed con-
sent and answer a standardized questionnaire. RESULTS: Ancestry genetic analysis con-
firmed that the population is admixed and has high European contribution, followed by
African and Amerindian ancestry (66.7%, 21.2% and 12.1%, respectively) with no statis-
tical differences between cases and controls. The cancer was associated with increasing
in risk to those with the next genotype: Ins/Ins polymorphism in TP53 (rs17878362)
(p=0.027, OR=2.05 and CI=1.1-4.0), and Del/Ins + Ins/Ins polymorphisms in HLA-G
(rs371194629) (p= 0.0078, OR=2.9 and CI=1.35 — 6.61); and protection effect to those
with the genotypes Ins/Ins polymorphism in PAR1 (rs11267092) (p=0.000587 OR=0.39
and Cl=0.23 -0.66). In the group with profile of hereditary cancer was found a path-
ogenic mutation MUTYH p.Gly396Asp in one patient with personal and familial history
of melanoma. CONCLUSION: The results suggest that in this admixed population the
occurrence of sporadic cancer is associated with three polymorphisms in susceptibility
genes. Pathogenic mutation in MUTYH gene can explain the occurrence of skin cancer
in individuals with familial history, though additional studies are needed.

Key words: Polymorphisms, Cancer, Ancestry, Genetics of populations
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1 INDRODUCAO

1.1 MONTE SANTO E DOENCAS GENETICAS

Monte Santo é um municipio localizado no estado da Bahia, com populacéo de
aproximadamente 52.360 habitantes (IBGE, 2010). O municipio possui 16 equipes do
Programa de Saude da Familia (PSF) que fazem a cobertura assistencial de 95% de cerca
de 13.299 familias distribuidas em mais de 400 povoados. Desde o0 ano de 2006 inimeros
estudos foram realizados nesta populagéo, evidenciando a elevada frequéncia de doengas
genéticas, como a Mucopolissacaridose tipo VI (MPS VI) e surdez congénita ndo
sindromica (COSTA-MOTTA et al., 2011, 2014, MANZOLI et al., 2013, 2016). Devido
a esses estudos, foi possivel estabelecer um programa inédito de triagem neonatal para
MPS VI no municipio, e reforcou a necessidade de um amplo programa de genética
comunitaria para esta area (ACOSTA et al., 2013). Além dessas, foram estudadas doengas
genéticas como sindrome de Treacher Collins, hipotireoidismo congénito, fenilcetonuria
e osteogénese imperfeita (MACHADO et al., 2012).

Para compreender a estrutura dessa populacdo foram avaliados 9.765 casamento
ao longo de trés periodos (1860-1895, 1950-1961 e 1975-2010), a partir de registros
disponiveis nos livros paroquiais da cidade. Esse estudo revelou elevada taxa de
consanguinidade (37,1%, 13,2% e 4,2%, para cada periodo descrito acima) bem como
alta taxa de endocruzamento (93,7%, 99,1%, 88,0% para cada periodo). Esses fatores
indicam que o crescimento dessa populacdo é predominantemente interno, o que pode
explicar a ocorréncia e aumento da frequéncia, de doencas genéticas recessivas na
localidade (MACHADO et al., 2012).

Além disso, estudo piloto (comunicacdo pessoal), realizado com 5149 familias
atendidas pelo PSF, identificou que, em 2011, 15,85% dos casais residentes no municipio
eram consanguineos. Este estudo também observou que a cada 100 familias, 3,7 possuiam
algum morador com algum grau de deficiéncia auditiva, 9,2 com algum grau de
deficiéncia mental, 8,8 com algum morador que em algum momento teve algum tipo de
cancer.

A partir dos resultados e evidéncias sugeridas por esses estudos iniciais, foi criado
em 2014 o projeto CENSO "GENETICA NO SERTAO": EPIDEMIOLOGIA CLAS-
SICA E MOLECULAR DE DOENGCAS GENETICAS NO MUNICIPIO DE MONTE
SANTO-BA. Esse projeto teve como objetivo fazer o recenseamento da populagéo para

triar individuos com doencas/deficiéncias de possivel etiologia genética e encaminha-los
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ao atendimento com geneticista para que, apos a confirmacdo da suspeita, fossem
solicitados exames confirmatdrios. As deficiéncias/doencas incluidas na avaliacéo fo-
ram: deficiéncia intelectual (DI), deficiéncia auditiva (DA), defeito congénito (DC), erros

inatos do metabolismo e cancer.

1.2 CANCER: CONCEITO E EPIDEMIOLOGIA

O céancer é uma desordem genética causada por mutagdes no DNA que (em sua
maior parte) sdo adquiridas espontaneamente ou induzidas por agentes ambientais. O
acumulo de mutacbes da origem a uma série de propriedades que incluem:
autossuficiéncia nos sinais de crescimento, auséncia de resposta aos sinais inibidores de
crescimento, evasdo da morte celular, potencial replicativo ilimitado, desenvolvimento
da angiogénese, capacidade de invadir tecidos locais e disseminar-se para locais distantes,
reprogramacao das vias metabolicas e capacidade de escapar do sistema imune
(HANAHAN, WEINBERG et al., 2011; KUMAR et al., 2013).

De acordo com Danaei et al. (2005), mais de um ter¢o das mortes por cancer no
mundo podem ser atribuidas a nove fatores de risco potencialmente modificaveis:
tabagismo, consumo de alcool, baixo consumo de frutas, legumes e verduras, inatividade
fisica, sobrepeso e obesidade, fumaca proveniente da queima de combustiveis sélidos em
ambientes fechados, polui¢do urbana do ar, sexo sem protecao e injecbes contaminadas
em unidades de salde. Entre estes, tabagismo, baixo consumo de frutas, legumes e
verduras e consumo de alcool sdo os principais fatores de risco para morte por cancer em
paises de baixa e média renda. Estima-se que, nestas regiGes, o tabagismo seja
responsavel por 18% das mortes por cancer; o baixo consumo de frutas, legumes e
verduras, por 6%; o consumo de alcool, por 5%.

As projecdes feitas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimam que 0s
casos de cancer devam aumentar a cada ano. Para o0 ano 2030, sdo esperados 27 milhdes
de casos incidentes e 17 milhdes de mortes por cancer, especialmente em paises em
desenvolvimento como o Brasil. Para 2018/2019, a estimativa de ocorréncia de novos
casos de cancer no pais foi de aproximadamente 600 mil (INCA, 2017). Esse aumento
estd de acordo com as mudancas no perfil demogréafico brasileiro, onde se observa
processo de envelhecimento populacional, reducdo da mortalidade infantil e da
mortalidade por doengas infectocontagiosas, aliados a novos estilos de vida e exposi¢ao
a fatores de risco (INCA, 2014).
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No Brasil, excetuando-se o cancer de pele ndo-melanoma, os canceres mais
incidentes na populagdo foram, em homens: prostata (28,6%), pulmé&o (8,1%), intestino
(7,8%), estbmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%); e nas mulheres: os canceres de mama
(28,1%), intestino (8,6%), colo do utero (7,9%), pulméo (5,3%) e estbmago (3,7%)
(INCA, 2017).

Na Bahia, as estimativas para o ano de 2018 sdo de 12.900 casos novos de cancer
por 100 mil habitantes entre os homens e 12.530 casos novos por 100 mil habitantes entre
as mulheres, sendo os mais frequentes para homens (exceto pele ndo melanoma): prostata,
estdmago e traqueia, brénquio e pulmao; e para as mulheres: mama, colo do Utero e
colorretal (INCA, 2017).

Em relagdo a assisténcia hospitalar ao cancer, na Bahia houve aumento de 22,5%
no numero de internacGes de pacientes com cancer entre 2008 e 2018 (Quadro 1), de
acordo com dados obtidos no Sistema de Informacdes Hospitalares do SUS (DATASUS,
2016). Nesse periodo, os tipos de cancer mais frequentes nas internagdes foram: mama,
préstata, tecidos moles, leucemia, cabeca e pescoco, colo de Utero, estdmago, pele,
ginecologico (exceto Utero) e colorretal. (DATASUS, 2016). Porém, nem todas as cidades
baianas apresentam esse mesmo perfil.

No municipio de Salvador, no mesmo periodo houve aumento 18,9% e em Monte
Santo de 56,9% no numero de internag@es por cancer (Quadro 1). Além disso, quatro entre
os dez tipos de cancer mais comuns em Monte Santo sdo diferentes daqueles incluidos na
lista dos dez mais comuns no estado da Bahia, sendo eles: 0ssos e cartilagens, traqueia,
brénquios e pulmdes e bexiga (DATASUS, 2016).

Quadro 1 - Numero de internacdes de pacientes com cancer em hospital de referéncia
por local de procedéncia, no periodo de 2008 a 2018.

Procedéncia | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 |2016|2017|2018

Bahia 34538 | 35119 | 38042 | 40660 | 42456 | 42431 | 45971 | 44647 480754874144325

Salvador 8901 | 9538 | 10702 | 12410 | 12489 | 12266 | 12452 | 12419 (12067|12354/10587

Monte Santo | 72 110 | 107 96 117 98 160 | 110 | 95 | 129 | 113

Fonte: Sistema de Informag6es Hospitalares do SUS.
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1.3 BASES BIOLOGICAS E GENETICAS DO CANCER

O céancer ¢ uma doenca genética, caracterizada por alteragdes no material genético
que leva a auséncia dos mecanismos de apoptose e assim, ocasionando proliferacdo
celular descontrolada. Na origem do processo da carcinogénese uma mutagdo ocorre em
uma célula ancestral, da qual descende uma populagéo de células anormais que evoluem
a medida que adquirem novas alteracGes genéticas e epigenéticas que lhes conferem
vantagem seletiva em relacdo as células vizinhas. Desse modo, o0 novo grupo celular
torna-se mais apto a sobrevivéncia em um ambiente cada vez mais restritivo, com baixo
nivel de oxigénio, escassez de nutrientes e com barreiras naturais ao crescimento
antepostas pelo tecido normal adjacente (ALBERTS et al., 2010).

As principais mutacdes que conferem vantagem a homeostasia se referem aquelas
que diminuem estabilidade genética e celular, bem como a capacidade de reparo genético.
Assim, a carcinogénese depende do acimulo de mutagcdes em genes considerados criticos
ao desenvolvimento da doenga como oncogenes e 0S genes supressores de tumores
(NUSSBAUM, 2008). Porém, nem sempre a mutacdo nesses genes é suficiente para
causar o cancer, visto que em alguns desses genes a mutacdo pode apresentar penetrancia
incompleta. Os genes de alta penetrancia sdo aqueles que, quando mutados, conferem
elevado risco individual, em contrapartida, sdo pouco frequentes na populagdo. Ao
contrario, mutacdes em genes de baixa penetrancia apresentam reduzido risco individual,
portanto sdo frequentes na populacdo e nesse caso, para o desenvolvimento do cancer 0s
fatores externos s&o relevantes (SHIELDS; HARRIS, 2000).

1.3.1 Oncogenes

Os genes estdo envolvidos com o crescimento e a sobrevivéncia da célula e
quando mutados se transformam em oncogenes, 0s quais codificam proteinas alteradas
que passam a superestimular a proliferacdo celular e/ou inibir a apoptose. Assim, como
as mutagdes em uma unica copia de um proto-oncogene podem ter efeito dominante na
promocdo do crescimento celular, sdo consideradas mutacdes de ganho de funcédo
(ALBERTS et al., 2010; NUSSBAUM, 2008).

Podem tornar-se oncogenes os fatores de crescimento (ex. SIS- Fator de
crescimento derivado de plaquetas), receptores de superficie celular (ex. ERBB -

Receptor para fator de crescimento epidérmico), componentes dos sistemas de transducao
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de sinais intracelulares (ex. RAS, ABL), fatores de transcri¢cdo e componentes da rede das
ciclinas (ex. MYC, JUN — ativadores de transcri¢do), quinases ciclino-dependentes e
inibidores de quinases, que coordenam a progressao da diviséo celular (p. ex. MDM2).
Os mecanismos de ativacdo de oncogenes incluem mutacbes de ponto, amplificacdo
génica e rearranjo cromossdémico tais como translocacdes e inversdes (HONG;
HOLLAND, 2010).

1.3.2 Genes supressores tumorais

Os genes supressores de tumor podem ser classificados em “controladores”
(gatekeepers) ou “de manutengdo” (caretakers). Os primeiros, codificam proteinas que
regulam os pontos de checagem no ciclo celular ou promovem a apoptose e 0 outro grupo
de genes codifica proteinas responsaveis pela deteccdo e pelo reparo das mutagdes.
Assim, alteracdes em supressores tumorais permitem o acimulo de novas mutagdes ao
longo do genoma. Para que ocorra a inativacdo funcional das proteinas codificadas por
estes genes, as mutacdes devem ocorrer em homozigose, o que levam a perda de funcéo
da proteina (ALBERTS et al., 2010; THOMPSON; THOMPSON, 2008).

Entre os produtos dos genes supressores tumorais encontram-se: proteinas que
inibem a progressdo celular de um estagio especifico do ciclo (ex. p16 — inibidor de ci-
clinoquinase); receptores para hormonios secretados que funcionam para inibir a
proliferacdo celular (ex. TGFB — inibidor de proliferacdo celular), proteinas pro-
apoptéticas (ex. p53); controladoras de “pontos de checagem” que garantem a precisdo
dareplicacdo, segregacéo e reparo do DNA (ex. ATM —sinalizador intracelular de reparo)
e enzimas que participam do reparo do DNA (ex. XPF - reparo por excisdao de
nucleotideos) (HONG; HOLLAND, 2010).

1.4 — CANCER ESPORADICO E HEREDITARIO

As mutacdes genéticas que predispdem ao cancer podem ocorrer nos dois tipos de
linhagens celulares e assim determinar importantes caracteristicas com relago ao risco
de desenvolver a doenca. Na maioria dos tumores (cerca de 90%) elas ocorrem em células
somaticas caracterizando os tipos de cancer esporadicos, nos quais as mutaces sdo
adquiridas ao longo da vida. Porém, algumas mutagdes (de 3 a 5%) podem ser herdadas,

caracterizando o cancer hereditario, onde a idade da ocorréncia do tumor é precoce, pois
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0 individuo j& herda a mutacdo critica (STRATTON; RAHMAN, 2008;
RAMAMURTHY et al., 2017).

As mutacbes nos genes que predispdem ao cancer esporédico e hereditario variam
com relacdo a penetrancia. Os genes que geralmente estdo associados as sindromes de
predisposicdo hereditaria ao cancer sdo aqueles denominados de alta penetrancia e
mostram padrdo de heranca autossémico dominante. J& 0s que contribuem mais
amplamente para os canceres esporadicos sdo os considerados de baixa penetrancia e o
padrdo de heranca € multifatorial. Estes também sdo considerados genes modificadores
pois podem alterar os efeitos dos genes de alta penetrancia (ANKATHIL, 2008;
SHIELDS; HARRIS, 2000).

1.4.1 Cancer hereditario

O cancer hereditario pode ser classificado a partir de alguns critérios definidos por
Berliner e Fay (2007), como: 1) a ocorréncia da doenca apresenta caracteristicas de
heranca aparentemente autossémica dominante; 2) a idade de acometimento € mais
precoce do que esperado para aquele tipo especifico; 3) podem aparecer varios canceres
primarios em um individuo; 4) pode ocorrer aglomerados de canceres raros; 5) o cancer
pode ser bilateral ou multifocal; 6) parentes de primeiro grau apresentam risco de 50% de
ter a mesma mutacdo; 7) a penetrancia do gene que causa a doenca € incompleta e a
expressividade é variavel e 8) o risco para aqueles que ndo tém a mutacdo familiar é o
mesmo da populacdo em geral.

Os individuos com sindrome do cancer hereditario representam, provavelmente, entre
3 a 5% de todos os pacientes com cancer, porém, a identificacdo da base genética para
estas neoplasias tem grande importancia especialmente para o acompanhamento e in-
clusdo em programas de reducéo de risco e/ou prevencgédo do cancer para aquela parcela
da populacdo que possuem alto risco de desenvolvimento de cancer (RAMAMURTHY;
et al., 2017). O desenvolvimento de testes moleculares de diagnostico de predisposicéo
hereditaria para diferentes tipos de cancer estimularam o desenvolvimento de programas
de avaliacdo clinica e aconselhamento genético de familias em risco (GREEN et al.,
2018). Existem sindromes mendelianas de céncer, nas quais o risco de cancer entre
familiares é muito alto (INCA, 2009). Na maioria dessas sindromes, ocorrem

principalmente mutagdes patogénicas em alguns genes especificos os quais apresentam
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média e alta penetrancia (3 a 5% da populacdo) e muitos dos quais sao inclusos em testes

genéticos e painéis hereditarios multigénicos (Quadro 2):

Quadro 2 - Sindromes de cancer hereditario e principais genes associados

Gene | | gcalizagdo Funcao Sindromes e Neoplasias
Supressor tumoral/ Sindrome de cancer de mama e ovario
BRCAL 17q21 Reparo de DNA hereditarios (HBOC)
Supressor tumoral/ Sindrome de cancer de mama e ovario
BRCA2 13q13 Reparo de DNA hereditarios (HBOC)
Cancer colorretal hereditario sem polipose
hMSH2 2pl6 Reparo de DNA (HNPCC)
Cancer colorretal hereditario sem polipose
hMLH1 3p21 Reparo de DNA (HNPCC)
Cancer colorretal hereditario sem polipose
hPMS1 2031-33 Reparo de DNA (HNPCC)
Cancer colorretal hereditario sem polipose
hPMS2 7p22 Reparo de DNA (HNPCC)
APC 5022 Supressor tumoral Polipose adenomatosa familiar (PAF)
TP53 17p13 Supressor tumoral Sindrome de Li-Fraumeni
PTEN 10g22-23 Supressor tumoral Sindrome de Cowden e Bannayan-
RileyRuvalcaba
MENIN 1 11q Supressor tumoral Neoplasia endécrina maltipla tipo 1
RET 10q Oncogene Neoplasia endocrm;Bmultlpla tipo 2A ou
NF1 17911 Supressor tumoral Neurofibromatose-1
NF2 22q Supressor tumoral Neurofibromatose-2
VHL 3p25-26 Supressor tumoral Doenca de VVon Hippel-Lindau
RB1 13g14 Supressor tumoral Retinoblastoma hereditario
CDKNZ2 9p21 Supressor tumoral Melanoma familiar
CDK4 12913 Oncogene Melanoma familiar
WT1 11p Supressor tumoral Tumor de Wilms hereditério

Fonte: INCA, 2009; KATABATHINA et al., 2017

Tradicionalmente, 0 modelo de avaliagdo de risco de cancer hereditario utiliza

uma série de critérios clinicos, combinando a histéria pessoal e familiar do cancer com

fatores de risco adicionais (HAMPEL et al., 2015). O conhecimento genético sobre estas

sindromes possibilitou estabelecer testes moleculares que investigam genes de
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suscetibilidade, especialmente quando os critérios clinicos estdo bem estabelecidos.
Porém, a investigacdo de sucessivos genes candidatos pode ser uma abordagem
dispendiosa e demorada quando se considera sindromes com sobreposi¢do de fenotipos
ou em situacOes onde ha apresentacGes atipicas ou historia familiar incompleta. Nesses
casos, a investigacdo de painéis multigénicos para diferentes tipos de cancer €
considerada a opgdo mais adequada na investigacdo da sindrome e para a tomada de
decisdes clinicas (DOMCHEK et al., 2013).

1.4.2 Cancer esporadico

Os individuos com perfil de cancer esporadico apresentam os seguintes critérios:
1) a ocorréncia do cancer na familia é provavelmente devido a causas nao hereditarias; 2)
a idade de ocorréncia do cancer é tardia > 50 anos; 3) mesmo que haja mais do que um
caso na familia, ndo ha um padrao particular de heranca e 4) ha baixa probabilidade de
que os testes de suscetibilidade genética encontrem uma mutacdo que explique a
ocorréncia da doenca na familia (BERLINER; FAY 2007).

As mutacdes em genes de suscetibilidade ao cancer em células somaticas podem
ser classificadas de acordo com as consequéncias para a célula em: mutagdes “driver”, a
qual esta diretamente envolvida na carcinogénese, por conferir vantagem de crescimento
as células cancerigenas, e as mutacles “passenger”, que ndo conferem vantagem de
crescimento, mas sdo transportadas ao longo da expansdo clonal e, portanto, estardo
presentes em todas as células do céancer in situ. Estes dois tipos de mutagdes ajudam
entender o perfil clinico do tumor, sua resposta as drogas e a resisténcia ao tratamento
quimioterapico (STRATTON et al., 2009).

Os trabalhos de Vogelstein et al. (2013) e de Kandoth et al. (2013) consideraram
que, para a maioria dos tumores sao necessarias de 2 a 8 mutacdes “driver” sequenciais
ao longo de 20 a 30 anos para transformar células normais em neoplasicas. Ao contrério,
0 nimero de mutagles “passenger” excede 0 numero de mutacgOes “driver” e testa-las
funcionalmente, apds a deteccdo pelo sequenciamento de nova geracdo, seria
impraticavel. Desse modo, o desenvolvimento de métodos de bioinformética para
predizer mutagdes “drivers” e assim, testa-las funcionalmente parece mais plausivel
(PON; MARRA, 2014).

Nos Ultimos anos, a identificacdo de genes que carregam mutacées “driver” tem

sido, cada vez mais o0 objeto de pesquisa do cancer. Com as informagdes disponiveis na
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literatura foram identificados em 2010, 522 genes que contem mutacfes “driver” que
estéo relacionados no Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) (FORBES
et al., 2010). Porém, essa lista vem aumentando e de acordo com recente levantamento
no site https://cancer.sanger.ac.uk/census, revisada em julho de 2018, ja constam 574
entradas para mutacGes somaticas com evidéncias de alteracdo da atividade do produto
génico possivel de transformacdo oncogénica. Esse levantamento, porém, parece
superestimar a quantidade de genes biologicamente mais confiaveis para predizer o
desenvolvimento do cancer (PON; MARRA, 2014).

Nesse contexto, o trabalho de Tamborero et al. (2013), utilizou 4 modelos
matematicos que avaliam tanto a frequéncia quanto a predicdo da funcdo proteica para
identificar genes candidatos mais confidveis, diferentemente do censo COSMIC, que
utiliza apenas um modelo. A partir da avaliacdo de 12 tipos diferentes de tumores em
orgdos variados (mama, pulmao, Gtero, cabeca e pescogo, colon e reto, bexiga, rins, ovario
e sangue), os autores conseguiram identificar 291 genes, dos quais 165 genes né&o
estavam presentes no censo catalogado no COSMIC. Além disso, 16 genes apresentam
ocorréncia mais exclusivamente em um tipo de tumor. De maneira semelhante, avaliando
0s mesmos tipos tumorais, Kandoth et al. (2013) identificaram 127 genes com mutacdes
“driver”, das quais 66 ja estavam na lista COSMIC. Com o mesmo objetivo, Fujimoto et
al. (2016) analisaram 21 tipos de tumores diferentes e identificaram 106 genes, 54 dos
quais ndo estdo identificados no censo COSMIC. A despeito da heterogeneidade de genes
que podem ser responsaveis por englobar mutagdes “drivers”, 27 genes foram
comumente frequentes nos trés estudos supracitados, além da presenca na listagem do
banco de dados da COSMIC.

Variantes nos genes relacionados a suscetibilidade ao cancer esporadico, ja pode
ter sido herdado pelos individuos e isso aumenta a predisposi¢do a ocorréncia de novas
mutacdes do tipo passenger ou driver. S0 considerados genes de suscetibilidade ao
cancer aqueles relacionados as funcbes bioldgicas como: metabolismo e
biotransformacdo (CYP2E1l, CYP19A1l e UGT1A1l), genes de controle do sistema
imunoldgico e resposta inflamatoria (IL1A e 1L4), genes que regulam a fungdo de genes
de controle do ciclo celular e do sistema imunolégico (MDM2 e NFKB1), genes de
reparacdo do DNA (TYMS e XRCC1), gene regulador da apoptose (CASP 8), gene
regulador da hemostasia (PAR1) e gene de controle do ciclo celular (TP53). Portanto, a
analise de variantes nesses genes é importante para avaliar o perfil de suscetibilidade

genética ao cancer individual e/ou populacional e assim, conhecer quanto e quais dessas
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variantes ja estavam presente no genoma do individuo antes dele desenvolver o tumor. E
dessta maneira, sera possivel estabelecer associagdes entre determinados variantes e o
perfil de risco para o cancer ou determinados tipos de tumor (MARQUES et al., 2016;
AMADOR et al., 2016).

1.5 ANCESTRALIDADE E CANCER

O estudo do cancer é uma area na qual a ancestralidade de diferentes populacGes
geneticamente definidas comecaram a impactar ndo s6 no entendimento da etiologia da
doenca, mas também nos de protocolos de pesquisa e tratamento médico. Centenas de
mutacdes ja foram identificadas nos genes BRCA especialmente associadas ao risco de
cancer de mama e ovario hereditario, algumas das quais estdo fortemente associadas ou
sdo conhecidamente definidas como mutagGes fundadoras de alguns grupos
populacionais  especificos, como o0s judeus Ashkenazi (GIBBON, 2016).
No Brasil, alguns estudos identificaram mutacbes em BRCA que aumentam o risco
genético relacionado ao cancer de mama e encontraram prevaléncia entre 3,4% e 9%
Algumas dessas variantes sdo novas e desconhecidas e outras, no entanto, ja foram
encontradas em populacdes de judeus Ashkenazi, espanhdis da Galicia ou em grupos de
origem africana, refletindo o carater miscigenado da populacao . Estes achados mostram
a importancia de conhecer a ancestralidade genética e o perfil mutacional para otimizar o
rastreamento clinico de populacao particulares (ACHATZ et al., 2007; PASKULIN et al.,
2015).

Outro exemplo é a mutacdo p.R337H (c.1010G>A) no gene TP53 descrita na
literatura com elevada frequéncia em populacdes brasileiras com consideravel
contribuicdo europeia. Esta mutacéo foi associada com cancer adrenocortical em criangas
no Sul do pais, e sua frequéncia foi estimada em 0,3% através de triagem populacional
realizada em criancas recém-nascidas nesta regido (RIBEIRO et al., 2001; ACHATZ et
al., 2007). Na Bahia, Felix et al. (2014) também identificou esta mutacdo em mulheres
com cancer de mama, com elevada ancestralidade europeia , sugerindo a necessidade de
ampliacdo da investigacao dessa mutacao no pais.

A ancestralidade genética de uma populacdo é determinada através da analise de
marcadores de DNA informativos de ancestralidade (AIMs), que s&o assim denominados
por apresentarem diferencial de frequéncia superior a 30% em populacGes
geograficamente distintas (PARRA, et al., 1998, SHRIVER et al., 2003). A anélise destes
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marcadores é importante para descricdo da diversidade genética populacional, recons-
trucdo histérica dos povoamentos (CALLEGARI-JACQUES; SALZANO, 1999) e
estimativa de contribuicdo percentual das populagdes ancestrais na formacdo de
populacdes miscigenadas (SHRIVER et al., 2003; PARRA, E., et al., 1998; PARRA, E.,
et al., 2001; TSAI et al., 2006) estudos de mapeamento genético e associacdo com
doencgas (SHRIVER, 1997).

A estruturacdo genética da populacédo brasileira foi modelada a partir da mistura
que ocorreu entre 0s grupos de amerindios, africanos e europeus (SALZANO; FREIRE-
MAIA, 1967). Estudos recentes utilizando um amplo nimero de AIM estimam que a
ancestralidade europeia e africana contribuem com propor¢oes similares (~40%) para a
formacdo da populacdo brasileira (SANTOS et al., 2016). Porém, a miscigenacdo que
ocorreu no pais ndo mostra padréo uniforme de distribuicéo ao longo das regides e cidades
(GIOLO et al., 2012). Assim, com o uso de AIMs, verificou-se que mais de 70% da
contribuicdo genética no Sul e Sudeste do pais € de ancestralidade europeia, enquanto que
no Nordeste a contribuicdo africana é maior do que 50% (KEHDYet al., 2015).

Poucos estudos foram realizados para inferir a diversidade ancestral a partir de
dados genéticos na populacéo baiana. Alguns trabalhos foram realizados, por exemplo,
em remanescentes de quilombos (ABE-SANDES et al., 2004; BARBOSA et al., 2006).
Em Salvador, Machado (2008) estudou 1286 individuos utilizando de 10 AIMs e
encontrou que a contribuicdo africana, europeia e amerindia foi 49,2%, 36,3% e 14,5%,
respectivamente, porcentagem semelhante ao que foi observada no estudo de Felix et. al.
(2010) em uma amostra de doadores de sangue na populacdo da Bahia. Os mesmos
marcadores foram analisados em uma amostra de 517 individuos da Bahia composta por
brancos (17,2%), mulatos (77,5%) e negros (4,3%), classificados fenotipicamente. Nesse
trabalho, foi observado que a contribuicao africana foi 30% nos individuos classificados
como brancos; 47% nos mulatos em geral, sendo 33% nos mulatos claros, 50% nos
mulatos médios e 62% nos mulatos escuros; e 62% nos negros (BOMFIM, 2008). Além
disso, outro trabalho que avaliou pacientes com cancer de prostata no estado da Bahia e
encontrou elevada contribuicdo europeia (EU) e africana (AF) entre casos (47% EU; 38%
AF) e controles (41% EU; 43% AF) (OLIVEIRA, 2013).

A proporcdo de ancestralidade africana na Bahia é mais evidente em cidades que
tiveram relevante importancia econémica no inicio da colonizacdo, como na capital
Salvador e algumas cidades da Chapada Diamantina, em virtude da maior concentracao

africana como ma&o-de-obra escrava. Em contrapartida, ocorre o fenémeno de



22

“branqueamento” da populacdo a medida se afasta do litoral, uma vez que a exploracéo
econbmica nestas areas era reduzida (AZEVEDO et al., 1982). Em Monte Santo,
municipio localizado a 320 Km de Salvador, a anélise de ancestralidade genética em uma
amostra de pacientes (com diferentes doencas genéticas) e uma amostra controle foi
encontrada maior contribuicdo de ancestralidade europeia entre 0s casos e controles
(61,3% e 63,5%), respectivamente). Vale ressaltar que 20,7% dos casos e 55,6% dos

controles se autodenominaram como brancos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Verificar a suscetibilidade genética ao cancer em Monte Santo, Bahia.

2.2 ESPECIFICOS
1 Rastrear mutacdes em genes de suscetibilidade nos individuos com perfil para
cancer hereditério;
1 Verificar associacdo entre marcadores genéticos e suscetibilidade a cancer
esporéadico;
71 Determinar a ancestralidade da populacéo estudada e verificar a associacdo com

as mutacoes identificadas e/ ou marcadores de suscetibilidade associados
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CAPITULO 1: Inclui o Manuscrito 1 que avalia a triagem de mutaces em genes de
suscetibilidade em individuos com perfil para cancer hereditario.

Situagdo do manuscrito: Ainda ndo submetido a publicacéo
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MANUSCRITO 1

TRIAGEM DE MUTAQC)ES EM GENES DE SUSCETIBILIDADE CANCER
HEREDITARIO EM PACIENTES DE UMA REGIAO COM ALTA
CONSANGUINIDADE
Polyanna Car6zo de Oliveiral?; Danniel Sann Dias da Silval; Paula Brito Correa'*;
Angelina Xavier Acostal*; Taisa Manuela Bonfim Machado-Lopes®; Thais Ferreira

Bomfim-Palma®; Andrea Ribeiro-dos-Santos®, Sidney Santos®; Roberto José Meyer
Nascimento®; Ivana LUcia de Oliveira Nascimento®; Kiyoko Abe-Sandes®

1. Programa de P6s-Graduacdo em Biotecnologia em Salde e Medicina Investigativa do
Instituto Gongalo Moniz da Fundagéo Oswaldo Cruz (PPGBSMI — CPqGM/FIOCRUZ)

2. Departamento de Ciéncias da Vida, Universidade Estadual da Bahia, (DCV-UNEB)

3. Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal da Bahia (ICS/UFBA)

4. Servico de Genética Médica, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos
(HUPES/UFBA)

5. Laboratério de Genética Humana e Médica, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Pard, (UFPA)

RESUMO

O cancer € uma doenca multifatorial dependente da influéncia de fatores genéticos e
ambientais. Cerca de 3 a 5% dos canceres estdo associados a presenca de mutacdes
germinativas, as quais predispdem a maior risco de desenvolver cancer. Atualmente,
0 uso de painéis que identificam genes de suscetibilidade e / ou associa¢do com cancer
vem sendo cada vez mais utilizado, tanto na préatica clinica quanto na pesquisa
cientifica. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar mutacGes genéticas em
pacientes com perfil para cancer hereditario em individuos de uma regido do Nordeste
Brasileiro, onde ha alta frequéncia de casamentos enddgenos e consanguineos. Para
esta pesquisa, um conjunto de 17 genes (BRCAL, BRCA2, APC, TP53, PTEN, RET,
VHL, RB1, CDKN2, CDH1, CHECK2, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, XPA e XPC)
associados a diferentes tipos de cancer e sindromes hereditarias. Quinze pacientes com
um perfil de cancer hereditario (historia familiar e/ou idade menos que 50 anos) foram
avaliados. A variante patogénica encontrada foi ¢.1187G> A (p.Gly396Asp),
rs36053993 no gene MUTYH em um paciente do sexo masculino com diagnostico de
melanoma aos 43 anos e histdria familiar do tumor. Esse gene codifica uma importante
enzima relacionada ao reparo do DNA e tem sido associado a outros tipos de cancer,
mas ndo ao melanoma, embora haja plausibibilidade bioldgica para essa associacao,
uma vez que a proteina MUTYH é expressa no tecido da pele e é responsavel pelo

reparo dos danos causados por exemplo, pela exposicdo solar. Assim, os resultados
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deste estudo sugerem que essa mutacdo pode ser importante para a predisposicdo
hereditaria a0 melanoma, mas uma investigacdo mais ampla dessa mutacdo é

necessaria.

INTRODUCAO

Todo cancer € causado por alteragdes no material genético, porém apenas uma
pequena proporcdo (3 a 15%) deles ocorrem devido a mutacBes herdadas
(RAMAMURTHY, 2017). Nesse caso, a identificacdo de individuos portadores de
variantes patogénicas em genes de suscetibilidade ao cancer hereditario permitem o
rastreio precoce bem como a adogdo de medidas preventivas (DALY et al., 2017).

Os testes de diagnostico molecular para o cancer hereditario, tradicionalmente
restringia-se a analise de um ou poucos genes, selecionados a partir da sindrome iden-
tificada na familia (KATSANIS; KATSANIS, 2013). Porém, a suscetibilidade ao can-
cer pode ocorrer devido a uma ou mais mutagdes em um dos Vvarios diferentes genes
relacionados ao desenvolvimento tumoral (ndo necessariamente relacionado a suspeita
clinica) (DOMCHEK et al., 2013). Devido a heterogeneidade genética, nem sempre
a mutacdo responsavel pela doenca estd em um gene classicamente relacionado aquela
sindrome, por exemplo BRCA1 e BRCA2 na Sindrome do Céancer de Mama e Ovério
Hereditario (GARDNER et al., 2018; KATSANIS; KATSANIS, 2013). Desse modo,
0 Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) tem preenchido estas lacunas através da
avaliacdo multigénica, além de apresentar eficiéncia de custo e tempo de anélise
(PRICE et al., 2018).

Os critérios utilizados para selecionar pacientes com risco para cancer
hereditario, muitas vezes esta baseado na historia familiar auto-referida (SELKIRK et
al., 2014). Porém, a auséncia de documentos comprobatorios (registros medicos,
atestado de obito) podem diminuir a confiabilidade das informagdes e assim restringir
0 uso dessa ferramenta na pratica clinica e na tomada de decisdo sobre recomendagoes
de vigilancia primaria e intervencgdes preventivas (QURESHI et al., 2009). Porém, no
Brasil, Fldria-Santos et al. 2016 sugeriram que para individuos de média e baixa renda
0 uso dessas informagdes, mesmo sem documentos comprobatérios tem sido util para
as politicas de triagem, visando identificar individuos com risco para cancer.

Para o presente estudo, foi selecionada uma amostra de pacientes
diagnosticados com cancer que residem em Monte Santo, um municipio localizado na

regidao nordeste do Brasil. Este municipio € caracterizado pelo baixo nivel de
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escolaridade, situacdo de extrema pobreza, baixa taxa de imigracdo, alta taxa de
endogamia e consanguinidade (MACHADO et al., 2012). Além disso, em Monte
Santo foi observado que algumas doencas genéticas raras apresentam frequéncia
elevada, por exemplo mucopolissacaridose tipo VI (1:5.000 em Monte Santo,
chegando a 1:1.500.000 no mundo) (COSTA-MOTTA et al., 2014). Devido as
caracteristicas desta populagdo, 0 nosso grupo iniciou um projeto de Genética
Comunitéaria que inclui o recenseamento de doencas/deficiéncias com provavel
etiologia geneéticas na populacdo como deficiéncia intelectual, erros inatos de
metabolismo, defeito congénito, deficiéncia auditiva e cancer., Assim, o objetivo do
trabalho foi investigar perfil mutacional de pacientes com suspeita de céancer
hereditéario utilizando um painel multigénico através de sequenciamento de nova

geracao.

METODOLOGIA
Amostra

Durante o periodo de Agosto de 2014 a Junho de 2016, 15 pacientes com
diagnostico de qualquer tipo de cancer no municipio de Monte Santo, Bahia (Nordeste
do Brasil) foram incluidos no estudo. Estes pacientes apresentavam caracteristicas de
cancer hereditério utilizando os critérios: historia familiar para a doenca e/ou a idade
de ocorréncia do cancer antes de 50 anos (SELKIRK et al., 2014), além disso, 0s
pacientes ndo deveriam ser parentes. Para todos os participantes foi preenchido
questionario com dados pessoais, clinicos e informacdes da raca/cor por
autodenominacdo de acordo com critérios do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE).

Painel multigénico

O painel foi composto de 17 genes que foram sequenciados, os quais: BRCA1L,
BRCA2, APC, TP53, PTEN, RET, VHL, RB1, CDKN2, CDH1, CHECK2, MLHL1,
MSH2, MSH6, MUTYH, XPA e XPC. Esses genes foram selecionados por
apresentarem associagdo com diferentes tipos de cancer e sindromes hereditarias. O
DNA das amostras foi obtido a partir de 200 uL de sangue periférico pelo Kit de
Extracdo Mini Spin Plus (Biometrix, BioPur, Curitiba, Parana, BR) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Todas as amostras de DNA foram quantificadas por

espectrofotometria em  aparelhno  NanoDrop 2000c®  Spectrophotometer
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(ThermoScientific,Wilmington, Delaware, USA) nos comprimentos de onda
260/280nm. A integridade do DNA foi verificada em gel agarose 2,5% e
posteriormente diluido para uma concentracdo de 25ng/uL. O painel utilizado foi o
TruSeq® Custom Amplicon v1.5 no MiSeq System (lllumina, San Diego, CA). As
variantes foram classificadas conforme ClinVar database em: patogénica, variante de

significado incerto (VUS) e de importancia farmacogenética.

RESULTADOS

Foram selecionados 15 individuos com perfil de cancer hereditario (quatro
mulheres e onze homens). A maioria das mulheres tinha cancer de mama (3/4) e entre
0s homens, cancer de prostata (2/11) e de pele (2/11), foram os mais frequentes
(Tabela 1). A média de idade ao diagndstico foi 47,8 anos £12, 87, sendo que, entre

aqueles com historia familiar a média foi 51,2 e, sem historia familiar, 41 anos.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos pacientes com perfil de cancer hereditario no
municipio de Monte Santo-BA, 2017.

Paciente Local do tumor Sexo d:s;:gs‘;%o AD flzrir:itﬁ;iri
1 Estdmago M 47 Branco Nao
2 Pele (escamocelular) M 41 Pardo Néo
3 Mama F 39 Pardo Né&o
4 Reto F 66 Branco  Sim
5 Prostata M 52 Pardo Sim
6 Mama F 44 Branco  Sim
7 Prostata M 60 Pardo Sim
8 Pele (melanoma) M 43 Branco Sim
9 Mama F 50 Pardo Né&o
10 Mama F 50 Pardo Sim
11 Mama F 28 Pardo Né&o
12 Intestino M 69 Pardo Sim
13 Ceérebro M 25 Pardo Sim
14 Tireoide F 40 Pardo Sim
15 Prostata M 63 Negro  Sim

AD: Autodenominacdo; *Tabela Suplementar 3
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Foram encontrados 11 variantes com importancia clinica em 12 pacientes
(75%). Desses, 11 pacientes (73,3%) tinham alguma variante de importancia farmaco-
genética e um paciente (6,6%) tem uma variante patogénica. Todas as variantes
encontradas estavam em heterozigose. Foram identificadas, sete VUS em sete (46,6%)
pacientes nos genes: APC, PTEN, CDH1, BRCA2, BRCAl. Um dos pacientes
apresentou 3 diferentes VUS e em trés pacientes foram encontradas 2 diferentes VUS

(Tabela suplementar 2).

Tabela 2 - Variantes observados nos genes de suscetibilidade avaliados pelo painel de
cancer hereditario nos pacientes de Monte Santo, BA.

-~ o
Gene POS'9a° da Variante Consequéncia Classificagéo N. de
variante pacientes

Chrl: 45797228

MUTYH €.1187G>A p.Gly396Asp Patogénica 1
Chrl7: 7579472

TP53 €.215C>G  p.Pro72Arg  Farmacogenética B 5
Chr3: 14187449

XPC €.2815C>A p.GIn939Lys Farmacogenética A 9
Chr5:

APC 112102097 €.210G>C  p.Glu70Asp VUS 1
Chr10:

PTEN 89623716 c.10G>A  p.Gly4Arg VUS 4
Chr10:

PTEN 89623901 €.194G>C  p.Cys65Ser VUS 1
Chr16:

CDH1 68856041 €.1849G>A p.Ala617Thr  VUS 2
Chr13:

BRCA2 32910773 €.2281T>C p.Tyr761His  VUS 1
Chr17:

BRCA1 41215385 €.5221A>G p.Thrl741Ala VUS 1
Chr17:

MUTYH 45800182 €.38C>T p.Alal3Val VUS 1
Chr5:

APC 112176905 c.5614G>A p.Vall872lle  VUS 1

Farmacogenética A: Toxicidade a Cisplatina
Farmacogenética B: Toxicidade a Cisplatina, Ciclofosfamida, Fluoratil e Paclitaxel

A VUS com maior frequéncia foi PTEN:c.10G>A (p.Gly4Arg), presente em
4/7 pacientes. Além disso, em 2 pacientes foram encontradas a VUS
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CDH1:¢c.1849G>A (p.Ala617Thr). Para os variantes com importancia farmacogené-
tica, a maioria dos pacientes (9/15) apresentaram a variante XPC:c.2815C>A
(p.GIn939Lys) e os outros (5/15), a variante TP53:¢.215C>G (p.Pro72Arg). A variante
patogénica MUTYH:c.1187G>A (p.Gly396Asp) foi encontrada em um paciente do
sexo masculino com diagndstico de melanoma aos 43 anos e com histéria familiar para
este tumor. O heredograma da historia familiar esta na Figura 1.

Figura 1 - Heredograma do paciente 8 com historia familiar para melanoma.
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DISCUSSAO

Esse estudo descreve uma experiéncia em genética comunitaria uma vez que o
mesmo faz parte de um projeto mais amplo que estuda, além do cancer, outras doencas
genéticas em um contexto populacional. Apesar tamanho reduzido da amostra, foi
identificado um 1/15 (6,25%) pacientes com mutacdo patogénica e 6/15 (37,5%)
pacientes com VUS. Em estudo realizado em populacdo maior (227 pacientes)
utilizando um painel multigénico com 12 genes para diferentes tipos de cancer e utili-
zando 0s mesmos critérios para selecdo dos casos do presente estudo (idade <50 anos
e/ou historia familiar) foram identificados 12,3% pacientes com mutagédo patogénica
e 19,4% pacientes com VUS (HERMEL et al., 2016).

As variantes de significado incerto ou VUS (do inglés, variants of uncertain

significance) sdo variagdes na sequéncia de um gene, que podem alterar a sequéncia
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da proteina, entretanto ndo existe dados suficientes para afirmar ou ndo sua associagédo
d doenca (DOMCHEK; WEBER 2008). As VUS incluem: as alteragcdes missense,
delecdes in frame e variantes intronicas e exonicas que podem alterar o splicing do
MRNA (RADICE et al. 2011). A incerteza sobre a relacdo destas variantes com a
predisposicdo ao desenvolvimento de tumores dificulta o manejo clinico dessas
pacientes (Lerner-Ellis et al., 2015).

Sobre os polimorfismos de importancia farmacoldgica, foram encontrados:
p.(GIn939Lys) no gene XPC (em 9/15 participantes) e p.(Pro72Arg) no gene TP53
(5/15 participantes). De acordo com o Projeto 1000 Genomas, a mutacdo XPC
p.(GIn939Lys) apresenta elevada frequéncia do alelo T em populagdes parentais:
africanos (0,7315 ) e europeu (0,5421) (sem dados em populacdo amerindia). J& a
mutacdo TP53 p.(Pro72Arg) apresenta frequéncia variavel do alelo G entre populacdes
africana (0,6389) e europeia (0,2757) (sem dados em populacdo amerindia). Os
resultados observados estdo de acordo com o esperado para uma populagéo
miscigenada como no Brasil, especialmente o nordeste brasileiro que apresenta
elevada contribuicdo ancestral africana e europeia (SANTOS et al., 2016). Devido a
auséncia de dados sobre o tratamento realizados pelos pacientes, ndo foi possivel
utilizar as informacGes sobre os marcadores de importancia famacogenética
encontrados e o efeito sobre a abordagem terapeutica ultilizada.

O gene MUTYH, codifica a proteina MUTYH-DNA glicosilase (MUTYH)
(SLUPSKA etal., 1996). Esta enzima é componente do sistema de Reparo por Excisdo
de Base (BER), responsavel pela remocdo de adenina (ou adenina oxidada) pareada
erroneamente com bases produzidas por espécies reativas de oxigénio (ROS). A 8-
oxo-7,8-dihidro-2"-dioxiguanosina (8-oxoG) é o produto mais estavel, gerado por
ROS, capaz de causar danos oxidativos no DNA. Estas bases quando livres sdo
incorporadas ao DNA pelas proprias polimerases e quando ndo séo removidas antes
da replicacdo, provocam a transversdo de bases (G:C-T:A) (ISOGAWA, 2004). Este
foi o primeiro gene BER associado com uma sindrome do cancer humano inicialmente
identificados em individuos com predisposicéo para multiplos adenomas e carcinomas
colorretais e cancer gastrico (AL-TASSAN et al., 2002; MAZZEI; VIEL; BIGNAMI,
2013).

Mais de 300 mutages ja foram descritas no gene MUTYH de acordo com o
database de variantes LOVD (OUT et al., 2010). Entre elas, a mutagdo missense

encontrada neste estudo p.(Gly396Asp) descrita como patogénica pelo ClinVar
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(https://preview.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/5294/). Este aminoacido esta
localizada no dominio C-terminal da proteina (éxon 13) e a sua substitui¢do diminui a
interacdo entre enzima e o substrato, comprometendo a atividade enzimética
(D’AGOSTINO et al., 2010). Esta ¢ uma das principais variantes que predispdem a
Polipose Associada a MUTYH (MAP) (NIELSEN et al., 2015), sindrome hereditéaria
que apresenta como manifestacdes clinicas principais o desenvolvimento precoce de
multiplos pdlipos adenomatosos ao longo do intestino e o cancer colorretal (CCR).
Porém, além dessas, outras manifestacdes extraintestinais podem ocorrer em pacientes
com MAP, entre eles, os achados na pele (benignos e malignos) (VOGT et al. (2009).
Em uma coorte de pacientes com MAP, Vogt et al. (2009) acompanharam a ocorréncia
de tumores extraintestinais e o cancer de pele foi 0 segundo mais comum cancer
reportado, com significante incidéncia (SIR: 2.8; 95% CI: 1.5—4.8). Nesse estudo, dos
13 pacientes com cancer de pele, cinco apresentaram a mutacdo p.Gly396Asp e destes,
dois foram diagnosticados com melanoma. Em contradi¢do, Santonocito et al. (2011)
ndo encontrou associagcdo entre o risco de desenvolvimento ou agressividade do
melanoma e esta variante.

A mutacdo MUTYH p.(Gly396Asp) apresenta frequéncia mais elevada em
populacGes de origem caucasiana (0,0089 Europeus, 0,0043 Amerindios, 0.0000
Africanos) de acordo com o 1000Genome, e sua origem foi estimada a cerca de 6 a 9
mil anos a.C. (ARETZ et al., 2013). Este achado esta de acordo com o presente estudo
gue encontrou a mutacdo em um paciente com caracteristicas fenotipicas de europeus
e que se autodenominou como branco. No Brasil, esta variante ja foi descrita em dois
diferentes estudos: 3/60 pacientes com critérios clinicos para MAP, sendo um dos
casos homozigoto (PITROSKI et al., 2011) e 1/23 (TORREZAN et al., 2013). Desse
modo, encontrar a mutacdo em 1/16 pacientes sem critérios para MAP, mas com
historia familiar para melanoma reforca a associacdo de mutacfes no gene MUTYH
com outros tipos de tumores.

A presenca desta mutacdo em MUTYH em paciente com melanoma deve ser
considerada com cautela para justificar a origem do tumor. A principio é plausivel
considerar que o tecido epitelial estd exposto & acdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) apods exposigdo UV e que a presenga de um eficiente mecanismo de reparo
nesse tecido € necessaria. De fato, ja foi demonstrado que a origem do melanoma pode
estar relacionada ao dano oxidativo especificamente devido a presenga de moléculas
de 8-0xoG (MURTAS et al., 2010; NISHISGORI, 2015). Assim, o defeito em enzimas
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que atuam no mecanismo BER pode ser importante na compreensdo desse tumor,
contudo MUTYH néo age de modo isolado. Por exemplo, foi demonstrado maior
susceptibilidade ao cancer de pele em camundongos OGG1-knockout com producéo
de 8-0xoG no material genético das células epidérmicas expostos a UVB
(KUNISADA et al., 2005). O gene OGG1 codifica a enzima 8-0xoG DNA glicosilase
(OGG1) que reconhece e remove 8-0xoG evitando futuro mal pareamento de bases. Ja
0 envolvimento do gene MUTYH no desenvolvimento do melanoma foi sugerido no
estudo de Ogbah et al., (2012) apds avaliacdo de diferentes linhagens celulares desse
tipo de cancer através de sondas de MLPA que identificaram perda de
heterozigosidade do gene. Além disso, foi observada relacdo entre a funcédo alterada
de MUTYH e OGG1 com varios tumores: células intestinais neuroendocrinas em
humanos e pulmd em camundongos knockouts bialélicos para estes genes
(DUMANSKI et al., 2017; XIE et al., 2004).

De fato, de acordo com o Human Protein Atlas, a proteina MUTYH esta
expressa no tecido epitelial, bem como no melanoma, embora em menor quantidade
quando comparada a outros tecidos do sistema digestivo (estbmago, duodeno, célon e
reto) bem como quado comparado a tecidos de mesma origem embrioldgica (cérebro
e 0ss0s) (UHLEN et al., 2015). Ao contrario, OGG1 esta altamente expressa, tanto nas
células epiteliais como em células de melanoma, provavelmente devido ao seu efeito
preventivo e anterior a acdo de MUTYH. Apesar disso, MUTYH apresenta uma
importante contribuicdo para a carcinogénese, pois além de evitar a mutagénese, ativa
uma via de morte celular programada desencadeada pela acumulacéo de 8-0xoG no
DNA nuclear e mitocondrial através da ativacdo da protease dependente de Ca2+, a
calpaina (OKA et al., 2008). Mais recentemente Oka et al. (2014) mostraram que esta
via poderia ainda ser dependente PARP/MLH1 mediando a atividade da proteina
supressora tumoral p53. Ja foi demonstrado que a regulacdo negativa de calpaina-3 e
a inativacdo de MLH1 sdo eventos que contribuem para a progressao de melanoma,
reforcando a importancia da funcionalidade de MUTYH (CASTIGLIA et al., 2003;
MORETTI et al., 2015). Entdo, na auséncia de MUTYH, tais células pré-mutagénicas
ou pré-cancerosas poderiam sobreviver e ter uma taxa de mutacdo maior em proto-
oncogenes ou genes supressores de tumores devido ao aumento dos niveis de 8-0xoG.

Interessante considerar que as mutagdes patogénicas em MUTYH associadas
ao cancer hereditario ocorrem em homozigose, inativando completamente seu

produto. Porém, foi sugerido que o risco de desenvolver cancer coloretal (CCR) é
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maior em individuos monoalélicos mutante em MUTYH do que em individuos sem
alelos patogénicos, mesmo aqueles com historia familiar de CCR (WIN et al., 2015).
Em um estudo com tumores neuroenddcrinos do intestino delgado (SI-NET), na qual
foi detectada a presenca da mutacdo p.Gly396Asp em heterosigozidade em 6/24
pacientes com e sem historia familiar, foi sugerido que a inativacédo bialélica de MU-
TYH pode ndo ser o Unico mecanismo que impulsionou o desenvolvimento tumoral e
que mutacOes adicionais em OGG1 seriam importantes para a patogénese da doenca
(DUMANSKI et al., 2017). Estes autores indicam ainda que a presenca da mutagéo
em heterozigose pode ser responsavel por um fendtipo menos agressivo, com inicio
tardio e progressdo lenta do tumor, porém tais fatores ndo puderam ser comprovados
no nosso estudo. Em outro estudo foi também observado associacdo entre risco
elevado para cancer de mama e esta variante em heterozigosidade (RENNERT et al.,
2012).

E importante lembrar que o paciente do presente estudo tem historia familiar
de melanoma e que ndo foram encontradas alteracbes em CDKN2, gene responsavel
pela susceptibilidade em ~ 10% de familias com 2 casos de melanoma e 30-40% de
familias com 3 ou mais casos de melanoma (GOLDSTEIN et al., 2007). Assim, é
possivel que para 0 caso deste estudo outros genes de menor penetrancia estejam
envolvidos no processo da doenga como o0 gene OGGL.

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho sugerem que através da selecdo de pacientes com
perfil de cancer hereditario foi possivel identificar mutacGes de importancia clinica,
como as de importancia farmacogenética, de significado incerto (VUS) e mutacdes
patogénicas, mesmo em uma amostra pequena de individuos. O uso de um painel
mutigénico permitiu identificar a mutacdo patogénica MUTYH p.(Gly396Asp) em
paciente com melanoma e histéria familiar. Mutagdes nesse gene foram pouco
estudadas em pacientes com essa neoplasia, mas a plausibilidade bioldgica indica que
existe evidéncias para essa associacao e assim justifica a ampliagdo do estudo. Essa
também é uma vantagem da analise de multiplos genes, onde novas associa¢fes podem
ser identificadas. E importante ressaltar que, para confirmagdo dos achados sera
necessario estudo de segregacdo familiar da mutacdo, visto que outros familiares

também foram diagnosticados com a doenga.
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Tabela Suplementar 1: Principais sindromes de cancer hereditario e seus genes

associados
Gene | ocalizacdo Funcéo Sindromes e Neoplasias
BRCA1 17 Supressor tumoral Sindrome de cancer de mama e ovario
q P hereditarios (HBOC)
Sindrome de cancer de mama e ovario
BRCA2 13q Supressor tumoral hereditarios (HBOC)
Cancer colorretal hereditario sem polipose
hMSH2 2pl6 Reparo de DNA (HNPCC)
Cancer colorretal hereditario sem polipose
hMLH1 3p21 Reparo de DNA (HNPCC)
APC 5022 Supressor tumoral Polipose adenomatosa familiar
TP53 17p13 Supressor tumoral Sindrome de Li-Fraumeni

PTEN 10922-23

RET 10q
VHL 3p25-26
RB1 13q14

CDKN2 9p21

CDH1 16g922.1

CHECK2 22q912.1

MSH6 2p16
MUTYH 1p34.1

XPA 9q34.1

XPC 3p25.1

Supressor tumoral

Oncogene

Supressor tumoral
Supressor tumoral
Supressor tumoral

Supressor tumoral
Supressor tumoral

Supressor tumoral
Supressor tumoral
Supressor tumoral

Supressor tumoral

Sindrome de Cowden e Bannayan-
RileyRuvalcaba

Neoplasia end6crina maltipla tipo 2A ou
2B

Doenca de VVon Hippel-Lindau
Retinoblastoma hereditario
Melanoma familiar
Cancer Géstrico Difuso Hereditério

Sindrome de cancer de mama e ovario
hereditarios (HBOC)

Sindrome de Lynch
Polipose, Cancer colorretal
Xeroderma Pigmentoso (Céancer de Pele)

Xeroderma Pigmentoso (Céncer de Pele)

Fonte: Brasil. Ministério da Saude. Instituto Nacional de Cancer. Rede nacional de cancer familial:
manual operacional / Instituto Nacional de Céncer — Rio de Janeiro: INCA, 2009.
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Tabela Suplementar 2: Variantes patogénica, de importancia farmacogenética e
VUS, identificadas nos pacientes com perfil de cancer hereditario na populacdo de

Monte Santo-BA.

Paciente Gene osisdodavari- o CONsequén- Classificacio
ante cia
01 Auséncia de variantes
APC Chr5: 112102097 ¢.210G>C  p.Glu70Asp  VUS
02 PTEN Chr10: 89623716 c¢.10G>A  p.Gly4Arg VUS
TP53 Chrl7: 7579472 ¢.215C>G p.Pro72Arg  Farmacogenética B
03 Auséncia de variantes
04 XPC Chr3: 14187449  ¢.2815C>A p.GIn939Lys Farmacogenética A
05 Auséncia de variantes
06 XPC Chr3: 14187449  ¢.2815C>A p.GIn939Lys Farmacogenética A
TP53 Chrl7: 7579472 ¢.215C>G p.Pro72Arg  Farmacogenética B
07 PTEN Chr10: 89623901 ¢.194G>C p.Cys65Ser  VUS
XPC Chr3: 14187449  ¢.2815C>A p.GIn939Lys Farmacogenética A
08 MUTYH Chrl: 45797228 ¢.1187G>A p.Gly396Asp Patogénica
CDH1 Chr16: 68856041 ¢.1849G>A p.Ala617Thr VUS
09 XPC Chr3: 14187449 ¢.2815C>A p.GIn939Lys Farmacogenética A
BRCA2  Chrl3: 32910773 ¢.2281T>C p.Tyr761His VUS
10 XPC Chr3: 14187449 ¢.2815C>A p.GIn939Lys Farmacogenética A
TP53 Chrl7: 7579472 ¢.215C>G p.Pro72Arg  Farmacogenética B
11 TP53 Chrl7: 7579472 ¢.215C>G p.Pro72Arg  Farmacogenética B
12 XPC Chr3: 14187449 ¢.2815C>A p.GIn939Lys Farmacogenética A
PTEN Chr10: 89623716 c¢.10G>A  p.Gly4Arg VUS
13 TP53 Chrl7: 7579472 ¢.215C>G p.Pro72Arg  Farmacogenética B
XPC Chr3: 14187449 ¢.2815C>A p.GIn939Lys Farmacogenética A
PTEN Chr10: 89623716 ¢.10G>A  p.Gly4Arg VUS
14 BRCA1  Chrl7: 41215385 c¢.5221A>G p.Thrl741Ala VUS
CDH1 Chrl16: 68856041 ¢.1849G>A p.Ala617Thr VUS
XPC Chr3: 14187449 ¢.2815C>A p.GIn939Lys Farmacogenética A
PTEN Chr10: 89623716 c¢.10G>A  p.Gly4Arg VUS
15 MUTYH Chrl7: 45800182 ¢.38C>T  p.Alal3Val
APC Chr5: 112176905 c¢.5614G>A p.Vall872lle VUS
XPC Chr3: 14187449  ¢.2815C>A p.GIn939Lys Farmacogenética A

Farmacogenética A: Toxicidade a Cisplatina

Farmacogenética B: Toxicidade a Cisplatina, Ciclofosfamida, Fluoratil e Paclitaxel



Tabela Suplementar 3: Histdria Familiar dos pacientes com perfil de cancer

hereditario na populacdo de Monte Santo-BA.
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Pct Céncer Sexo ID AD Historia Familiar
01 Estbmago M 47 Branco Néio
02 Pele(Es) M 41 | Mulato | Néo
03 Mama F 39 Mulata Nao
04 | Reto F 66 | Branca | Sobrinha (35a) — Estdmago
05 Prostata M 52 Mulato  Pai (78a) — Pancreas
Tia materna (?) — Mama
2 Primas maternas (35;17) — Mama
Tia paterna (60a.) — Leucemia
Tia paterna (50a.) — Utero
Primo paterno (35a) - Garganta
06 | Mama F 44  Branca | 4 Primas de 2° grau (26a; 29a; 30a; 39a) —
Mama
Pai (78a) - Prostata
07 | Prostata M 60  Mulato | Tio paterno (60a) — Prostata
Tia paterna (70a) — Mama
2 Irmdos (?) - Prostata
08 | Pele(Ml) M 43 | Branca | Tio materno (60a.) — Pele
Tio Materno (68a) - Pele
Mée (69a) — Pele
Filho (22a.) — Pele
Filho (28a) - Pele
09 Mama F 50 Mulata Nao
10 Mama F 50 | Mulata | Pai (80a) — Prostata
Tio materno (70a) — Prostata
Primo Materno (?) — Prdstata
11 Mama F 28 Mulata N&o
12 | Intestino | M 69  Mulato = Méae (?) — Cabeca
13  Cérebro M 25 | Mulato | Tia materna (60a) — Intestino
Prima materna (?) - ?
Tia materna (?) — Figado
14 | Tire6ide F 40 | Mulata | Pai (?) — Prostata
Mée (?) — Pele
Tia Paterna (?) — Pulmédo
AvO0 paterna (?) — Pele
Primo paterno (?) — Testiculo
Prima paterna (?) — Mama
Prima materna (?) - Utero
15 | Prostata M ‘ 63 ‘ Negro ‘ Av0, tio e primo maternos (?) - Préstata

Pct: Paciente; ID: Idade ao diagnostico; AD: autodenominacao de raca/cor (IBGE);

Pele (Es): Cancer de pele (escamocelular); Pele (Ml):Cancer de pele (melanoma)
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CAPITULO 2: Inclui o Manuscrito 2 que avalia a suscetibilidade genética ao cancer
esporadico, a ancestralidade geneética da populagcdo e associacdo entre marcadores
genéticos de suscetibilidade e ancestralidade.

Situagdo do manuscrito: Ainda ndo submetido a publicacéo
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MANUSCRITO 2

ASSOCIACAO ENTRE SNPs EM DIFERENTES GENES DE
SUSCETIBILIDADE GENETICA AO CANCER EM POPULAGAO
MISCIGENADADO BRASIL

Polyanna Car6zo de Oliveiral?; Danniel Sann Dias da Silval; Paula Brito Correa'*;
Angelina Xavier Acostal*; Taisa Manuela Bonfim Machado-Lopes®; Thais Ferreira
Bomfim-Palma®; Andrea Ribeiro-dos-Santos®, Sidney Santos®; Roberto José Meyer
Nascimento®; Ivana Lcia de Oliveira Nascimento®; Kiyoko Abe-Sandes!

1. Programa de Po6s-Graduacdo em Biotecnologia em Salde e Medicina Investigativa do
Instituto Gongalo Moniz da Fundacdo Oswaldo Cruz (PPGBSMI — CPqGM/FIOCRUZ)

2. Departamento de Ciéncias da Vida, Universidade Estadual da Bahia, (DCV-UNEB)

3. Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal da Bahia (ICS/UFBA)

4. Servico de Genética Médica, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos (HUPES/UFBA)
5. Laboratério de Genética Humana e Médica, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal do Para (UFPA)

RESUMO O cancer é uma doenca genética, multifatorial resultado da contribuicéo de
fatores ambientais e predisposicdo genética. Mutacdes em genes de baixa penetrancia
que estdo envolvidos em diferentes rotas da tumorigénese apresentam elevada
frequéncia populacional, entretanto sua distribuicdo é varidvel e portanto, algumas
populacdes podem estar mais ou menos suscetivel ao risco de céancer. Assim, o
objetivo desse trabalho foi analisar genes associados a suscetibilidade genética a
diferentes tipos de cancer em uma populacdo miscigenada no nordeste do Brasil.
Participaram da pesquisa 103 individuos diagnosticados com cancer e 286 controles.
Foram avaliadas 20 SNPs em 19 genes de suscetibilidade a cancer e 61 marcadores
informativos de ancestralidade. Considerando as populacdes parentais europeu,
africano e amerindios, foi encontrada maior contribuicdo ancestral europeia (66,7%),
seguida de contribuicdo africana (21,2%) e amerindia (12,1%). Os marcadores de
suscetibilidade associados ao risco para a doenca foram aqueles nos genes: TP53 ( 16
pb), gendtipo Ins/Ins (OR=2,05; IC 95%= 1,1-4,0 e p= 0,027); HLA-G, gendtipo
Del/Ins ou Ins/Ins (OR=2,9; IC 95%= 1,35 - 6,61 e p= 0,0078) e efeito protetor foi
observado para aqueles com gen6tipo Ins/Ins no gene PAR1 (OR=0,39; IC 95%= 10,23
- 0,66 e p=0,000587).

INTRODUCAO

A ocorréncia de cancer tem aumentado ao longo dos anos, especialmente nos

paises da Ameérica latina, que representam cerca de 57% de casos e 65% das mortes
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por cancer em todo o mundo (TORRE et al., 2015). No Brasil, sdo esperados cerca de
600 mil novos casos de cancer para 2019, compativel com o esperado para os paises
em desenvolvimento. Entre os mais frequentes estdo os canceres de préstata (68 mil)
em homens e mama (60 mil) em mulheres excluindo-se o cancer de pele nédo
melanoma, além de elevadas taxas para o cancer de pulméo, intestino, estdmago,
esdfago e colo do Gtero (INCA, 2017).

A elevacdo das taxas epidemioldgicas para o cancer em paises como o Brasil é
explicado pelo crescimento e envelhecimento da populacdo e aumento da prevaléncia
de fatores de risco conhecidos, especialmente o uso de tabaco e as infeccdes virais
(FERLAY et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que, para 0s canceres mais
comuns, além dos os fatores externos, alteragdes genéticas, podem contribuir entre ~10
a 30% para o desenvolvimento da doenca (WU et al. 2015). Nesse caso, a
predisposicdo genética ao cancer pode ser explicada por alteracdes em genes de baixa
penetrancia, que apesar do baixo risco quando considerados isoladamente podem
aumentar a suscetibilidade ao céncer quando somados a outros genes e fatores
ambientais (ANKATHIL, 2011). Esses genes estdo envolvidos em uma variedade de
rotas metabdlicas associadas a carcinogénese, como 0 metabolismo e desintoxicagédo
de carcindgenos ambientais ou o reparo de danos ao DNA, e portanto, podem implicar
no aumento do risco de diferentes tipos de cancer (FERNANDEZ-PIQUERAS;
HERNANDEZ, 2002; SHIELDS; HARRIS, 2000).

A frequéncia populacional de mutacbes em genes de baixa penetrancia é
elevada (DRAGANI, 1996), mas pode variar conforme a populagédo (SHIELDS;
HARRIS, 2000). Sendo assim, a ancestralidade genética deve ser considerada em
estudos de associacdo, especialmente em populacGes miscigenadas, as quais sdo ainda
pouco avaliadas (SANTOS et al., 2010). Desse modo, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar a associagao de polimorfismos em genes de suscetibilidade & diversos tipos de

cancer em uma populagdo miscigenada na regido nordeste do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

A amostra foi coletada no municipio de Monte Santo-BA, localizado a 320 km
da capital, Salvador, com populagéo de aproximadamente 53.000 hab (IBGE, 2010),
dentre os quais 80% vivem na zona rural e estdo distribuidos em cerca de 420 povoados
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e fazendas. Neste municipio, o programa de Saude da Familia esta organizado em 18
equipes de saude, através das quais os pacientes foram convocados a participar da
pesquisa por busca ativa durante o periodo de outubro 2014 a abril 2017.

Foram coletados todos pacientes diagnosticados com cancer que residiam no
municipio, no periodo descrito. No total foram incluidos 103 amostras,
independentemente do tipo de neoplasia, tempo de diagnoéstico e idade. Além disso,
286 individuos sem diagnostico da doenga até o momento da convocagdo foram
selecionados. Estes individuos foram escolhidos de maneira randomizada a partir do
sorteio de 2,5% das 13.000 familias, seguido do sorteio de um membro desta familia.

Os individuos que aceitaram participar da pesquisa, assinaram o TCLE e
responderam a um questionario para coleta de informacdes sobre ancestralidade,
histdria pessoal e familiar de cancer e habito de fumar e beber e foi realizado a coleta

de 4,0 mL de sangue periférico.

Extracdo de DNA

O DNA das amostras foi obtido a partir de 200 L de sangue periférico pelo
Kit de Extragdo Mini Spin Plus (Biometrix, BioPur, Curitiba, Parand, BR) de acordo
com as instrugdes do fabricante. Todas as amostras de DNA foram quantificadas por
espectrofotometria em  aparelhno  NanoDrop 2000c®  Spectrophotometer
(ThermoScientific, Wilmington, Delaware, USA) nos comprimentos de onda

260/280nm e verificadas a integridade do material em gel de agarose 2,5%.

Analise da ancestralidade

A ancestralidade genética foi estimada a partir de 64 marcadores informativos
de ancestralidade (AIM) selecionados pelo diferencial de frequéncia > 30% em
populagBes parentais (europeia, africana, e amerindia), de acordo com metodologia
descrita por Santos et al. (2010). A frequéncia alélica dos AIM por grupo parental esta
na Tabela Suplementar 1. A genotipagem dos AIM foi realizado PCR multiplex
seguida de analise dos fragmentos através de eletroforese usando ABI Prism 3130
sequencer e o software GeneMapper ID v.3.2. A estimativa de mistura foi realizada no
software STRUCTURE v.2.3.3.

Além da ancestralidade genética, os pacientes foram classificados de acordo com cri-

térios fenotipicos estabelecidos por Krieger (1965) e Parra, F. et al (2003) que se
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baseia na observacdo das seguintes caracteristicas: cor da pele, textura do cabelo,

formato do nariz e dos labios. Os individuos foram entéo classificados como: branco,

intermediarios, negro ou outro.

Anélise de polimorfismos de suscetibilidade ao cancer

Foram selecionados 20 SNPs do tipo INDEL de acordo com metodologia

descrita por Marques et al. (2017). Todos os marcadores foram selecionados por

apresentar plausibilidade biol6gica em vias que podem contribuir para a carcinogénese

e apresenatam frequéncias distintas nas populagfes parentais (Tabela 1). As

informacdes sobre o tamanho do fragmento e os primers utilizados estdo na Tabela

Suplementar 2.

Tabela 1 - InformacGes sobre os polimorfismos avaliados, seu potencial bioldgico
para a carcinogénese e a frequéncia do alelo 1 em diferentes populagdes parentais.

IN Potencial impacto Ancestralidade (Alelo
Gene dbSNP DEL Regido biolégico na 1- Del)
carcinogénese
Tam EUR AFR AME
Angiogénese, pro-
proliferacdo, progres-
ACE rs4646994 289 Intron s80 e metastase - - -
CASP8  rs3834129 6 Promotora Apoptose 0,468 0,500 0,227
Metabolismo de endo
CYP2E1 - 96 5'-Flanking e exdgeno 0,949 0,839 0,948
CYP19A Metabolismo de endo
1 rs11575899 3 Intron e exdgeno 0,417 0,320 0,365
rs37119462 Vigilancia
HLA-G 9 14 3-UTR imunoldgica 0,634 0,617 0,615
Induzir inflamacéo
IL1A rs3783553 4 3-UTR crénica e proliferacdo 0,275 0,585 0,782
Induzir inflamacéo
IL4 rs79071878 70 Intron cronica e proliferagdo 0,300 0,220 0,818
Proliferacdo e
MDM2  rs3730485 40 Promotora apoptose 0,383 0,332 0,036
Diferenciacao,
proliferacéo e
FKB1 rs28362491 4 Promotora apoptose 0,381 0,519 0,637

(continua)
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Tabela 1 - Informacdes sobre os polimorfismos avaliados, seu potencial bioldgico
para a carcinogénese e a frequéncia do alelo 1 em diferentes populacGes parentais.
(continuacéao)

IN Potencial impacto Ancestralidade (Alelo
Gene dbSNP DEL Regido biolégico na 1- Del)
Tam carcinogénese  EUR  AFR AME
Diferenciacdo,
proliferacdo e
NFKB1 rs28362491 4 Promotora apoptose 0,381 0,519 0,637
Proliferacdo,
apoptose, reparo,
TP53 rs17878362 16 Intron diferenciacdo 0,819 0,621 0,982
Proliferacdo,
apoptose, reparo,
TP53 rs17880560 6 3'-Flanking diferenciacdo 0,663 0,748 0,783
Diferenciacao,
TYMS  rs151264360 6 3-UTR replicacdo e reparo 0,358 0,585 0,212
Agressividade
UcpP2 - 45 3-UTR tumoral e metastase
UGT1A Metabolismo de endo
1 rs8175347 2 3-UTR e exdgeno 0,683 0,557 0,725
5'- Mecanismo de
XRCC1 rs3213239 4 Flanking Reparo 0,33 0,372 0,020
Proteina de
ADR2B rs29000568 9 Intron sinalizacdo 0,261 0,168 0,574
Sinalizacéo,
coagulacdo e
PAR1 rs11267092 13 Promotora homeostasia 0,772 0,505 0,953
Proliferagdo e
CCR5 rs333 32 Intron diferenciacdo celular 0,110 0,003 0,031

Andlise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o Software R pacote v.3.1.2

As variaveis categodricas nos casos e controles foram testados pelo teste qui-quadrado.

Para o indice de ancestralidade e idade ao diagnostico, foi utilizado o teste de Mann-

Whitney. Analises de regressao logistica entre 0 modelo genotipico e o risco de cancer

foram realizadas pelo pacote SNPassoc v.1.9-2. Diferengas entre 0s grupos foram

considerado significativo quando p <0,05, calculado pelo teste qui-quadrado para

variaveis dicotbmicas ou o teste de

dicotdbmicas.

Mann-Whitney para aquelas vaiaveis nao
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RESULTADOS

As caracteristicas demogréficas dos participantes (casos e controles) estdo
apresentadas na Tabela 2. Os casos e controles diferem com relacdo a idade, habito de
fumar e histdéria familiar. Os individuos do grupo caso tiveram média idade ao
diagnostico maior, fumam mais, tem historia familiar para a doenca que os controles.
Os tipos de cancer mais frequentes entre os casos foram: prostata (35,02%), mama
(23,69%), pele (11,33%) e utero (13,39%). O grupo controle apresenta idade media
menor do que os casos. Porém, quando foram realizadas as mesmas analises
considerando os a amostra pareada por idade, os resultados foram equivalentes (Dados
ndo apresentados).

Com relacdo a ancestralidade, é possivel verificar que a maioria da populagdo
apresenta elevada contribuicdo europeia, seguida de africana e amerindia (66,7%,
21,2% e 12,1%, respectivamente). A contribuicdo dos parentais foi semelhante quando
comparados 0s casos 0s controles (p=0,8138, p=0,5435 e p=0,6126, respectivamente).
A maioria dos casos e controles apresentam mais de 50% da contribuicao europeia (83
casos, 237 controles) (Figura 1).

As frequéncias alélicas (Ins — insercdo e Del - delecdo) e genotipicas estdo
descritas na Tabela 3. As frequéncias alélicas e genotipicas de todos AlMs e dos marcadores
de sucetibilidade nos casos e nos controles estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Os
polimorfismos no gene TP53 (16pb) e no gene PAR1 tiveram frequéncia alélica
diferente entre casos e controles (p = 0,014 e p =0,024, respectivamente).

Para andlise de associacdo polimdrfica foi realizada regressao logistica
considerando os modelos genéticos dominante e recessivo. Como o gene PIM2 néo foi
polimérfico, o mesmo ndo foi avaliado na regresséo logistica. Os modelos foram ajustados
para considerar como variantes confundidoras: idade, habito de fumar e historia
familiar. Dos 20 marcadores de suscetibilidade foram encontrados associagdocom trés:
TP53 (16pb), PAR1 e HLA-G. Os dois primeiros se adequaram ao modelo recessivo e
0 ultimo, ao modelo dominante como apresentado na Tabela 4. Assim, para o0 TP53 a
duplicacdo de 16 pb (considerada no presente estudo como alelo Ins) em homozigose,
ou seja, 0 genotipo Ins/Ins, confere risco a doenca (OR=2,05; IC 95%= 1,1-4,0 e p=
0,027). O SNP no gene HLA-G, os genotipo Del/Ins ou Ins/Ins também confere risco
ao cancer (OR=2,9; IC 95%= 1,35 - 6,61 e p= 0,0078). E 0 SNP no gene PARL, o
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gendtipo Ins/Ins teve efeito de protecéo contra a doenca (OR=0,39; IC 95%= 10,23 -
0,66 e p=0,000587).

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com e sem cancer no
municipio de Monte Santo - BA

Caracteristicas Casos Controles Total Valor p
N % N % N %
N 103 286 389
Idade (Média) 57,2 17,6 40,5 19,7 449 20,5 <2,2e-162
Sexo
Masculino 56 54,4 121 423 177 455 0,05054°
Feminino 47 45,6 167 58,4 214 55,0
Uso de &lcool
Né&o 70 68,0 220 76,9 290 74,6 3,46e-05°
Sim 33 32,0 66 23,1 99 254
Hébito de fumar
Né&o 59 57,3 243 85,0 302 77,6 0,05054°
Sim 44 42,7 43 15,0 87 22,4
Historia Familiar
Né&o 32 31,1 124 43,4 156 40,1 0,03467°
Sim 71 68,9 162 56,6 233 59,9
Tipos de cancer
Prostata 34 35,02
Mama 23 23,69
Pele 11 11,33
Utero 8 8,24
Outros* 27 27,28
Ancestralidade Genética
Européia 65,5 67,1 66,7 0,8138°
Africana 22,5 20,7 21,2 0,5435°¢
Amerindia 12,0 12,2 12,1 0,6126°

3T test; P Fisher test; ¢ Wilcox.test; 9 Outros canceres (N): Intestino (4), Leucemia (4), Boca (3),
Estdmago (3), Laringe (2), Linfoma(2), Rins (2), Tiredide (2), Bexiga (1), Cabeca (1), Coluna, Ovério,
Retroperitdnio (1).
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Figura 1 - Bloxplot da contribuicdo genética de populacdes parentais (europeia,

africana e amerindia), estratificada entre casos e controles.
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Gréfico gerado utilizando a fungdo gplot do pacote ggplot2 no software.

Figura 2 — Distribui¢do dos individuos casos de cancer e controles coletados no mu-

nicipio de Monte Santo- BA.

AFRICAND

Grupo Caso

Grupo Controle

EURCPEU AMERINDIO

A imagem foi gerada no software STRUCTURE. Nas expremidades do tridngulo estdo os individuos
utilizados como referéncia, assumindo que a populacdo é formada por trés grupos parentais: europeu
(vermelho) , africano (azul) e amerindio (verde). No centro do triangulo estdo ditribuidos os individuos
do grupo caso (amarelo) e do grupo controle (rosa) de acordo com a proporcéo de contribui¢do genética
que cada individuo tem com relacdo ao grupo parental, a partir da proximidade com o vértice.



50

Tabela 3 — Frequéncias alélicas e genotipicas na amostra caso de cancer e controle no
municipio de Monte Santo-BA, 2017.

Frequéncia Alélica

Frequéncia Genotipica

SNP Caso Controle Caso Controle

| D I D P 11 ID | DD | I ID | DD
CYP19A1 62,3 37,7 634 36,6 0,798 38,8 47,0 14,2 40,2 46,4 134
TP5306 189 81,1 189 81,1 1,000 3,6 30,6 658 3,6 30,6 65,8
NFKB1 656 344 608 392 0,282 43,0 452 119 37,0 47,7 154
ADR2B 79,2 208 730 27,0 0,091 62,8 329 43 532 395 73
TYMS 52,4 47,6 585 415 0,109 27,4 499 22,7 343 485 17,2
IL1IA 66,0 34,0 623 37,7 0,370 43,6 449 115 38,8 47,0 14,2
CASP8 472 52,8 516 484 0,251 22,2 498 279 26,7 499 234
CGMO03 198 80,2 269 731 0,05 39 318 643 7,2 39,3 535
UGTA1 37,7 623 31,0 69,0 0,094 142 47,0 38,8 9,6 428 47,6
TP53 90 910 159 841 0,014 08 16,3 829 25 26,7 70,7
MDM?2 62,7 373 615 385 0825 394 46,8 139 37,8 474 148
IL4IN3 759 241 69,7 303 0,112 57,7 365 58 485 423 9.2
PAR1 292 708 21,1 1782 0,024 86 414 501 45 331 61,1
ACE2 340 651 344 656 1,000 115 44,2 424 119 451 43,0
CCR5 92,9 7,1 93,8 6,2 0,723 86,3 13,1 05 879 11,7 04
PIM2 Nao foi polimdrfico
UCP2 30,7 69,3 305 695 1000 94 425 481 93 424 48,3
HLAG 38,7 61,3 405 595 0,686 150 47,4 37,6 164 48,2 354
XRCC1 679 31,1 664 336 0,623 46,1 423 9,7 44,1 446 11,3
CYP2E1 9,0 89,2 7,7 920 0590 08 16,0 795 0,6 14,2 84,6

0,9635

0,6288
0,3102
0,4526
0,7364
0,7038
0,2311
0,3663
0,0969
0,9644
0,345
0,1825
0,991
0,8348

1
0,9648
0,9027
0,8501

| — Insergéo; D — Delecéo; Il — Ins/Ins; DD — Del/Del; ID — Ins/Del
As covariaveis incluidas no modelo de regressao foram: idade, habito de fumar e histéria

familiar.

A andlise completa esta inclusa na Tabela Suplementar 3
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Tabela 4 - Analise da regressdo logistica comparando gend6tipos entre casos e
controles

Gene Indel Genotipo OR IC 95% p value
HLA-G rs371194629 DD
Dlou Il 2,9 [1,35 - 6,61] 0,0078
TP53 rs17878362 DD ou DI
I 2,05 [1,1-4,0] 0,027
PAR-1 rs11267092 DD ou DI
Il 0,39 [0,23 - 0,66] <0,005

As covariaveis incluidas no modelo de regressao foram: idade, habito de fumar e histéria
familiar.
A analise completa esta descrita na Tabela Suplementar 3

DISCUSSAO

Este trabalho avaliou a associacdo entre 20 polimorfismos de suscetibilidade
ao cancer e o risco para a doenga em uma populacdo do nordeste brasileiro. Este
trabalho faz parte de um projeto que estuda doencas genética no municipio de Monte
Santo devido as caratceristicas especificas apresentadas pela populacdo como elevada
consanguinidade e endogamia populacional que favorecem o aumento da frequéncia
de homozigotos, e que podem estar associados ao risco para doencas genéticas
(MACHADO et al. 2012). Estes fatores séo resultado de uma organizagdo estrutural
especifica em pequenos povoados, semiisolados e de tamanho reduzido, onde a
ocorréncia de doencas raras ja foi descrita anteriormente (MOURA-COSTA et al,
2011,2014, MANZOLI etal., 2013; ACOSTA et al., 2013). Assim, a coleta da amostra
controle considerou a distribuicdo espacial da populagéo utilizando como referéncia
os PSFs para facilitar a abordagem. Os resultados apresentados indicaram que apesar
da idade ter sido um fator confundidor para a anélise de regreséo logistica, a subselecéo
de uma amostra controle e pareada por categorias de idade (n= 149 ou n=132), ndo
difere dos resultados encontrados ao considerar a amostra global (n=286). Com relagéo
aos tipos de cancer mais frequentes na populacéo, os resultados foram semelhantes ao

essperado para a populagéo brasileira (INCA, 2018).

No presente estudo, foi encontrada elevada contribuicdo européia entre casos
(65,5%) e controles (67,1%). A ancestralidade foi avaliada no presente estudo entre

casos e controles para evitar associacfes espurias entre a doenca e 0os marcadores de
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sucetibilidade, visto que a frequencia destes marcadores podem variar conforme as
populacdes parentais (Tabela 1) (SANTOS et at., 2010). A grande contribuigéo
europeia encontrada na amostra esta de acordo com estudos anteriores neste municipio
que avaliaram marcadores de ancestralidade em pacientes com diferentes doencas
geneticas variando de 61 a 80% e em amostra controle (65%) (MACHADO, 2012).
Os resultados diferem dos trabalhos realizados com populagdo na Bahia que
encontraram maior contribuicdo africana, especialmente quando a amostra é
proveniente da capital do estado, Salvador (FELIX, 2010; MACHADO, 2008;
BOMFIM, 2008; OLIVEIRA, 2013).

Com relacgo aos polimorfimos associados ao cancer, TP53 (16pb) e HLA-G
aumentaram o risco de desenvolver a doenca e PARL esteve associado a protecdo. A
frequéncia alélica desses polimorfismos estdo de acordo com o esperado para uma
populacdo com elevada contribuicdo europeia, considerando as frequéncias alélicas
nas populacdes parentais (Tabela 1). Para o TP53 (16pb) a frequéncia alélica da Ins na
populacdo europeia é pequena (0,181), semelhante ao encontrado entre casos (0,090)
e controles (0,159) na amostra estudada. Para o gene HLA-G, a frequéncia alélica da
Ins para casos (0,387) e controles (0,405) também é semelhante ao encontrado em
populacdo parental europeia (0,365). E 0 mesmo comportamento ocorre no
polimorfismo do gene PAR-1, para o qual a frequéncia alélica da Ins na amostra de
casos (0,292) e controles (0,211) esta semelhante ao encontrado em populacéo parental
europeia (0,250). Os dados sugerem entdo que ndo houve associagdo espuria em
consequéncia da ancestralidade.

Para o polimorfismo TP53 (16pb) a presenca da Ins em homozigose (gendtipo
Ins/Ins) aumenta mais do que 2 vezes o risco para a doenca. Esse resultado esté de
acordo com a plausibilidade bioldgica visto que esta insercado pode reduzir a expresséo
da proteina TP53 (GEMIGNANI et al., 2004). Porém, estudos mais recentes apontam

que este INDEL pode modular a fungdo de p53, aumentando a sua estabilidade.

E importante lembrar que p53, que colabora com a manutencdo da integridade
gendmica em resposta & danos ocorridos no DNA, sendo conhecido como “guardiao
do genoma” (LANE, 1992). Em situacdes de stress celular, a proteina estimula uma
cascata de eventos celulares, como a parada do ciclo celular e a apoptose, prevenindo
0 desenvolvimento do cancer (VOUSDEN; PRIVES, 2009; WANG; SIMPSON;
BROWN, 2015).
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A insercdo de 16bp ocorre no intron 3 do gene TP53, pode aumentar a
expressdo da isoforma A40p53 a qual é tecido especifica e pode ser co-expressa no
mesmo tecido com outras isoformas ou de modo exclusivo, e suas funcGes ainda néo
estdo completamente elucidadas (GHOSH; STEWART; MATLASHEWSKI, 2004;
ZANG et al., 2017). A A40p53 é uma das 12 isoforma possiveis que ocorrem devido
ao splicing alternativo do gene TP53. Nesta proteina ocorreu a perda de 39 residuos
de aminodcidos (aa 1-40) na regido N-terminal, correspondente ao dominio de
transativacdo | que contém o sitio de ligacdo a MDM2 (aal7-23), o qual, por sua vez,
regula a degradacédo proteossomica de p53 (MARCEL et al. 2011a; MARCEL et al.,
2011b; JORUIZ; BOURDON 2016). A perda de 39 aminoacidos ocorre devido a
retencdo do intron-2 no RNAm de p53, o qual contém um stop cédon, levando o
ribossomo a reiniciar a traducao no segundo AUG (aa 40), através do escaneamento
de um novo sitio de entrada do ribossomo (IRES) (BLASZCZYK; CIESIOLKA, 2011;
RAY; GROVER; DAS, 2006). A retencdo do intron-2 é regulada por uma estrutura G-
quadruplex que ocorre no intron-3 do transcrito de RNAmM e corresponde ao IRES
(MARCEL et al. 2011b; BLASZCZYK; CIESIOLKA 2011). Mais recentemente, foi
sugerido que essa isoforma também pode ser regulada por mecanismo pos-traducional
que envolve a clivagem de p53 mediado pelo sistema proteossoma-ubiquitina
(SOLOMON et al., 2017).

A principio essa isoforma regula negativamente a funcéo de p53, suprimindo
sua atividade transcricional através da monoubiquitinacdo de p53 o que sinaliza sua
exportacdo para o citosol e degradacdo proteossomica (GHOSH; STEWART;
MATLASHEWSKI, 2004). Além disso, A40p53 parece inibir a morte celular através
da inativacdo da autofagia, que pode causar maior predisposicdao celular a
tumorigénese (WHITE; MEHNERT; CHAN, 2015; ZANG et al., 2017). Ao contrério,
outros trabalhos tem mostrado que a expressao do heterodimero A40p53/p53 € mais
estavel e funcional e pode ocorrer, por exemplo, em resposta ao estresse causado no
reticulo endoplasmatico, estimulando a via pré-apoptética (BOUROUGAA et al.,
2010).

Evidéncias epidemioldgicas sugerem que o alelo Ins estd associada ao risco
aumentado para cancer, assim como no presente estudo. Por exemplo, ao cancer de
pele esporadico na populacdo da Russia, cancer de mama e colo retal em populacéo da

india, Mediterraneo e Norte da Europa, porém n&o foi observado associag&o ao cancer
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de pulméo em caucasianos americanos, sugerindo que esta mutacdo pode ter efeito
especifico por tumor e populacdes (SAGNE et al., 2013; MUKHAMMADIYEVA et
al., 2017). Outros estudos também ndo encontraram associacdo entre o alelo Ins e
cancer de mama em populacdo do Marrocos, india, Iran (MAROUF et al., 2014;
SHARMA et al.2014; GOHARI-LASAKI et al., 2015) e cancer esofagico em
populacdo indiana (KAUR et al., 2014); no cancer de prostata em populagdo iraniana
(HASHEMI et al., 2017) e no tumor de Wilms (ANDRADE et al., 2014) e cancer
colon-retal (MARQUES et al., 2017) em populacdo brasileira. Os individuos que
apresentaram a Ins desse polimorfismo em homozigose no presente estudo foram casos
de cancer de mama e boca porém, a amostra é ainda muito pequena para uma analise

mais estratificada por tipo de tumor.

Para o polimorfismo do gene HLA-G a presenca da Ins em homozigose ou
heterozigose (gendtipos Ins/Ins ou Ins/Del) aumenta quase 3 vezes 0 risco para a
doenca. Esses resultados podem estar em conformidade com seu efeito biolégico, uma
vez que esta insercdo origina um mRNAs mais curtos com maior estabilidade, o que
pode aumentar ou diminuir a expressdao do HLA-G, consequentemente afetando o
sistema imunoldgico contra o cancer nos individuos que exibem este alelo (HVIID et
al., 2003). A insercéo de 14 pb na regido 3’-UTR do gene HLA-G origina o splicing
alternativa que remove 92 pb do inicio do éxon 8 (ROUSSEAU et al., 2003).

O antigeno leucocitario humano-G (HLA-G) é um gene da classe do complexo
de histocompatibilidade principal (MHC) néo cléssica gene I, que exibe efeitos imuno-
inibitérios bem reconhecidos em ambos os sistemas imune inato e adaptativo (KLEIN;
SATO, 2000). Esse gene ¢ altamente polimorfico e a associa¢do com o cancer foi am-
plamente estudada, visto que ele é super expresso em células tumorais e portanto es-
capa ao reconhecimento imunoldgico (CAROSELLA et al., 2015). De fato, diversos
estudos mostram que a presenca desse antigeno em células tumorais esta relacionado
com um pior prognostico e agressividade da doenca, reducdo da sobrevivéncia e
recorréncia do tumor (DE KRUWJF et al., 2010; YIE et al., 2007a, 2007b).

Na amostra estudada os casos de cancer que apresentaram o alelo Ins para o
gene HLA-G foram variados: mama, préstata, cérebro, coluna, Utero, pele, rim,
linfoma, reto, tireoide e estbmago. De fato, maior associacdo entre o alelo Ins foi
encontrado entre diferentes tipos de cancer em populacdes de elevada contribuigéo

europeia. Por exemplo, associagcdo com cancer de prostata em populacdo do sul do
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Brasil (ZAMBRA et al., 2016), com cancer colorretal na Italia (GARZIERA et al.,
2016), além de outras populacfes, como o cancer de cabeca e pesco¢o em populacéo
indiana (AGNIHOTRI et al., 2017). Porém, outros trabalhos mostram associagao entre
alelo Del e carcinoma hepatocelular em populagédo do sudeste do Brasil (TEIXEIRA
etal., 2013) e em chineses (JIANG et al., 2011). Numa metanalise, podem sugerir que
ainda € incerto o efeito bioldgico deste polimorfismo para a predisposi¢do ao cancer e
essas diferencas podem variar conforme ancestralidade da populagédo (COELHO et al.,
2016).

Ao contrario do que encontrado para os outros genes, o alelo Ins em
homozigose (gendtipo Ins/Ins) no gene PAR-1 esteve associado com efeito protetor
para a doenca. O gene PAR-1 codifica proteinas receptoras ativas por proteases serina
(trombina) que clivam seus dominios N-terminais e sdo acoplados a proteinas G. Esses
receptores sdo altamente expressos em plaquetas, fibroblastos, células endoteliais,
células renais, células T e células de o sistema nervoso e musculoesquelético. O PAR-
1 é envolvidos em varios processos, incluindo a proliferacdo, mitogénese, ativacédo
plaquetaria, inflamacéo e angiogénese (MACFARLANE et al., 2001). Variagdes neste
gene podem modular o seu efeito, entre eles, a insercdo/delecdo de 13 pb (rs11267092)
na posicdo -506 da regido promotora (LI et al., 1996). Esse polimorfismo ja foi
associado ao melhor progndstico do cancer de eséfago e gastrico (LURJE et al., 2009,
2010).

Poucos estudos avaliaram a associagdo desse polimorfismo com a
suscetibilidade ao cancer. Alguns trabalhos mostraram associacdo com o cancer de
mama e o genétipo Ins/Ins, diferentemente do presente estudo (EROGLU;
KARABIYIK; AKAR, 2012). Ao contrario, nenhuma associagdo foi encontrada com
a variante e o cancer renal em populagédo europeia (DE MARTINO et al., 2013). Em
populacgéo brasileira, alguns estudos ndo encontraram associacdo entre o polimorfismo
e o cancer de pulméo na regido norte (SILVA, 2015) e o cancer colorretal no nordeste
do Brasil (MARQUES et al., 2017;). Vale ressaltar que no Brasil, (AMADOR et al.,
2016) as distribuicdes alélicas desse polimorfismo sdo homogéneas entre as regides

brasileiras, com exce¢do da regido norte que apresenta maior frequencia da delecao.
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CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho sugerem que a populacdo de Monte Santo
apresenta elevada contribuicdo ancestral europeia (65,5%) e ndo houve diferencas
entre casos e controles. As frequéncias alélicas dos marcadores de sucetibilidade estdo
de acordo com o que foi esperado para uma populacdo miscigenada, com importante
contribuicdo das populacdes parentais africana, amerindia e prinicpalmente, europeia.
Foi observado aumento do risco entre os individuos com gendtipo Ins/Ins no
polimorfismo TP53 ( 16 pb) com risco para a doenca (OR=2,05; IC 95%= 1,1-4,0 e
p=0,027), bem como para aqueles com gen6tipo Del/Ins ou Ins/Ins no polimorfismo
do gene HLA-G (OR=2,9; IC 95%= 1,35 - 6,61 e p= 0,0078) e efeito protetor para 0s
individuos com genotipo Ins/Ins no gene PAR1 (OR=0,39; IC 95%= 10,23 - 0,66 e p=
0,000587). Estes resultados podem ajudar a compreender a sucetibilidade genética ao

cancer na populacéao estudada.
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Tabela Suplementar 1: Lista dos polimorfismos analisados no estudo, primers e tamanho do

fragmento

Gene [Indel pb] bdSNP Primers ;2?3;)

ACE [288 bp] [s4646994  F— ATCCTGTAAGCCACTGCTGGA 94382
R - GGCGAAACCACATAAAAGTGA

CASPS [6 bp] rs3834129  F— CTCTTCAATGCTTCCTTGAGGT 249255
R- TGCATGCCAGGAGCTAAGTAT

SGSM3 [4bp]  rs56228771  F— CTAGTAGGCTCCTGGCCTCTTT  117-121
R- CAGAACCTTGGACCTGAATAC

CYP2E1 [96 bp] - F- GTCCCAATACAGTCACCTCTTT 397493
R- GGCTTTTATTTGTTTTGCATCTG

CYP19ALl[3bp] rs28892005  F- TGCATGAGAAAGGCATCATATT  122-125
R- AGGCACATTCATAGACAAAAA

HLAG [14 p] rs371194629  F- TGTTTAAAGTGTCACCCCTCAC 192206
R - CAGTTCAGCATGAGGAAGAGG

IL1A [4 bp] rs3783553  F - TGGTCCAAGTTGTGCTTATCC 230-234
R - ACAGTGGTCTCATGGTTGTCA

IL4 [70 bp] 1s79071878  F - GGGTCAGTCTGGCTACTGTGT 217-287
R - AAATCTGTTCACCTCAACTGC

MDM2[40bp]  rs3730485  F - GGAAGTTTCCTTTCTGGTAGGC 192232
R - TTTGATGCGGTCTCATAAATTG

NFKB1[4bp]  rs28362491 F- ATGGACCGCATGACTCTATCA 366-370
R - GGCTCTGGCATCCTAGCAG

TP53 [16 bp] rs17878362  F - GGGACTGACTTTCTGCTCTTGT 148 164
R- GGACTGTAGATGGGTGAAAAG

TP53 [6 bp] rs17880560  F - TCCATTCATAACTCAGGAACCA  135-141
R - TTAAATCCCGTAATCCTTGGTG

TYMS [6 bp] rs151264360 F— TCCAAACCAGAATACAGCACA 213219
R- TCAAATCTGAGGGAGCTGAGT

UCP2 [45 bp] - F - CCCACACTGTCAAATGTCAACT  119-164
R - CCATGCTTTCCTTTTCTTCCT

UGTIAL[2bp]  rs8175347  F- CTCTGAAAGTGAACTCCCTGCT  135-137
R - AGAGGTTCGCCCTCTCCTAT

XRCC1[4bp]  rs3213239  F- AACCAGAATCCAAAAGTGACC 243247

R— GGGAAGAGAGAGAAGGAGAG
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Tabela Suplementar 2 - Frequéncia alélica dos AIM em populacBes parentais
europeu, africano e amerindio.

Frequéncia (Delecéo)

INDEL Europeu (n=290)  Africano (n=201) Amerindio (n=246)
rs1611095 0,793 0,305 0,272
rs1611106 0,837 0,384 0,701
rs151001596 0,476 0,146 0,236
rs2067141 0,716 0,195 0,561
rs2067186 0,456 0,296 0,262
rs2067259 0,24 0,515 0
rs34444988 0,333 0,893 0,203
rs2067270 0,253 0,148 0,833
rs2067353 0,866 0,103 0,305
rs16416 0,612 0,205 0,587
rs2307553 0,704 0,123 1.000
rs2307554 0,871 0,412 0,853
rs71798723 0,137 0,178 0,715
rs2307587 0,987 0,659 0,807
rs148591331 0,529 0,075 0,014
rs2307659 0,178 0,798 0,352
rs144826367 0,638 0,14 0,002
rs16432 0,203 0,226 0,941
rs139049210 0,585 0,093 0,404
rs2307799 0,398 0,071 0,921
rs2307828 0,219 0,932 0,659
rs67323572 0,391 0,482 0,175
rs4183 0,307 0,735 0,417
rs2307912 0,871 0,347 0,688
rs2307922 0,659 0,216 0,639
rs2307976 0,727 0,325 0,443
rs2307981 0,231 0,631 0,024
rs2067271 0,421 0,28 0,783
rs2308115 0,224 0,52 0,526
rs371068283 0,302 0,18 0,913
rs16635 0,56 0,533 0,041
rs2308203 0,745 0,18 0,816
rs2308205 0,194 0,022 0,9
rs2308261 0,395 0,346 0,689
rs16653 0,867 0,708 0,337
rs5888209 0,509 0,04 0,12
rs16710 0,672 0,158 1.000
rs16712 0,69 0,635 0,429
rs25546 0,276 0,885 0,571
rs25549 0,476 0,937 0,445
rs25574 0,048 0,08 0,455
rs140762 0,402 0,958 0,002
rs36032195 0,31 0 0,855
rs140770 0,322 0,127 0,002

(continua)
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Tabela Suplementar 2 - Frequéncia alélica dos AIM em populacBes parentais
europeu, africano e amerindio.

(continagéo)

rs140783
rs16343
rs140847
rs140857
rs140864
rs367799178
rs1160871
rs1160876
rs1160894
rs1610864
rs1610875
rs1610902
rs1610941
rs200733346
rs16383
rs67564083
rs16388

0,774
0,587
0,178
0,452

0,7
0,23
0,679
0,613
0,791
0,869
0,236
0,841

0,807
0,31
0,472

0,265
0,078
0,23
0,103
0,105
0,645
0,618
0,28
0,596
0,747
0,255
0,744
0,429
0,008
0,168
0,113
0,798

0,629
0,73
0,514
0,065
0,707
0,4
0,827
0,857
0,878
0,301
0,939
0,012
0,274
0,132
0,01
0,722
0,99
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Tabela Suplementar 3 - Andlise de Regressao Logistica dos polimorfismos estudados
entre casos e controles no municipio de Monte Santo-BA.

(continua)
Gene Modelos/ Genotipos OR [95%CI] Valor de p
ACE2 Recesive
Del/Del + Del/Ins 1 0,2264
Ins/Ins 0,729(0,43 - 1,21)
Dominant
Del/Del 1 0,4756
Del/Ins + Ins/Ins 1,33 (0,61 - 3,06)
CASP8 Recesive
Del/Del + Del/Ins 1 0,534
Ins/Ins 1,19 (0,67 - 2,09)
Dominant
Del/Del 1 0,4907
Del/Ins + Ins/Ins 1,24 (0,67 - 2,36)
CYP2E1 Recesive
Del/Del + Del/Ins 1 0,273
Ins/Ins 0,68 (0,35 - 1,36)
Dominant
Del/Del 1 0,666
Del/Ins + Ins/Ins 0,40 (0,26 - 11,86)
CYP19A1 Recesive
Del/Del + Del/Ins 1 0,9
Ins/Ins 0,77 (0,44 - 1,34)
Dominant
Del/Del 1 0,7517
Del/Ins + Ins/Ins 1,11 (0,55 - 2,17)
HLAG Recesive
Del/Del + Del/lIns 1 0,4063
Ins/Ins 1,24 (0,739 - 2,10)
Dominant
Del/Del 1 0,0078

Del/Ins + Ins/Ins

2,90 (1,35 - 6,61)
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Tabela Suplementar 3 - Andlise de Regressao Logistica dos polimorfismos estudados
entre casos e controles no municipio de Monte Santo-BA.

(continuacéao)

IL1A

IL4

MDM2

NFKB1

TP53

Recesive

Del/Del + Del/lns
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/lns + Ins/Ins
Recesive

Del/Del + Del/lns
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins
Recesive

Del/Del + Del/Ins
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins
Recesive

Del/Del + Del/Ins
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins
Recesive

Del/Del + Del/Ins
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins

1
1,20 (0,57 - 2,40)

1
0,61 (0,35 - 1,05)

1
0,56 (0,22 - 1,30)

1
0,74 (0,42 - 1,27)

1
0,93 (0,47 - 1,78)

1
1,04 (0,60 - 1,81)

1
0,76 (0,35 - 1,54)

1
0,98 (0,57 - 1,68)

1
1,26 (0,048-2,25)

1
2,05 (1,1-4,0)

0,613

0,0785

0,2021

0,2818

0,8348

0,8711

0,466133

0,94

0,178

0,027
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Tabela Suplementar 3 - Andlise de Regressao Logistica dos polimorfismos estudados
entre casos e controles no municipio de Monte Santo-BA.

(continuacéao)

TP5306

TYMS

uCp2

UGT1A1

XRCC1

Recesive

Del/Del + Del/lns
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/lns + Ins/Ins
Recesive

Del/Del + Del/lns
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins
Recesive

Del/Del + Del/Ins
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins
Recesive

Del/Del + Del/Ins
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins
Recesive

Del/Del + Del/Ins
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins

1
0,81 (0,47 - 1,39)

1
1,52 (0,32 - 11,10)

1
1,31 (0,69 - 2,44)

1

1,28 (0,71 - 2,34)

1,16 (0,70 - 1,92)

0,87 (0,36 - 2,17)

1
0,69 (0,41 - 1,15)

1
1,62 (0,72 - 3,81)

1
0,55 (0,23 - 1,20)

1
0,90 (0,53 - 1,54)

0,4540

0,62137

0,398418

0,406177

0,5630

0,772826

0,1642

0,2501

0,1510

0,7260
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Tabela Suplementar 3 - Andlise de Regressao Logistica dos polimorfismos estudados
entre casos e controles no municipio de Monte Santo-BA.

(continuacéo)

ADR2B

CGMO03

PAR1

CCR5

Recesive

Del/Del + Del/Ins
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins
Recesive

Del/Del + Del/Ins
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins
Recesivo

Del/Del + Del/Ins
Ins/Ins
Dominante
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins
Recesive

Del/Del + Del/Ins
Ins/Ins

Dominant
Del/Del

Del/Ins + Ins/Ins

1
0,71 (0,27 - 1,70)

1
0,58 (0,32 - 1,02)

1
1,47 (0,88 - 2,49)

1
1,64 (0,55 - 5,71)

1

0,39 (0,23 - 0,66)

1,72 (0,59 - 5,49)

1
0,94 (0,44 - 1,93)

0,4668

0,0645

0,1424

0,3952

0,000587

0,332697

0,8876
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo foi o primeiro a avaliar o perfil genético do céancer
esporadico e hereditario em Monte Santo-BA, tendo em vista que esta populagédo
apresenta estruturacdo populacional e elevada consaquinidade e endogamia, fatores

que justificariam a suscetibilidade genética da populacdo a doenca.

De fato, foi possivel identificar dois diferentes grupos de individuos com
cancer (esporadico e hereditario) na populagdo através de critérios como a idade do
diagnostico e histdria familiar. E assim, foi possivel utilizar um grupo de marcadores

de sucetibilidade genética especifico para cada um dos perfis.

Para os pacientes com cancer de perfil hereditario foram encontradas mutac6es
de significado incerto, de importancia farmacoldgica e uma mutagdo patogénica. A
mutacdo patogénica MUTYH p.(Gly396Asp) foi enocntrada em um paciente com
melanoma com historia familiar para a doenca. Apesar dos dados da literatura serem
restritos sobre a associacdo da mutacdo com esta neoplasia, existe plausibilidade
biologica para justificar a associ¢cdo dos casos familiares de melanoma com esta

mutacdo. Porém, estudos adicionais seriam necessarios.

Sobre os individuos com perfil de cancer esporadico foi possivel encontrar
associacdo entre o risco aumentado para a doenca naqueles aqueles individuos com
gendtipos: Ins/Ins no polimorfismo TP53 (rs17878362) (p=0,027, OR=2,05 e IC=1,1-
4,0), e ao gendtipo Del/Ins + Ins/Ins no polimorfismo HLA-G (rs371194629) (p=
0,0078, OR=2,9 e IC=1.35 - 6,61) e efeito protetor para aqueles com genétipo Ins/Ins
no polimorfismo PAR1 (rs11267092) (p=0,000587 OR=0,39 e IC= 0,23 - 0,66).

Foi possivel estimar a ancestralidade da populacdo estudada, a qual apresenta
elevada contribuicdo europeia, seguida de africana e amerindia (66,7%, 21,2% e
12,1%, respectivamente) sem diferenca estatistica entre casos e controles. Esses dados
estdo consistentes com estudos anteriores na mesma populacdo. Além disso, a
frequéncia dos marcadores de sucetibilidade encontrados na amostra foram

equivalentes a uma populacdo com elevada contribuicdo parental europeia.
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APENDICE A - Questionario de entrevista dos pacientes

QUESTIONARIO - SUBPROJETO CANCER
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1 | Data da entrevista: Entrevistador:
2 | Nome do entrevistado:
3 | Nome do pai:
4 | Nome da mae:
5 | Filiagao bioldgica: ( )1,Sim ( )2,Nao ( )3, Ndo sabe informar
6 | Data de nascimento: Idade:
7 | Cidade de nascimento: Cidade de residéncia:
Enderego: CEP:
; PSF:
9 | Telefone:
10 | RG: CPF: SUS:
CARACTERIZACAO FENOTIPICA
Raga/Cor ()1, Negro ( )2,Pardo ( )3,Branco
11 | ( ) 4,Indigena
(Auto-denominagao): ( ) 5, Outro
12 | Cabelo (Textura): ( )1,Crespo ( )2,0ndulado ()3, Liso
13 | Nariz: ( )1, Achatado ( )2, Médio ()3, Fino
14 | Labios (Forma): ( )1, Grossa ()2, Média ()3, Fina
15 | Pele (Cor): ()1, Preta ()2, Marrom ( )3, Branca
Raga/Cor ()1, Negro ( )2, Mulato Escuro ( )3, Mulato
16 | Médio () 4, Mulato Claro

(Analise fenotipica): ( )5, Branco ( )6, Outros

ANCESTRALIDADE REFERIDA DOS PAIS E AVOS DO PACIENTE

(1) Negro (2) Mulato (3)Branco (4)indio (5) Ndo sabe informar (6)

Outro
17 | Pai: () Local de nascimento:
18 | Avé Paterna: ( ) Local de nascimento:
19 | Avo Paterno: ( ) Local de nascimento:
20 | Mae: () Local de nascimento:
21 | Avo Materna: ( ) Local de nascimento:

22

Avo Materno: ( ) Local de nascimento:
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DADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS

23 | Tipo de cancer:
Diagndstico histopatoldgico:
24 | Data: Onde foi realizado:
Peso na data de diagnéstico: Atura: IMC:
55 Estadiamento: ( )1, ()2, ()3,  ( )41V
T N: M: ) ()0, Ndo tem dados
Grau histolégico: ( ) 1, Bem diferenciado  ( ) 2, Moderadamente diferenci-
-5 ado
( ) 3, Pouco diferenciado ( ) 4, Indiferenciado ( )5, Nao
avaliado
Tratamento:
1, Cirurgia: ()1,Sim ( )2,Nao
2, Radioterapia : ()21,Sim ( )2,Nao
26 Associado a hormonioterapia ( ) 1,Sim ( )2,Nao
3, Hormonioterapia: ()1,Sim ( )2, Nao
4, Observacao :
57 Recidiva: ()1,Sim ( )2,Nao Data:
Tipo:
58 Metastase: ( ) 1,Sim  ( ) 2,Ndo
Local:
HISTORICO DE CANCER E HABITOS
Historico familiar de cancer: ( ) 1,Sim ( )2,Nao
29 | Parentesco: Tipo: Parentesco: Tipo:
Habito de fumar: ()1,Sim ( )2,Nao
30 Tipo dfe ftfmo:
Frequéncia:
Habito de ingerir bebida alcodlica: ()1,Sim ( )2,Nao
31 | Tipo de bebida:

Frequéncia:
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do projeto: CENSO "GENETICA NO SERTAO":
EPIDEMIOLOGIA

CLASSICA E MOLECULAR DE DOENGCAS GENETICAS NO MUNICIPIO
DE MONTE SANTO-BA,

Pesquisador Responsavel:

Dra Angelina Xavier Acosta

Professora Adjunta da FMB/UFBA

Chefe do Servico de Genética Médica do
HUPES/UFBA

Instituicbes Envolvidas:

Laboratorio de Genética Médica
HUPES/UFBA

Laboratorio de Imunologia e Biologia
Molecular- LABIMUNO/ICS/UFBA
Departamento de Ciéncias da Vida -

Associacdo de Pais e Amigos dos
Excepcionais — APAE/Salvador

Duavidas:
E-mail; axacosta@hotmail,com
Telefones: (71) 3283 8109/ (71) 3176 2246

Comité de Etica em Pesquisa:

CEP HUPES

Hospital Universitario Prof, Edgar Santos
Av Augusto Viana, s/n, CanelaTelefone:
(71) 3283 8043

DCV/UNEB

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario de um projeto de pesquisa que
ird estudar — analisar, pesquisar — doencas genéticas no municipio de Monte Santo, Este
municipio esté localizado no chamado poligono da seca (IBGE-2003) e possui uma populacéo
de aproximadamente 53,429 habitantes, Desde o ano de 2006, inUmeros estudos tém sido
realizados no municipio, evidenciando a presenca de variadas condi¢des clinicas de etiologia
genética que incluem surdez congénita, cancer, deficiéncia mental, distirbios metabdlicos,
anomalias congénitas e outras sindromes genéticas, Neste estudo, pretende-se através da
estratégia de saude da familia, realizar um censo com todas as familias cadastradas no
municipio, objetivando identificar doencas genéticas, como se distribuem e quais os elementos
determinantes, ambientais ou moleculares, utilizando-se para isso de ferramentas de
epidemiologia molecular para a elaboracao de politicas de saude publica no municipio,

Além disso, sera analisado o material genético das pessoas afetadas por alguma
dessas doengas citadas acima, com a finalidade de diagndéstico, bem como daquelas que nao
tiverem doenca genética, para a comparacao entre elas, O material genético € composto pelo
DNA, que é responsavel por determinar a vida e funcionamento das células (menor unidade do
corpo humano) e é passado de pais para filhos, Algumas alterac6es no DNA podem ocasionar
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, deficiéncia mental, malforma¢des ao nascimento,
surdez, retardo de crescimento, regressao neuroldgica, convulsdes, hipotonia, dismorfias,
cancer, dentre outros, O estudo do DNA também pode informar qual a ancestralidade da
pessoa (origem da pessoa), Isso também serd feito neste estudo para sabermos se a
ancestralidade pode ser considerada um outro fator de risco para doencas genéticas em Monte

Santo,
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A participacdo nesta pesquisa nado traz complicacdes legais, Os procedimentos
adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos
conforme Resolucdes no, 196/96, 340/04 e 347/05 do Conselho Nacional de Saulde,

Vocé ira compor um grupo de pessoas que, provavelmente, possui alguma doenca
genética (casos) ou o grupo de pessoas consideradas sem doenga genética (controle), Caso
vocé concorde em participar desta pesquisa ira responder um questionario para coleta de
dados pessoais e informacdes sobre o historico pessoal e familiar e, além disto, seré realizada
a coleta de sangue e/ou urina em quantidade variavel, a depender da necessidade do exame
que seja solicitado, utilizando material apropriado (tubos e agulhas estéreis e descartaveis),
Essa coleta podera provocar desconforto temporario causado pela picada de agulha, queimor,
e, muito raramente, hematoma (roxid&@o) e infeccao, A participagédo no estudo também autoriza
que as amostras coletadas sejam armazenadas, Entretanto, para o caso de ser necessaria a
utilizagdo da amostra em novos estudos, vocé serda comunicado e sera solicitada uma nova
autorizacdo, desde que os estudos adicionais sejam também analisados pelo CEP,

Vocé pode auxiliar neste estudo autorizando a realiza¢cdo de exames médicos, exame
fisico, exames bioquimicos, citogenéticos e de biologia molecular, permitindo o uso de
fotografias quando a equipe médica julgar alguma caracteristica relevante e por fim,
autorizando a publicagéo desses dados,

O material coletado e o questionario respondido serdo processados, analisados e es-
tocados no Laboratorio de Genética Médica do HUPES/UFBA, Vocé terd acesso ao mesmo e
também podera solicitar sua retirada a qualquer tempo, basta que entre em contato com o
pesquisador responséavel e faga a solicitacao,

Todas as informacdes coletadas neste estudo séo estritamente confidenciais, Somente
o(a) pesquisador(a) e o(a) orientador(a) terdo conhecimento dos dados, que serdo tabulados
sem a identificagdo do nome, Os dados, quando publicados em meios cientificos ndo mencio-
nardo a identidade dos participantes da pesquisa,

O estudo ndo desempenhara quaisquer riscos a saude dos mesmos, todavia a coleta
do material biolégico, como mencionado, podera causar leve desconforto, Vocé sera
beneficiado participando desta pesquisa, pois esta ira gerar informacdes sobre doencas
genéticas no municipio de Monte Santo, além de desenvolver e validar um questionario capaz
de identificar estas doencas no contexto da Estratégia de Salde da Familia e realizar a busca
ativa de casos suspeitos, determinando, assim, a prevaléncia de surdez congénita, deficiéncia
mental, cancer e outras doengas de provavel etiologia genética, Além disso, caso seja
diagnosticado alguma das doencas genéticas citadas acima, o paciente serd encaminhado
para acompanhamento em servicos especializados e a familia realizara o aconselhamento
genético apropriado com especialistas na &rea,

Esperamos que este estudo possa contribuir com informacgdes que auxiliem nas
medidas de salude para a diminuicdo da incidéncia dessas doencas, através do
aconselhamento genético, Vocé terd a opgdo de escolher conhecer ou nédo os resultados dos
seus exames e neste caso, a informacao sera passada em reunido, em data e local combinados

apos contato telefénico,
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Vocé nao tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como nada
sera pago por sua participacéo, Apés estes esclarecimentos, solicitamos o0 seu consentimento
de forma livre para participar desta pesquisa, Portanto preencha, por favor, os itens que se

seguem:

Programa de Orientacdo de Conduta e Encaminhamento para Céncer

Caso esta pesquisa verifigue a existéncia de marcadores genéticos que estejam
desempenhando aumento no risco de desenvolvimento de cancer na populagdo de Monte
Santo, 0 (a) senhor (a), sendo identificado como portador de algum desses marcadores
genéticos, sera considerado como integrante de grupo de risco, Desta forma, sera contatado e
convidado (a) a participar de uma reunido na qual sera informado (a) sobre os resultados da
pesquisa, os indices de risco mensurados sob o ponto de vista populacional, e recebera
orientacdes, em conjunto ou individualmente, sobre as formas de prevenc¢do ou de reducao de
danos, disponiveis, Ressalta-se que ser considerado integrante de grupo de risco ndo significa
que ir4 desenvolver ou que seus descendentes irdo desenvolver o cancer, apenas identifica a
presenca do risco, podendo ou ndo resultar na doenca, que por sua vez dependerd das

condicdes e estilo de vida de cada individuo,

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Eu recebi uma cépia deste documento, e tenho o direito de negar ou desistir de participar deste

estudo em qualquer momento, A PARTICIPACAO NA PESQUISA E VOLUNTARIA,

Eu , R,G ,

reafirmando que tenho ciéncia do acima exposto, concordo em participar desse estudo, e

estou ciente que tenho:

1, A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer davida
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a pesquisa a que serei
submetido;
2, A liberdade de ndo querer saber os resultados dos meus exames;
3, A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar no
estudo sem que isso traga prejuizo a continuagédo dos meus cuidados;
4, A seguranca de que, em caso de serem realizados novos estudos, nos quais os dados
fornecidos, coletados e obtidos poderdo ser utilizados, serei consultado para autorizacéo da
utilizacdo do meu material nestes estudos, e somente quando isso nao for possivel, o Comité
de Etica em Pesquisa podera sera contatado para que seja justificada impossibilidade de nova
autorizacdo, Contudo, opto pela:

()1, Necessidade de novo consentimento a cada pesquisa;

() 2, Dispensa de novo consentimento a cada pesquisa,
5, A garantia de livre acesso aos meus exames genéticos e a liberdade de solicitar retirada do

meu material do banco de armazenamento a qualquer momento;
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6, A seguranca de que nao serei identificado e que sera mantido o carater confidencial da
informacao relacionada com minha privacidade, bem como as informacdes coletadas somente
serdo acessiveis aos pesquisadores, ndo sendo permitido acesso a terceiros,

7, O compromisso de me proporcionar informacéo atualizada durante o estudo, ainda que esta
possa afetar minha vontade de continuar participando;

8, A disponibilidade de tratamento médico e indenizagao que legalmente teria direito, em caso
de danos diretamente causados pela pesquisa que os justifique, serdo custeados pelos
pesquisadores;

9, O conhecimento de que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo

orcamento da pesquisa,

Monte Santo, de de

Participante ou Responsavel Legal

Pesquisador Responsavel

Testemunha 1:

Testemunha 2:

Polegar
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

HOSPITAL UNIVERSITARIO
PROF. EDGARD SANTOS- Wﬂl“
UFBA - HUPES

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CENSO "GENETJCA NO SERTAO": EPIDEMIOLOGIA CLASSICA E MOLECULAR DE
DOENGCAS GENETICAS NO MUNICIPIO DE MONTE SANTO-BA.

Pesquisador: Angelina Xavier Acosta

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana nao contemplada acima.);

Versao: 2

CAAE: 17885313.1.1001.0049

Instituicao Proponente: Hospital Universitario Prof. Edgard Santos-UFBA

Patrocinador Principal: Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia - FAPESB

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 379.010
Data da Relatoria: 09/09/2013

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional descritivo e analitico, realizado em corte transversal, que sera
constituido em duas etapas: primeiro sera elaborado um censo populacional para a determinagao da
prevaléncia de patologia genéticas, e numa

segunda etapa, sera realizada um amostragem randomizada desta populagao, para elaboragéo de estudos
de caso-controle para validagado do questionario aplicado e analise dos

fatores de risco genéticos e ambientais envolvidos.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

Desenvolver e validar um questionario capaz de identificar doengas genéticas no contexto da Estratégia de
Saude da Familia.

Objetivo Secundario:

Realizar a busca ativa de casos suspeitos, determinar a prevaléncia de surdez congénita, deficiéncia mental,
cancer e outras doengas de provavel etiologia genética, e sua distribuicao geografica em Monte Santo-BA.

Endereco: Rua Augusto Viana, s/n® - 12 Andar

Bairro: Canela CEP: 40.110-060
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail.com

Péagina 01 de 04



HOSPITAL UNIVERSITARIO
PROF. EDGARD SANTOS- Wm
UFBA - HUPES

Continuacao do Parecer: 379.010

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Nao havera riscos aos sujeitos da pesquisa.

Um completo programa de genética médica foi estabelecido em Monte Santo, um municipio do interior do
estado da Bahia, que apresenta alta prevaléncia de diversas doengas genéticas autossémicas recessivas,
incluindo a surdez hereditaria ndo sindrémica (SHNS), fenilcetondria, hipotireoidismo congénito e
mucopolissacaridose tipo VI (sindrome de Maroteaux-Lamy). Educagdo em sadde, aconselhamento
genético e tratamento séo fornecidos localmente ou na capital do Estado, em colaboragéo com o Hospital
Universitario

da Universidade Federal da Bahia. Um programa inédito de triagem neonatal para MPSVI também foi
estabelecido no municipio, onde a prevaléncia da doenga é a maior do mundo

(ACOSTA, ABE-SANDES, GIUGLIANI e BITTLES, 2013).

Introdugéo:
Tamanho da Amostra no Brasil: 15.600

Beneficios:

Determinagao da confiabilidade, sensibilidade e especificidade de um instrumento de coleta de informagoes
com uso destinado aos ACS para identificagdo de doengas genéticas; Conhecimento da prevaléncia de
surdez congénita, deficiéncia mental, cancer e outras doencgas de provavel etiologia genética, e o
mapeamento das condi¢des de salude por seguimentos, areas, micro-areas de satde do municipio de Monte
Santo-BA;

Estimativa da prevaléncia de mutagdes genéticas ou fatores nao genéticos causadores ou de risco para as
doenca identificadas e seu mapeamento por seguimentos, areas, micro-areas de salde do municipio de
Monte Santo-BA; Conhecimentos das mutacdes genéticas ou fatores de risco ambientais associadas ao
aumento do risco de cancer e identificacdo de grupos ou areas de risco.

Estimativa da contribuicdo das populagdes ancestrais africana, européia e amerindia e a identificacdo de
grupos étnico-geograficos de risco para doengas genéticas investigadas.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Vide conclusdes.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatodria:
Vide conclusoes.

Endereco: Rua Augusto Viana, s/n® - 12 Andar

Bairro: Canela CEP: 40.110-060
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail.com
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PROF. EDGARD SANTOS- W“@
UFBA - HUPES

Continuacédo do Parecer: 379.010

Recomendacoes:
vide Conclusdes.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

- Revisar metodologia com maior clareza das etapas, grupos experimentais, instituicbes envolvidas.
(Adequado)

- Formularios e dados coletados em cada etapa. (Adequado)

- TCLE néao deve ser dispensado e devem ser dois: para o censo com formulario especial e outro para a
etapa de coleta de material biolégico. (Adequado)

- Incluir riscos referente a constrangimento no censo e material biolégico, determinar destino do material
biolégico (biorrepositério?). (Adequado)

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 em
substituicao a Res CNS 196/96 - Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem 1V.2.d).

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente ap6s analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item
111.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante
ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que
requeiram agao imediata.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS ltem V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ANVISA junto com seu posicionamento.

Endereco: Rua Augusto Viana, s/n® - 12 Andar

Bairro: Canela CEP: 40.110-060
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail.com
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PROF. EDGARD SANTOS- Wﬂl"
UFBA - HUPES

Continuagéo do Parecer: 379.010

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em / / e ao

término do estudo.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Complexo-HUPES, de acordo com as atribui¢des
definidas na Res. CNS 466/12, manifesta-se pela aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagao: Projeto aprovado.

SALVADOR, 30 de Agosto de 2013

Assinador por:
Roberto José da Silva Badaré

(Coordenador)
Endereco: Rua Augusto Viana, s/n® - 12 Andar
Bairro: Canela CEP: 40.110-060
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail.com
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