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Listagem de Abreviaturas

3p: regido do brago curto do cromossomo

BRCA1: Breast Cancer 1, Early onset

BRCAZ2: Breast Cancer 2, Early onset

CDI: Carcinoma ductal invasor

CDIS: Carcinoma ductal in situ

CLI: Carcinoma lobular invasor

CLIS: Carcinoma lobular in situ

DNA: Acido desoxirribonucléico

FHIT: Triade da Histidina Fragil (em inglés, Fragile Histidine Triad)
GHC: Grupo Hospitalar Conceicao

HF: Hospital Fémina

IARC: International Agency for Research on Cancer

INCA: Instituto Nacional do Cancer

Kb: kilobases

LOH: Perda de Heterozigosidade (em inglés, Loss of Heterozygosity)
ROH: Retencao da Heterozigosidade (em inglés, Retention of Heterozygosity)
SOE: Carcinoma ductal infiltrante sem outra especificacao

UICC: Uniao Internacional Contra o Cancer kDa
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RESUMO

Introducio. Alteragdes envolvendo a regido 3pl4, no sitio que contém o gene
FHIT, tém sido observadas com freqiiéncia nos tumores de mama. Objetivo. Neste
estudo avaliamos a perda de heterozigosidade (LOH) para o marcador intragénico
D3S1300 no gene FHIT em amostras de tecido de 42 de pacientes com carcinoma de
mama e a relacionamos com fatores de risco, fatores prognosticos/preditivos € com o
tempo de sobrevida. Material e Métodos: Foram analisadas amostras de tecido tumoral
e de tecido mamario nao neoplasico, obtidas de pacientes do sexo feminino com
diagnostico de carcinoma mamario. Utilizou-se a técnica de PCR para a amplificagdo
do marcador D3S1300, seguida de eletroforese capilar no equipamento ABI-PRISM
3130 e andlise através do software GeneMapper. Resultados. A LOH foi detectada em
24,3% (10/41) das amostras informativas. Nao houve diferencas significativas entre os
resultados de LOH ¢ os fatores de risco examinados. Nao foram encontradas diferencgas
na analise em relacdo a expressao dos receptores de estrogénio e de progesterona (RE e
RP) e o receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER-2). Quando
analisamos o resultado da LOH em relagdo aos fatores progndsticos observamos que a
LOH foi significativamente maior nos pacientes com presenca de invasao vascular
(p=0,049). Contudo, a sobrevida global e livre de doenga, por um periodo de 48 meses,
nao mostrou diferencas significativas em relacio a LOH (P=0,43; P=0,860).
Conclusao. A frequéncia de LOH para o gene FHIT, observada em nosso estudo, esta
dentro da amplitude relatada em outras populagdes de pacientes com cancer de mama. A
freqiiéncia de LOH foi significativamente relacionada com a presenca de invasdo
vascular, considerada fator de mau progndstico para o cancer de mama.

Palavras-chave: Breast cancer, LOH, FHIT gene, risk and prognostic factors



1. INTRODUCAO

O cancer de mama ocupa o segundo lugar na incidéncia de neoplasias, sendo a
malignidade ndo-cutanea mais comum em mulheres. Atualmente, representa um em
cada dez casos de cancer diagnosticados no mundo e ¢ a principal causa de morte em
mulheres européias (Kamangar e cols., 2006).

Trata-se de uma enfermidade heterogénea de carater multifatorial, desencadeada,
fundamentalmente, pela perda de equilibrio entre a atividade de oncogenes e genes
supressores de tumor que resulta na alteracao do controle da proliferacao celular.

Em paises desenvolvidos, a incidéncia deste tipo de cancer tem aumentado ao
mesmo tempo em que se observa uma redugdo da mortalidade. Diferentemente, no
Brasil o aumento da incidéncia esta associado a um aumento da mortalidade, o que pode
ser reflexo, principalmente, de diagnosticos tardios (INCA, 2014). Considerando este
fato, ¢ de grande importancia a pesquisa de marcadores biomoleculares que possibilitem
desenvolver novas abordagens que contribuam para o diagnostico precoce, com

reflexos no sucesso do tratamento.



1.1 O cancer de mama

1.1.1. Epidemiologia

No Brasil, segundo a publicacdo “Estimativa 2014- Incidéncia de cdancer no
Brasil”, langada pelo INCA, espera-se, aproximadamente, 190.520 mil novos casos de
cancer (exceto pele ndo-melanoma) em mulheres, sendo que 57.120 mil s3o relativos
aos tumores de mama. Entre os estados brasileiros, o Rio Grande de Sul apresenta uma
incidéncia extremamente elevada de 87,72 casos a cada 100 mil mulheres. Esta é ainda
maior em sua capital, Porto Alegre, onde a incidéncia ¢ de 146,36 para cada 100 mil
mulheres (Kamangar e cols., 2006; INCA, 2014). A cada ano, cerca de 22% dos casos

novos de cancer, em mulheres, sdo de mama (INCA, 2014).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer, as taxas de incidéncia do
conjunto de tumores sdo cerca de duas vezes maiores nas regioes Sul e Sudeste do que
nas regides Norte e Nordeste (Fig.1). Em nosso Pais, ha mais de 20 anos, o cancer de
mama ¢ o tumor maligno mais frequente e o de maior mortalidade. Apenas a regido
Norte foge desse padrao, sendo o cancer de colo do ttero o mais comum (INCA, 2014).

A neoplasia mamaria tem o seu quadro agravado pelo fato do diagnostico ainda
ser estabelecido na maioria das vezes, numa fase tardia da doenga, em especial junto as
classes com menor poder aquisitivo. Uma das causas no retardo do diagndstico pode
ser o reflexo da inexisténcia de uma politica consistente de controle da doenga através
do diagnostico precoce (Harris, 2013) .

Apesar de ser considerado um cancer de relativo bom prognostico, a mortalidade
por cancer de mama continua elevada no Brasil. Na populagdo mundial, a sobrevida
média apds cinco anos ¢ de 61%, sendo que nos paises desenvolvidos a sobrevida

aumenta para 73%, enquanto que, nos paises em desenvolvimento esta ¢ de 57%



(INCA, 2014). Por esta razdo, ¢ importante desenvolver novas abordagens que possam

contribuir para o sucesso terapéutico.

Mulheres
-96,47

-55,67

-39,60

10,18 - 26,71

Fig. 1 Representacao espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasia maligna de
mama feminina por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de 2014, segundo Unidade

da Federagao.

1.1.2.Classificacio

A carcinogénese mamdria ¢ um processo complexo, sendo que
aproximadamente 90% dos tumores de mama ocorrem nos ductos ou nos lobulos. O
carcinoma ductal e o carcinoma lobular, respectivamente, podem ser invasivos, caso
rompam os limites da estrutura e atinjam os tecidos vizinhos, ou in situ, caso
permanegcam contidos em suas estruturas de origem (Kumar, Abbas, Fausto, Robbins,
Cotran:Patologia - Bases Patologicas das Doencas, 2005).

Entre 80 e 90% dos carcinomas mamarios sao do tipo carcinoma ductal invasor
(CDI) e seu diagnostico € feito por exclusdo, ou seja, quando a lesdo ndo preenche os

critérios diagnosticos para os tipos especiais de carcinoma mamario, sendo classificado



como carcinoma ductal infiltrante sem outra especificagdo (SOE). Os outros carcinomas
ductais de tipo especial compreendem 10 a 20% dos carcinomas invasivos e
apresentam, de maneira geral, melhor prognostico (Burstein e cols., 2004). Sdo eles:

e (Carcinoma tubular

e Carcinoma cribriforme

e (Carcinoma com caracteristicas medulares

e (Carcinoma metaplasico

e (Carcinoma com diferenciagdo apdcrina

e (Carcinoma adenoide cistico

e (Carcinoma mucoepidermoide

e (Carcinoma polimorfo

e (Carcinoma mucinoso e carcinoma com células em anel de sinete

e (Carcinoma com caracteristicas neuroenddcrinas

e (Carcinoma papilifero invasivo

e (Carcinoma micropapilifero invasivo

e Carcinoma secretor

e (Carcinoma oncocitico

e (Carcinoma sebaceo

e (Carcinoma rico em lipideos

e (arcinoma de células claras rico em glicogénio

e Carcinoma de células acinares

O tipo carcinoma lobular invasor (CLI) compreende de 10 a 14% dos

carcinomas mamadrios. A idade média das mulheres que apresentam este tipo de tumor



varia de 45 a 56 anos. O CLI ¢ freqlientemente multifocal e/ou multicéntrico, sendo a
bilateralidade descrita em 6 a 28% dos casos (Anderson ¢ cols., 2013).

O tipo carcinoma ductal in situ (CDIS), também chamado de intraductal,
distingue-se por uma proliferacdo de células malignas que ndo ultrapassa os limites da
membrana basal do ducto, ndo invadindo o estroma. E importante assinalar que, a
medida que a lesdo progride, estendendo-se através da membrana basal, transforma-se
em um carcinoma invasor. A incidéncia desse tipo de tumor, com o uso de novas
tecnologias de rastreamento mamografico, aumentou bastante nas mulheres acima de 50
anos na ultima década. O CDIS ¢ considerado uma lesdao precursora, isto €, tem cerca
de 40% de chances de evoluir para carcinoma invasivo se nao tratado, porém, ainda ndo
¢ possivel predizer acuradamente qual a taxa de progressao do carcinoma ductal in situ
para carcinoma invasor (Cowell e cols., 2013).

Descrito nos anos 40, o carcinoma lobular in situ (CLIS) tem uma incidéncia
baixa, representando em varios estudos 0,5 a 3,6% dos espécimes de bidpsias de mama
analisadas. E encontrado em mulheres com idade média de 45 anos, sendo que 80 a
90% dos casos sdo observados em pré-menopausicas. O CLIS tem uma evolugdo
bastante varidvel, sendo que cerca de 20 a 30% das pacientes apresentardo
desenvolvimento de carcinoma infiltrante em 15 anos. Por essa razdo, o CLIS ¢
considerado uma lesao de risco para cancer de mama, ¢ € reconhecido como um tipo de
“marcador” que identifica mulheres com alto risco para o desenvolvimento de
carcinoma invasivo (Menke e cols., Rotinas em Mastologia, 2007).

A classificagdo completa, revisada e ampliada dos tumores de mama da
Organizagao Mundial da Satude foi publicada pela “International Agency for Research

on Cancer” (IARC), no ano de 2012 (ANEXO A).



1.1.3. Fatores de risco e fatores progndsticos

O curso clinico da doenca e a sobrevida podem variar de paciente para paciente,
sendo que essa variagdo pode estar associada a uma série de fatores. Atualmente,
diversos destes fatores associados a susceptibilidade dessa doenca ja foram
identificados.

Os chamados fatores de risco representam situagdes que aumentam a chance da
mulher desenvolver esta neoplasia. Os fatores de risco ja estabelecidos para essa
neoplasia sdo: idade, etnia, historico familiar e historico pessoal de cancer, aqueles
relacionadas a vida reprodutiva da mulher como menarca precoce (antes dos 12 anos),
menopausa tardia (apos os 50 anos), nuliparidade, idade na primeira gestacao, tempo de
lactagdo e realiza¢do de terapia de reposi¢cao hormonal pds-menopausa, principalmente
se por mais de cinco anos (Willet e cols., 2000; Tiezzi, 2009).

Sabe-se que a incidéncia de cancer de mama aumenta conforme a idade, sendo
assim, raramente encontrado em mulheres jovens, salvo em certos casos familiares.
Cerca de 1 em 8 tipos invasivos de cancer sao encontrados em mulheres com menos de
45 anos, enquanto que 2 em cada 3 casos notificados sdo em mulheres com mais de 55
anos (Willet e cols., 2000; Yang e cols., 2002).

Estudos epidemioldgicos mostram que as mulheres caucasianas apresentam uma
maior incidéncia do tumor de mama, enquanto mulheres negras tendem a apresentar,
por causas nao bem esclarecidas, formas mais agressivas dessa neoplasia (MacMahon,
2006).

Embora pacientes com um histérico de cancer de mama em parentes proximos
representem cerca de 5% a 10% de todos os tipos de casos dessa neoplasia, a histéria

familiar ¢ uma ferramenta essencial para identificar e derivar pacientes em risco de



desenvolver este tipo de tumor (Veronesi e cols., 2005). A identificacdo de familias nas
quais existe um padrao hereditario de cancer ¢ imprescindivel para o desenvolvimento
de esquemas de acompanhamento e monitoramento.

O risco relativo de desenvolver cancer de mama aumenta de acordo com o grau
de parentesco, nimero de membros afetados, precocidade do aparecimento do tumor e
se esse for bilateral no parente afetado. A presenga de um parente em primeiro grau
afetado (made, irma ou filha) aumenta em 1,5 a 2 o risco (Hankinson e cols., 2004). Os
tumores de origem hereditaria tendem a surgir em idade mais precoce e,
frequentemente, acometem ambas as mamas (Lippman e cols., 1987).

Genes supressores tumorais como 0 BRCAI ¢ o BRCA2 sao os mais comumente
relacionados a tumores hereditdrios na mama . Muta¢des nesses dois genes conferem
um risco cumulativo, respectivamente de 65 ou 39% para esta neoplasia (Wooster e
cols., 1994; Antoniou e cols., 2003).

Mulheres com histéria menstrual longa, que apresentam menarca precoce (antes
dos 12 anos de idade) ou menopausa tardia (apds os 50 anos de idade) também
apresentam um risco maior para o desenvolvimento do cancer de mama Estima-se que
a cada ano em que a menarca ocorra mais tardiamente, o risco diminui cerca de 10 a
20%. Presume-se que este efeito se deva ao maior tempo de exposicdo ao estrogénio
endogeno. Esse hormonio, além de ativar a proliferagdao das células do tecido mamario,
possivelmente possui um efeito anti-apoptético, impedindo a destruicdo de células que
sofreram danos no DNA que afetam genes importantes envolvidos no controle do ciclo
celular (Henderson e cols., 1991; Parkin ¢ cols., 2001)

O efeito protetor da gravidez tem sido evidenciado em vérios estudos que
mostram que a cada gestagdo o risco diminui e que o tempo prolongado de

amamentacdo também ¢ um importante fator protetor para o cancer de mama (Pérez-



Escamilla e cols., 2004; Albrektsen e cols., 2005). Em experimentos com murinos, ficou
evidenciado que animais nuliparos eram mais suscetiveis ao efeito de substancias
carcinogénicas, capazes de induzir tumores mamarios, quando comparados com animais
com gestacdes completas. A maior suscetibilidade daqueles animais em desenvolver
cancer de mama parece ser o resultado da complexa interacdo entre a substancia
carcinogénica e as células em processo de intensa proliferagdo celular nos tecidos das
estruturas ainda nao diferenciadas da glandula mamaria (Tay e cols., 1981; Russo e
cols., 2005),

O estimulo estrogénico, seja enddgeno ou exdgeno, aumenta O risco quanto
maior for o tempo de exposicdo. O uso de terapias de reposi¢do hormonal ¢
considerado um fator de risco para o cancer de mama (Collaborative Group on
Hormonal Factors in Breast Cancer, 1996; Collaborative Group on Hormonal Factors in
Breast Cancer, 1997; Beral e cols., 2003). Segundo este estudo, o risco aumenta
proporcionalmente ao tempo de uso do horménio em reposi¢do. Também, o uso de
anticoncepcionais orais, ¢ descrito como fator de risco, porém ainda nao existe consenso
sobre esta questao (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1996).
Aliados, progestogénio e estrogénio elevam ainda mais o risco. O estrogénio, ao induzir
o crescimento das células do tecido mamario, aumenta o potencial de alteracdes
genéticas e, consequentemente, o risco de desenvolvimento da neoplasia mamaria (Li e
cols., 2002).

Os denominados fatores prognosticos sao parametros que servem como preditor
da sobrevida do paciente. O prognostico da paciente com cancer de mama varia
bastante. Deve-se, porém, fazer um distingdo entre fatores prognosticos e preditivos:
enquanto o fator progndstico pode ser definido como uma varidvel mensuravel que se

correlaciona com a histdria natural da doenga, o fator preditivo esta associado com a
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resposta a terapia dada. Alguns fatores, como status dos receptores de
estrogeno/receptores de progestogénio (ER/PR), sdo tanto progndsticos como preditivos
(Masood, 2005; INCA, 2010).

Tanto o estadiamento do tumor como o grau de diferenciacdo histoldgico sao
classificagdes bastante empregadas na clinica, constituindo-se em importantes
ferramentas na orientagdo terapéutica. O sistema de estadiamento mais utilizado ¢ o
indicado pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC), que denomina-se Sistema
TNM de Classificagao dos Tumores Malignos Brasil (Ministério da Saude, 2004). Este
sistema € baseado na extensdo anatdmica da enfermidade, observando as caracteristicas
do tumor primario, a presenca de linfonodos no 6rgdo em que o tumor se localiza e a
existéncia ou ndo de metastases a distancia.

O sistema de graduagdo histologica do cancer de mama recomendado pela
Organizagdo Mundial de Satde (Scarf e Torloni, 1968) baseia-se em critérios
relacionados a presenca de formagao tubular, pleomorfismo nuclear e indice mitotico. A
classificacdo chamada de Modificagdao de Nottingham do sistema de Bloom-Richardson

(Elston e Ellis, 1991) pode ser observada no ANEXO B.

1.2. O gene FHIT (Fragile Histidine Triad)

O gene FHIT esta localizado no brago curto do cromossomo 3, na regido
3pl4.2, e contém o sitio fragil FRA3B. Esse sitio tem sido de grande interesse por ser o
sitio fragil mais ativo e por estar localizado numa banda cromossomal que ¢
frequentemente deletada em inimeros tumores soélidos (Ohta e cols.,, 1996).
Considerado o segundo maior gene que compde o genoma humano, possuindo,

aproximadamente, 1,8 megabases (Mb), esse gene contém 10 éxons, dos quais cinco
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(éxons 5 a 9) sdo responsaveis pela codificagio de um pequeno mRNA (1,1kb) que
expressa um polipeptideo de 147 aminoécidos (16,8 kDa) encontrado, principalmente,
no citoplasma das células epiteliais (Figura 2).

Estudos mostraram que este gene pertence a familia de genes caracterizados
pela triade da histidina e que seu produto possui grande homologia com a enzima Ap4A
(diadenosina-tetrafosfato-hidrolase) presente no fungo S. Pombe (Bednarek e cols.,
2000) . Analises in vitro evidenciaram que a proteina tem uma atividade tipica das
adenosinas-trifosafato-hidrolase (Ap3A). As proteinas com fungao ApnA, em eucariotos
superiores, estdo associadas, fundamentalmente, ao controle do crescimento celular

(Huebner e cols., 1998).

112 11 4 2223 24 25 26

N \I-III 3p

FRA3B
P
1 2 ?l < 3 L 7 % 910
5'-0-0-00-0 N, ERERO 3 FHIT

I

1300

Figura 2. Regido do gene FHIT no cromossomo 3pl14.2. A barra tracejada representa a
localizagdo do sitio fragil FRA3B. Os éxons estdo numerados de 1 a 10 sendo que a
regido codificante esta corada em preto. A seta preta indica a localizagdo do marcador
de microsatélites D3S1300. A seta vermelha mostra o ponto de quebra da translocacao
t(3;8)(p14.2;q24), que ¢ associada ao tumor renal familiar (Figura adaptada de Pekarsky

e cols., 2002).
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Os éxons 3, 4 e 5 estdo muito proximos a translocacao t(3;8) que ¢ associada ao
tumor familiar de rim e onde se localiza um cluster de sitios frageis (Barnes e cols.,
1996). Essa descoberta inicial, suscitou uma discussdo em torno da questdo de o FHIT
ser mesmo um gene supressor envolvido no processo de carcinogénese, ou se suas
alteragdes frequentes eram meramente devidas a efeitos relacionados a sua localizagao.

Porém, ao longo dos anos, foram surgindo evidéncias fortes para sustentar a
idéia de que o FHIT ¢ de fato um gene supressor tumoral (Wali, 2010). Uma das
evidéncias foi demonstrada pela geracdo de camundongos knockout. Animais
heterozigotos (FHIT+/-) e homozigotos (FHIT -/-) apresentaram maior incidéncia de
tumores espontaneos e maior susceptibilidade a substancias carcinogénicas (Fong e
cols., 2000).

E importante assinalar que as dele¢des sdo os eventos mutacionais mais
freqlientemente observados no gene FHIT, principalmente em tumores epiteliais mais
expostos a fatores carcinogénicos, como o cancer de estomago e de pulmao, e
carcinoma cervical, sendo raros os eventos de mutagdes pontuais (Gatalica e cols.,
2000).

Vérios autores descreveram alteracdes do gene FHIT no cancer de mama
esporadico e em lesdes pré-neoplasicas. Gatalica e cols. (2000) e Yang e cols. (2002)
avaliaram a expressao deste gene, por meio de testes imunohistoquimicos, em lesdes
epiteliais € em tumores de mama invasivos. Estes estudos evidenciaram que, enquanto
no epitélio lobular e ductal o produto deste gene era detectado de maneira constante, na
maioria dos tumores ndo havia detec¢ao ou ela era muito ténue.

A inativacdo desse gene pode estar intimamente relacionada com a progressao e
agressividade do cancer de mama, sendo detectada a reducdo ou a auséncia da expressao

deste gene em até 80% dos tumores de mama invasivos (Guler e cols., 2005). Este
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fendmeno normalmente envolve mutacdo de um alelo e perda ou troca de um segmento

cromossomico contendo o outro alelo.

1.3. Perda de Heterozigosidade em tumores

O fendmeno bioldgico denominado de Perda de Heterozigosidade (Loss of
Heterozigosity — LOH) pode ser definido como a perda de um alelo em um locus
especifico, resultando em um hemizigoto anormal. Este fendmeno pode ser causado
pela perda de material genético envolvendo apenas uma regido cromossdmica ou o
cromossomo inteiro, recombinacdo mitédtica entre homodlogos ou translocagao (Brown,

1997).

A inativacdo de um alelo funcional num locus heterozigoto ganhou um novo
significado nos estudos em cancer, a medida que o conceito de genes supressores
tumorais e sua significancia foram aparecendo. Essas idéias provém de um estudo dos
anos 80 com pacientes com predisposicao ao retinoblastoma (Cavenee e cols., 1983). A
inativacao de genes supressores de tumor usualmente envolve a mutagdo com perda de
funcdo de um alelo e, na sequéncia, a inativagdo do outro alelo. Perdas alélicas em
regides particulares de cromossomos sdo comuns ¢ podem indicar delecdo do segundo
alelo de um gene supressor tumoral. A LOH de uma regido em particular em um tumor
pode incluir genes especificos cuja inativagdo € essencial para transformagdo e lhes
confere uma vantagem seletiva associada com progressao tumoral (Yang e cols., 2002).
Os genes supressores de tumor encontram-se distribuidos por todo o genoma humano, e
algumas regides cromossdmicas, como 3p, 9p, 11p, 17p sdo relatadas na literatura como
deletadas em uma série de tumores, incluindo cancer de mama, pulmado, melanoma,

carcinoma de cabeca e pesco¢o e ameloblastomas (Field e cols., 1995; Rowley e cols.,
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1996; Migaldi e cols., 2007; Sinha e cols., 2008). Alguns destes estudos tém
correlacionado a LOH com um pior prognostico tumoral (Field e cols., 1995; Bremmer
e cols., 2008; Lee ¢ cols., 2010).

As analises da LOH em neoplasias sdo geralmente conduzidas com amostras
pareadas de tumor/tecido normal. Uma das formas para detectar a LOH ¢ através da
utilizacdo de marcadores de microssatélites, proximas a genes supressores de tumor. Os
microssatélites sdo pequenas sequéncias (“sequence motif”), com 1 a 4 nucleotideos de
comprimento, repetidas em tandem, altamente polimorficas na populagdo e suscetiveis a
erros durante a replicagdo do DNA (Migaldi e cols., 2008). Estudos apontam que os
microssatélites podem ter um grande potencial para predizer o risco de desenvolvimento
dos tumores e que a LOH ¢ um dos importantes eventos para a inativagao de um gene
supressor de tumor levando ao crescimento neopldsico (Van Houten e cols., 2000;
Collin-Chavagnac e cols, 2010; Song e cols., 2010). Esta andlise identifica regides de
LOH examinando alteragdes no status genomico de células normais e de células
tumorais do mesmo paciente (Van Houten e cols., 2000).

Diferentes autores observaram altas frequencias de LOH na regido do braco
curto do cromossomo 3 (3p). Fu e cols. (2007) mostraram que a a regido mais afetada
pela LOH situa-se entre 3pl4 e 3p25, sugerindo a presenca, neste sitio, de genes
envolvidos na carcinogénese do cancer de mama. A associacdo entre a perda de
heterozigosidade na regido 3p e a ausé€ncia de expressao dos receptores de estrogeno e
progesterona foi demonstrada por Martinez e cols. (2001). Estes autores sugerem que 0s
genes situados nesta regido cromossomica tém algum papel na progressdo tumoral,

estando associados a maior severidade da doenga.
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Chen e cols. mostraram que a perda de heterozigosidade em tumores primarios
era semelhante a obtida em linfonodos, sugerindo que este evento ocorre precocemente
no desenvolvimento neoplésico.

A LOH para o marcador intragénico D3S1300 no gene FHIT tem sido relatada
em 25 a 59% dos casos de cancer de mama esporadicos (Santos e cols., 2004) . Alguns
estudos indicam que essa mutag¢do pode estar associada com um pior desfecho clinico e
marcadores prognosticos desfavoraveis, como aumento na graduacdo e no tamanho
tumoral (Huebner e cols., 1998; Silva Soares e cols., 2010). Também foram observadas
alteragdes em lesoes pré neoplasicas, sugerindo que as delecdes no FHIT pudessem ser
um evento antecipado em uma fracdo significante de carcinomas mamarios (Ahmadian

e cols., 1997).
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar a perda de heterozigosidade (LOH) do gene FHIT, utilizando o marcador

intragénico D3S1300, no tecido neoplasico e no tecido mamario ndo neoplasico de

pacientes com carcinoma de mama.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

Correlacionar os achados referentes a LOH do gene FHIT com os fatores de
risco para cancer de mama: idade, etnia, menarca precoce € menopausa tardia.
Correlacionar os achados referentes a LOH do gene FHIT com fatores
prognosticos/preditivos para o cancer de mama: tipo histologico do tumor,
tamanho e grau tumoral, estadiamento TNM, presenca de expressao
imunohistoquimica positiva para receptores hormonais (estrogénio e
progestogénio) e HER-2.

Correlacionar os achados referentes a LOH do gene FHIT com o tempo de

sobrevida global das pacientes.
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3. Artigo cientifico redigido em inglés

Loss of Heterozygosity to the intragenic marker D3S1300 in patients
with breast cancer

Abstract

Alterations involving the 3pl14 region, on the site that contains the FHIT gene, have
been frequently observed on breast tumors. In this study, we evaluated the Loss of
Heterozygosity (LOH) to the intragenic marker D3S1300 on FHIT gene in tissue
samples of 42 patients with breast cancer and related it with risk factors,
prognostic/predictive factors and survival time. Tumoral tissue and mammary non-
neoplastic tissue from female patients with breast cancer were analyzed. PCR was used
to amplify the D3S1300 marker, followed by capilar electrophoresis on ABI-PRISM
3130 equipment and the analysis was performed by GeneMapper software. LOH was
detected on 24.3% (10/41) of the informative samples. There were no significant
differences between the results of LOH and breast cancer risk factors. Regarding to
estrogen and progesterone receptors (ER and PR) and human epidermal growth factor 2
(HER-2) there were no correlations with LOH in the analysis. When we analyzed LOH
results and prognostic factors, we observe that LOH was significantly higher in patients
with vascular invasion (p=0,049). However, the overall and disease-free survival in 48
months of follow up did not show any significant difference relating to LOH (P=0.43;
P=0.860). In conclusion, the frequency of LOH to FHIT gene, observed in our study, is
in accordance to the related amplitude verified in another breast cancer studies. The
frequency of LOH was significantly related to the presence of vascular invasion,
considered a bad prognostic factor to breast cancer.

Keywords: Breast cancer, LOH, FHIT gene, risk and prognostic factors
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Introduction

In Brazil, breast cancer is considered the most frequent malignant tumor in
women and the one with highest mortality, in the last 20 years'.

Nowadays, countless genes have been studied aiming to identify new markers
that can be utilized on diagnosis and, mainly, on the follow up of the patients with breast
cancer. Thus, the study of potential tumoral markers is an important field of
investigation considering that they could be auxiliary tools, not only to the
comprehension of the mechanisms of tumoral development, but also, for clinical use.

Structural chromosomal alterations, as loss of chromosomal regions, are events
frequently observed in breast cancer 2. Among those, are the alterations involving the
3p14.2 region, on the site that contains FHIT gene. The Loss of Heterozygosity (LOH)
to the intragenic marker D3S1300 on FHIT gene has been reported on a frequency that
varies from 25% to 59% of the breast cancer cases”. In this study, we evaluated LOH
concerning this gene, in tumor samples from female individuals with breast cancer

relating it to risk factors, prognostic and predictive factors, and to survival.

Material and Methods

Patients

The study sample was composed by paired tumoral tissue and non-neoplastic
mammary tissue samples from 42 female patients diagnosed with breast carcinoma, by
anatomopathological exam, treated at Hospital Fémina (HF) Mastology Service.
Patients with proliferative mammary pathologies, such as atypical ductal or lobular
hyperplasias, sclerosing adenosis or complex fibroadenoma, those with previous history

or actual of other types of cancer and male patients were excluded from the study.
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According to the routine of HF, all patients were evaluated on pre-operatory
period to diagnose and stage the disease. Clinical and pathological data were filled on a
protocol, including breast cancer risk factors. Data regarding anatomopathological

characteristics and patients’ follow up were collected from medical records.

Tumoral stage was established according to the TNM staging system,

conforming to the American Joint Committee on Cancer (2003).

Tumoral tissue and non-neoplastic mammary tissue specimens were obtained
during surgical procedure to treat the disease and they were frozen at -20° Celsius to be

analyzed subsequently.

All the patients on this study signed an Informed Consent Form, approved with
the project, by the Committee of Ethics on Research of UFCSPA (Protocol #10-641)

and HF (protocol #11-037).

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from the tissues, using PureLink ™ Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen'", Carlsbad, CA, USA) extraction kit, following manufacturer’s

instructions (Invitrogen Kit Handbook).
PCR

Polymerase chain reaction was used to amplify the microsatellite marker
D3S1300, located within FHIT gene (intron 5). Primers were constructed according to
the information on the data bank on GenBank® (5'-AGCTCACATTCTAGTCAGCCT-
3’ /3'-GCCAATTCCCCAGATG-5").

The initial conditions to the PCR reaction were performed as described by

Ingvargsson et al. (2001)* with modifications. Reactions were prepared to a final
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volume of 25ul, containing luL of genomic DNA, PCR buffer 10X, 1,5mM MgCl, ,
200mM of dNTPs, 750nM of each pair of primer and 1,0 unit of Taqg DNA polymerase
(Invitrogen "™, Carlsbad, CA, USA). Each microsatellite was amplified using genomic
DNA from tumoral and normal tissues. To amplify the microsatellites, after initial
denaturation during 5 minutes at 94°C, 30 to 35 cycles were realized following the
stages of denaturation at 94°C for 30 seconds, annealing ate 48-58°C for 30 seconds and
extension at 72°C for 30 to 45 seconds, followed by a final extension at 72°C for 10

minutes.

LOH analysis

The amplified PCR products were analyzed on agarose 1% gel, using ethidium
bromide, to verify its specificity and approximate concentration. It was taken 1uL of the
amplified reactions to be homogenized with 8.5uL of formamide and 0.5uL of
GeneScan 500 LIZ™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Samples were denaturated for 5 minutes at 95°C and subsequently analyzed by
capilar electrophoresis on ABI-PRISM 3130 (Applied Biosystems' ", Foster City, CA,
USA). The results were analyzed by GeneMapper'", version 4.0 (Applied
Biosystems' ", Foster City, CA, USA) and LOH was calculated based on the height
value of allele 1 (Al)/height of allele 2 (A2) of normal tissue and tumoral tissue
samples, according to Van Houten et al’.

Al: A2 (normal)

A1:A2 (tumor)
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The samples whose reasons between values of normal and tumoral alleles were
less or equal to 0.67 or higher or equal to 1.35 were defined as LOH. The cases that
presented only one allele on DNA of normal tissue (homozygote) or that the results
weren’t clear, due to stutter or artifacts, were considered as non-informative (NI).

Values between 0.67 and 1.35 were considered heterozygotes.

Statistical analysis
Statistical analysis was made using IBM — Statistical Package for the Social
Sciences™", version 19 (IBM Corp. Armonk, NY, USA. Released on 2010). Frequencies
of LOH were obtained by direct counting. Chi-Square was used on comparison of
histopathological parameters and Fisher’s Exact Test was used on clinical and hormonal
variables. All the results of P were bi-tailed and the confidence interval was 95%.
Survival overall was determined by Log Rank test and demonstrated through

Kaplan Meier’s curve and the follow-up time was 48 months.

Results

The studied sample was constituted by 42 patients, with mean age of 56,4+12,5
years. LOH was observed in 24.3% (10/41) of the informative samples. One patient was
considered non informative because she was homozygote to FHIT.

Table 1 shows the results of LOH analysis, demographic parameters (race and

age) and the studied risk factors (menarche and menopause).
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Table 1. Association between demographic and clinic characteristics and LOH to D3S1300 marker

*

Retention of Loss of P
Heterozygosity Heterozygosity
Characteristics (ROH) (LOH)
Race
Caucasian 30 (96.8) 10 (100) 1.000
African American 1(3.2) 0(0)
Age
<45 7 (22.6) 2 (20) 1.000
>45 24 (77.4) 8 (80)
Menopause
Yes 19 (61.3) 7 (70) 0.720
No 12 (38.7) 3(30)
Menopausal Age
Without menopause 12 (38.7) 3 (30) 0.815
<45 4 (12.9) 1(10)
>45 15 (48.4) 6 (60)
Menarche
<12 5(16.1) 4 (40) 0.185
>12 26 (83.9) 6 (60)

“Fisher’s exact test

Table 2 shows the result of LOH analysis relating to hormone receptors
expression and HER-2 status. It was not observed any correlation between the evaluated

groups (RE P = 0.662; RP P=0.413; HER2 P=0.580).

Table 2. Association between hormonal variables and Retention or Loss of Heterozygosity

Retention of Loss of p*
Heterozygosity Heterozygosity
Characteristics (ROH) (LOH)
Sample Size 31 (75.6) 10 (24.3)
ER Status
Positive 25 (80.6) 7 (70) 0.662
Negative 6 (19.4) 3 (30)
PR Status
Positive 24 (77.4) 6 (60) 0.413
Negative 7 (22.6) 4 (40)
HER 2
Positive 3(9.7) 2 (20) 0.580
Negative 28 (90.3) 8 (80)

* Fisher’s exact test
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Table 3 shows the patient’s distribution accordingly to TNM Stage Classification
(TNM Classification of Malignant Tumors — 10" ed. 2010/UICC), histological grade
and peritumoral vascular invasion and LOH results. We observed that 77.8% of the

patients with LOH in FHIT presented vascular invasion (P=0.049).

Table 3. Association between clinic pathological variables and Retention or Loss of Heterozygosity

Retention of Loss of P
Heterozygosity Heterozygosity
Characteristics (ROH) (LOH)
Sample Size 31 (75.6) 10 (24.3)
Peritumoral Vascular Invasion*
Sample Size** n=23 n=9 0.049%**
Present 8 (34.8) 7(77,8)
Absent 15 (65.2) 2(22,2)
TNM Stage Classification 0.150
1 8 (25.8) 1(10)
2 11 (35.5) 2 (20)
3 12 (38.7) 6 (60)
4 0 (0) 1(10)
Histological grade
1 309.7) 0 (0) 0.575
2 18 (58) 6 (60)
3 10 (32.3) 4 (40)

* Fisher’s Exact Test
** Reduced Sample Size (n=32), omitting cases with unknowns
*%% Statistically significant difference

Fig. 1. Kaplan-Meier function survival in 39 breast cancer patients in terms of LOH and ROH at

FHIT locus.
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Relapse and overall survival were calculated after a 48 months follow-up period,
from a sample size of 39 patients (we lost follow-up on two). Retention of
heterozygosity was present on 29 patients and 5 of them had relapsed. The other 10
patients presented LOH and obtained 90% of disease-free survival. There was no

statistical difference between the patients survival and LOH (P=0.860) (Figure 1).

Discussion

Breast cancer is a genetically heterogeneous disease. The investigation of genes
that play a role in mammary carcinogenesis is crucial, as the identification of molecular
markers capable of help on early diagnosis and on the patient’s therapeutic follow up®.

Among genetic alterations, LOH involving the short arm of the chromosome 3
(3p) is one of the most observed events on a variety of tumors’.

Chromosomal loss involving the sub-region 3p14.2, where is located the FHIT
gene, leading to reduced or absence of its product, has been described on studies about
breast cancer, suggesting that this gene has a relevant role in this neoplasia
physiopathology *.

In our study, the LOH frequency involving the FHIT gene, detected by the
intragenic marker D3S1300, on the informative patient’s samples, was of 24.3%. Even
though our result is within the described values by other studies (24 a 59%), we can
considerate that these huge variation observed in the LOH frequency by different
researches deserves better evaluation * ',

When we compare the LOH frequency in relation to well established risk factors
to this neoplasia (age, late menopause and early menarche) there was no significantly
differences among the samples.

Likewise, excluding peritumoral vascular invasion (table 3), other

prognostic/predictive factors, such as stage, tumor grade and ER and PR status and
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HER2 didn’t show any differences between Retention of Heterozygosity (ROH) and
LOH patients samples.

Some researches demonstrate results that agreed with the ones observed in our
study. Campiglio et al. (1999) didn’t find any association between RNAm levels or the
concentration of FHIT gene product and tumoral grade, absence of hormonal receptors
and high expression of HER2'?,

Gatalica et al. (2000) didn’t observed statistically significant association between
FHIT gene product expression and age, family history, stage, histological grade and
tumoral size'’. Similarly, Santos et al. (2004) couldn’t find the relation among LOH
frequency in this locus and histopathological parameters (tumoral size, histological
grade and presence or absence of metastatic lymph node) on the investigated patients'*.

Arun et al. (2005) verified that FHIT gene loss of expression correlated with
poor prognosis markers on patients without lymph node metastasis, just as high p53 and
Ki-67 expression and low bcl-2 expression. However, the same research did not
demonstrate significantly statistical association between FHIT expression and age,
tumor size and estrogen receptor status or COX-2".

By the other hand, Ingvarsson et al. (2001) observed that LOH involving FHIT
gene correlated with ER and PR status and with a survival reduction, investigating the
samples of 239 patients'®. Yang et al (2001) showed that the reduced expression of
FHIT gene was significantly associated with histological grade, absence of ER and low
survival rates. This study was performed with more than a hundred Asian female
patients'”.

12-17

The observed discrepancy among those published studies may have different

causes, for example, methodological variants: specific LOH markers analysis, decrease



32

of genic expression by evaluation of genic product concentration, or transcript reduction
or absence. We could, yet, cite the sample size of each study.

In our study the only parameter that presented significant difference between
samples was the presence of peritumoral vascular invasion (p=0,049). Vascular invasion
is the most important pathological prognostic factor to regional lymph node disease.
According to Colleoni et al, patients with vascular invasion presents, beyond
unfavorable prognostic factors, higher chances of developing distance metastasis and
lower overall survival'®.

In our study, the frequency of LOH on FHIT gene verified is according to data
observed in other researches. In a different manner, it showed statistical significance in
only one poor prognosis histological parameter, the vascular invasion. This fact can be
due to the reduced sample size or the several methodological analyses amidst other
studies about this topic. We believe that, in the future, stouter studies should be lead,

trying to elucidate the role and relevance of FHIT gene on breast carcinogenesis.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil, o cancer da mama ¢ a neoplasia de maior mortalidade na populagado
feminina. Mesmo apo6s décadas de estudos, as previsdes apontam que o cancer de
mama continuard sendo uma das mais importantes causas de morte nas proximas
décadas. Recentes avangos no campo da biologia molecular permitiram um melhor
entendimento da génese desta neoplasia. Desta forma, o estudo de potenciais
marcadores moleculares ¢ um importante campo de investigagdo considerando que, os
mesmos, podem ser ferramentas uteis tanto na compreensao dos mecanismos
envolvidos na génese e progressdao destes tumores como no manejo clinico dos
pacientes, auxiliando nos processos de diagndstico, avaliagdo de resposta terapéutica,
deteccao de recidivas e prognostico.

Concluimos que os resultados de nosso estudo, em geral, estdo de acordo com
dados observados em outros trabalhos. Por outro lado, em relagdo a associagdo
observada entre LOH para o marcador intragénico D3S1300 e o fator progndstico
invasao vascular, destacamos a necessidade de investigagao mais abrangente, utilizando

outras abordagens metodoldgicas € maior tamanho amostral.



5. ANEXOS

ANEXO A - TABELA 1. CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DOS TUMORES

DE MAMA - OMS 2012

Tumores Epiteliais
Carcinoma ductal invasive, sem tipo especial 8500/3
Carcinoma tipo misto
Carcinoma pleomorfico
Carcinoma com osteoclastos gigantes 8035/3
Carcinoma com elementos coriocarcinomatosos
Carcinoma with elementos melanoticos
Carcinoma lobular invasivo 8520/3
Carcinoma tubular 8211/3
Carcinoma cribriforme invasivo 8201/3
Carcinoma medular 8510/3
Carcinoma mucinoso e outros tumors com mucino
abundante
Carcinoma mucinoso 8480/3
Carcinoma mucinoso e cistadenocarcinoma com
células colunares8480/3

Tumores neuroendédcrinos
Carcinoma neuroenddcrino solido
Tumores carcindides atipicos 8249/3
Carcinoma de células pequenas 8041/3
Carcinoma neuroendocrine de células grandes 8013/3
Carcinoma papilar invasivo 8503/3
Carcinoma micropapilar invasivo 8507/3
Carcinoma apoécrino 8401/3
Carcinomas metaplasicos 8575/3
Carcinoma metaplasico epitelial puro 8575/3
Carcinoma de células escamosas8070/3
Adenocarcinoma com metaplasia de células
fusiformes 8572/3
Carcinoma adenoescamoso8560/3
Carcinoma mucoepidermoide 8430/3
Carcinoma metaplasico misto epiteliais/mesenquimais
8575/3

Carcinoma rico em lipides 8314/3
Carcinoma secretor 8502/3
Carcinoma oncocitico 8290/3
Carcinoma adendide cistico 8200/3
Carcinoma das células acinares 8550/3
Carcinoma das células claras rico em glicogénico 8315/3
Carcinoma sebaceo 8410/3
Carcinoma inflamatério 8530/3
Neoplasia Lobular
Carcinoma lobular in situ 8520/2
Lesoes intraductais proliferativas
Hiperplasia ductal usual
Atipia do epitélio chato
Hiperplasia ductal atipica
Carcinoma ductal in situ 8500/2
Carcinoma microinvasivo
Neoplasmas papilares intraductais
Papiloma central 8503/0
Papiloma periférico 8503/0
Papiloma atipico
Carcinoma papilar intraductal 8503/2
Carcinoma papilar intracistico 8504/2
Proliferagdes epiteliais benignas
Adenose incluindo variantes
Adenose esclerosante
Adenose apdcrina

Mudanga das células colunares
Adenose microglandular
Adenose adenomioepitelial
Cicatriz radial / lesdo esclerosante complexa
Adenomas
Adenoma tubular 8211/0
Adenoma lactante 8204/0
Adenoma apdcrino 8401/0
Adenoma pleomorfico 8940/0
Adenoma ductal 8503/0
Lesdes mioepiteliais
Mioepiteliose
Adenose adenomioepitelial
Adenomioepitelioma 8983/0
Mioepitelioma maligno 8982/3
Tumores mesenquimais
Hemangioma 9120/0
Angiomatose
Hemangiopericitoma 9150/1
Hiperplasia estromal pseudoangiomatosa
Miofibroblastoma 8825/0
Fibromatose (agressiva) 8821/1
Tumor miofibroblastico inflamatorio 8825/1
Lipoma 8850/0
Angiolipoma 8861/0
Tumor das células granulares 9580/0
Neurofibroma 9540/0
Schwannoma 9560/0
Angiosarcoma 9120/3
Liposarcoma 8850/3
Rabdomiosarcoma 8900/3
Osteosarcoma 9180/3
Leiomioma 8890/0
Leiomiosarcoma 8890/3
Tumores fibroepiteliais
Fibroadenoma 9010/0
Tumors filodes 9020/1
Benigno 9020/0
Boarderline 9020/1
Maligno 9020/3
Sarcoma estromal periductal, baixo grau 902 0/3
Hamartoma mamario
Tumores do mamilo
Adenoma de mamilo 8506/0
Adenoma siringomatoso 8407/0
Doenga de Paget do mamilo 8540/3
Linfoma maligno
Linfoma das células B grandes difusas 9680/3
Linfoma de Burkitt 9687/3
Linfoma extranodal de células B tipo MALT 9699/3
Linfoma folicular 9690/3
Tumores metastiticos
Tumores da mama masculina
Ginecomastica
Carcinoma
Invasivo 8500/3
In situ 8500/2
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ANEXO B - GRADUACAO HISTOLOGICA

Sistema de Graduagdo Histologica de Nottingham (Modificagdo de Nottingham do
sistema de Bloom-Richardson)

Formagao tubular:

* escore = 1, a maior parte do tumor forma tabulos (> 75%);

* escore = 2, a formagdo de tiibulos ¢ moderada (10% a 75%);

* escore = 3, a formagdo de tubulos é pouca ou nenhuma (< 10%).
Pleomorfismo nuclear:

* escore = 1, os nicleos sdo regularmente uniformes, com minima variagcdo
(discreto);

* escore = 2, moderada variag@o no tamanho e formato nuclear (moderado);

* escore = 3, marcada variagdo na forma e no tamanho nuclear (acentuado).
Atividade mitdtica

E avaliada em dez campos de grande aumento (cga), conforme tabela padrio,
dependente do tamanho do campo do microscopio utilizado:

* escore = 1, até sete figuras de mitoses em 10cga (pouca);

* escore =2, de oito a 15 figuras de mitoses em 10cga (moderada);

* escore = 3, mais que 15 figuras de mitoses em 10cga (acentuada).

A soma dos escores obtidos em cada um destes itens gera um escore final que varia
de 3 a 9, correspondendo aos seguintes graus de diferenciacao histoldgica:

* grau [ (baixo) — bem diferenciado -3 a 5;

81

» grau Il (intermedidrio) — moderadamente diferenciado —6 a 7;

» grau III (alto) — pouco diferenciado -8 a 9.
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ANEXO C - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFCSPA

COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAD DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
UFCSPA

O Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA, registrade na Comisséo Nacional de Ftice em Pesquisa
{CONEP) sob o n® 075/05 em 23/07/04, analisou o Projeto:

Projeto: 10-641 Versao do Projeto: Versdo do TCLE:

Pesquisadores:

ADRIANA ROEHE

GRASIELA AGNES

CARMELA NICOLING

BRUNA PEXOTC DE SOUZA

TALITA HAUBERT CERUTT

CLAUDIO GSMAR PEREIRA ALEXANDRE

Titulo; CANCER DE MAMA: ESTUDO EPIDEMIOLOGICO, DE CARACTERISITCAS
CLINICO-PATOLOGICAS E MOLECULARES E FATORES DE RISCO,

Esse projeto fot aprovado em seus aspectos éticos e metodoidgicos conforme as Resolugdes 196/09 e
demais Resolugdes complementares. Toda e qualguer alteragéo do projets, assim come eventos adversos
graves, deverdo ser comunicados a esie CEP. Os TCLE, quando necessarios, somente podero ser
utitizados apds prévia e explicita aprovagso {carimbo) de sua redago por este CEP",

Porto Alegre, 28 de outubro de ;‘3

“onrisnador do CEPRJFCSPA
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ANEXO D - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO GRUPO
HOSPITALAR CONCEICAO

MOSPITAL CRISTO REDENTOR SA.  HOSPITAL FEMINA S.A )
rioa do Hospital Nosea  Rua Domingos Rubbo, 20 Rua Mostardeira, 17
da Concercsa SA ) CEP 91040-000 - Porto Alagre - RS CEP 91430001 - Porto Alegre - RS
Fone 3357 410C Fon
NP 92 787.126/0001.78 CNP. %2 693.134/000153

Vinculados 20 Ministério da Saide - Decreto n” 99.244/90

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/GHC

O Comité de E;jca em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo (CEP/GHC), que € reconhecido pela
Comissdo Nacional de Eticaem Pesquisa (CONEP)/MS desde 31/10/1997, pelo Office For Human Research
Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRB0001105) e pelo FWA - Federalwide
Assurance (FWA 00000378), em reunido extraordinaria realizada em 27 de abril de 2011, reavaliou 0 seguinte
projeto de pesquisa:

Projeto: 11-037 Versdo do Projeto: Verséo do TCLE:

Pesquisadores:

ADRIANA VIAL ROEHE

GRASIELA AGNES

DANIELE L. DOS REIS SCHNEIDER
ANDREA PIRES SOUTO DAMIN

Titulo: Cancer de mama: Estudo epidemioldgico, de caracteristicas clinicopatoldgicas e
moleculares e fatores de risco.

Documentagdo: Aprovados
Aspectos Metodolégicos: Aprovados
Aspectos Eticos: Aprovados

Parecer final: Este projeto, por estar de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Salide, obteve o parecer de
APROVADO.

Consideragdes Finais: Toda e qualquer alteragdo do projeto, devera ser comunicada imediatamente ao
CEP/GHC. Lembramos do compromisso de encaminhar dentro dos prazos estipulados, ofs) relatério(s)
parcial(ais) e/ou final ao Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo e ao Centro de
Resultado onde a pesquisa for desenvolvida.

/) Porto Aleare, 27 de abril de 2011.

Silva
Coordenador-geral do CEP/GHC
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