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SANTANA, M. Emanuely. Analise da associagao do polimorfismo rs2736100 no
gene TERT em pacientes com cancer de mama expostas a agrotéxicos. 2025.
63f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2025.

RESUMO

O céancer de mama (CaM) é o segundo em incidéncia global e a quarta causa de
mortes por cancer no mundo. A telomerase € uma enzima crucial para a estabilidade
da regido telomérica e, polimorfismos no gene TERT, como o rs2736100, podem
impactar diretamente na sua funcionalidade, no fendétipo celular e na carcinogénese.
O presente trabalho avaliou a relacdo entre a exposicao a agrotoxicos e os fatores
prognésticos do CaM com a variante polimérfica rs2736100 (C>A), em pacientes
expostas e ndo expostas a agrotoxicos. As amostras de sangue para extracdo de
DNA foram obtidas de 204 mulheres com CaM no Hospital de Cancer de Francisco
Beltrdo e a genotipagem foi realizada pela técnica de reagdo em cadeia da
polimerase quantitativa. A frequéncia dos alelos em nossa populagao amostral foi de
A= 0,52 e C=0,48. Cada parametro clinicopatolégico das pacientes com CaM foi
associado ao gendtipo nos modelos dominante, recessivo e overdominante. No
modelo recessivo (CC + AC vs AA), pacientes expostas a agrotdxicos homozigoto
para o alelo mutado (AA) apresentaram maior risco para desenvolver CaM antes de
entrarem na menopausa (OR= 2,484). Constata-se na literatura que o alelo mutado
A diminui a atividade da telomerase, o que leva ao encurtamento dos teldmeros.
Portanto, mulheres AA teriam uma maior instabilidade telomérica e seriam
predispostas a apresentarem teldmeros menores e, em conjunto com a exposi¢ao a
agrotéxicos, que acentua o encurtamento, estariam mais suscetiveis ao
desenvolvimento da doenga ainda jovens.

Palavras-chave: SPN. telomerase. exposi¢do ocupacional.



SANTANA, M. Emanuely. Association analysis of the rs2736100 polymorphism
in the TERT gene in breast cancer patients exposed to pesticides. 2025. 63f.
Final Course Work (Bachelor's Degree in Biological Sciences) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina. 2025.

ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the second most common cancer worldwide and the forth
cause of cancer deaths worldwide. Telomerase is a crucial enzyme for the stability of
the telomeric region, and polymorphisms in the TERT gene, such as rs2736100, can
directly impact its functionality, cellular phenotype, and carcinogenesis. This study
evaluated the relationship between exposure to pesticides and prognostic factors of
BC with the polymorphic variant rs2736100 (C>A), in patients exposed and not
exposed to pesticides. Blood samples for DNA extraction were obtained from 204
women with BC at the Francisco Beltrdo Cancer Hospital, and genotyping was
performed using the quantitative polymerase chain reaction technique. The allele
frequencies in our sample population were A=0.52 and C=0.48. Each
clinicopathological parameter of patients with CaM was associated with the genotype
in the dominant, recessive and overdominant models. In the recessive model (CC +
AC vs AA), patients exposed to pesticides who were homozygous for the mutated
allele (AA) had a higher risk of developing CaM before entering menopause (OR =
2.484). The literature shows that the mutated allele A decreases telomerase activity,
which leads to telomere shortening. Therefore, AA women would have greater
telomeric instability and would be predisposed to have shorter telomeres and,
together with exposure to pesticides, which accentuates shortening, would be more
susceptible to developing the disease at a young age.

Keywords: SNP. telomerase. occupational exposure.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama (CaM) é o segundo cancer em incidéncia global,
com uma estimativa de 2,3 milhdes de novos casos/ano e compreendendo 11,6% de
todos os casos de cancer. Entre as mulheres, o CaM € o cancer mais comumente
diagnosticado e é a quarta causa de mortes por cancer no mundo (Bray et al.,
2024a). O diagndstico precoce do CaM esta relacionado com melhor prognostico da
doencga devido a sua patogénese complexa e multifatorial. Assim, os esforgos para
melhorar o diagndstico e o prognéstico do CaM tém levado a busca de novos
marcadores na tentativa de minimizar a agressividade do tratamento administrado e
reduzir as taxas de mortalidade (Rodrigues et al., 2013).

Os teldbmeros sao estruturas nucleoproteicas essenciais para
protecao dos terminais cromossémicos contra degradacao, fusao e rearranjos (Zhou
et al., 2014). A transcriptase reversa da telomerase (TERT) é um dos componentes
da telomerase, enzima que € essencial para a manutengao do comprimento do DNA
dos telémeros, estabilidade cromossdmica e imortalidade celular (Cong; Wen;
Bacchetti, 1999). Na maioria dos tecidos somaticos humanos normais, a atividade da
telomerase é indetectavel, embora seja frequentemente detectavel em quase todos
os tipos de canceres humanos, sugerindo a importancia da telomerase nessa
patologia (Dhaene; Van Marck; Parwaresch, 2000). Assim, a manutencdo da
atividade da telomerase € considerada um passo crucial durante a progresséo do
cancer, incluindo o de mama e, portanto, o tamanho dos telémeros pode estar
associado a varios fatores progndsticos no CaM.

Os polimorfismos genéticos estao entre os fatores que podem alterar
a atividade e expressao da telomerase. Polimorfismos de DNA sao definidos como

diferentes sequéncias de DNA entre individuos, grupos ou populagbes e incluem
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uma gama de variagdes, desde alteracdo de um unico par de bases, a muitos pares
de bases e sequéncias repetidas. Sendo os polimorfismos de nucleotideo unico
(SNPs) que, nos humanos, sédo as variantes mais comuns (Ismail; Essawi, 2012). O
polimorfismo rs2736100 esta localizado no intron 2 do gene TERT localizado no
brago curto do cromossomo 5 (5p15.33), e varios estudos mostraram sua
associagdao com o risco de cancer (Choi, 2015; Kohno et al., 2010; Zhang et al.,
2022). Dessa forma, mostra-se de extrema relevancia mais trabalhos acerca do
assunto.

Os agrotéxicos também podem interferir no tamanho dos telémeros.
Eles sdo amplamente empregados na agricultura e sua utilizagdo aumentou nas
ultimas décadas para satisfazer uma procura crescente de alimentos, criando assim
riscos para o ambiente e para a saude humana (Shekhar et al., 2024). De acordo
com a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), em 2022, o
uso total de pesticidas na agricultura foi de 3,70 milhées de toneladas (Mt) de
ingredientes ativos, um aumento de 4% em relacao a 2021, 13% em uma década e
o dobro desde 1990 (FAO, 2024).

A exposicdo ocupacional a agrotoxicos em locais de trabalhos
agricolas ocorre durante a preparagdo (mistura e carregamento) e aplicagcao
(pulverizagao) dos agrotoxicos, sendo esta exposi¢ao muito superior a da populagao
em geral. Os efeitos da exposicdo ocupacional a longo prazo a baixas doses de
agrotoxicos sao dificeis de diagnosticar, pois incluem resultados de saude
temporarios e inespecificos (Garcia-Garcia et al., 2016). A literatura aponta que
quanto maior a exposicdo a agrotdxicos, como 0s organoclorados, maior o risco,
efeito na proliferacdo, desenvolvimento e promocéao de células do CaM (Bradlow et

al., 1995a; Panis et al., 2022, 2024).
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O conhecimento existente sobre os efeitos toxicos ao organismo
ocasionados pela exposigao a agrotdéxicos e sua associagdo com o prognéstico do
CaM ¢é limitado. Portanto, estudos que busquem compreender e trazer novas
perspectivas a respeito destes mecanismos envolvidos no cancer e desencadeados
pela exposicdo a agrotéxicos sdo de grande importancia. Além disso, observa-se a
necessidade de explorar a relacdo entre exposicdo ocupacional a agrotéxicos, a
presenca de variantes polimorficas e fenétipos mais agressivos de CaM.

Nesse contexto, o objetivo geral deste trabalho foi verificar se ha
associacao entre o pior prognoéstico de mulheres com CaM ocupacionalmente
expostas a agrotdxicos e a presenca do polimorfismo rs2736100 do gene TERT.
Concomitantemente, os objetivos especificos foram i) avaliar a frequéncia da
variante polimérfica rs2736100 entre as pacientes com CaM expostas e nao
expostas a agrotoxicos; ii) associar os genoétipos obtidos das pacientes com os
parametros clinicos-patolégicos e quimioresisténcia dos tumores de mama; e iii)
analisar estatisticamente as associagbes entre a presenca do polimorfismo
rs2736100 com as variaveis clinicopatoldgicas das pacientes a fim de averiguar o

seu potencial como biomarcador prognostico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer de Mama: Epidemiologia e Fatores de Risco

O cancer de mama (CaM) é a segunda principal causa de incidéncia
global de cancer em 2022, com uma estimativa de 2,3 milhdes de novos casos,
compreendendo 11,6% de todos os casos de cancer. E a quarta causa de morte por
cancer no mundo (666.000, 6,9% de todas as mortes por cancer) e dentre as
mulheres, 0 mais comumente diagnosticado, e o sexto em causa de mortes no
mundo. Na Franga, Australia e Nova Zelandia, América do Norte e Norte da Europa,
as taxas de incidéncia sdo quatro vezes maiores do que no Centro-Sul da Asia e na
Africa Central (Bray et al., 2024b).

A ocorréncia de CaM esta crescendo rapidamente em regidées com
desenvolvimento econdmico médio e baixo, principalmente na América do Sul, Africa
e Asia. Esse aumento de casos esta ligado ao envelhecimento da populacgdo,
mudancas nos padrdoes de comportamento e estilo de vida, além da ampla
implementagdo do rastreamento mamografico, recomendado no Brasil para
mulheres entre 50 e 69 anos (Migowski et al., 2018; Sung et al., 2021a). No Brasil, o
CaM é o mais incidente em todas as regides brasileiras, depois dos tumores de pele
ndo melanoma (INCA, 2023). A maior incidéncia estimada da doenca é observada
na regiao Sudeste, de 84,46 por 100 mil mulheres. As incidéncias diminuem nas
regides Sul, Centro-oeste, Nordeste e Norte, sendo de 71,44, 57,28, 52,20 e 24,99
casos novos por 100 mil mulheres, respectivamente.

As glandulas mamarias s&o estruturas exocrinas caracteristicas de
mamiferos que produzem e secretam leite. Essas glandulas se desenvolvem em
estagios pré-natal e péds-natal, que envolvem proliferacdo e diferenciagao

especificas do local de uma variedade de tipos de células (fase linear). Dessa forma,
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a coordenagao de todos os processos exige decisdes criticas de desenvolvimento e
anormalidades podem levar a falhas na lactacdo e também ao cancer (Watson;
Khaled, 2008). Ainda que alteragbes tenham sido encontradas para interromper
esses mecanismos de falhas, os determinantes genéticos da identidade celular que
especificam as respostas do tipo celular sdo amplamente desconhecidos (de Bessa
Garcia et al., 2020).

A  carcinogénese mamaria estd associada a fatores
hormonais/reprodutivos e a idade. No geral, o desenvolvimento da glandula mamaria
€ regulado por uma rede complexa de horménios sistémicos e fatores de
crescimento locais. Curiosamente, muitas das vias e processos que sao
desregulados no CaM estéo relacionados aqueles que controlam o desenvolvimento
e a remodelagao normais da glandula mamaria (Fu et al., 2020).

Além do sexo, o envelhecimento é um dos fatores de risco mais
importantes do CaM, porque sua incidéncia esta altamente relacionada ao aumento
da idade. O histérico familiar também esta relacionado ao maior risco de
desenvolvimento de CaM. Mulheres, cuja mae ou irma tem CaM, sdo mais
propensas a desenvolver a doenca. Este risco € 2,5 vezes maior em mulheres com
dois ou mais parentes de primeiro grau com CaM. A suscetibilidade hereditaria ao
CaM é parcialmente atribuida as mutagcdes de genes como BRCA71 e BRCA2
(Brewer et al., 2017).

Menarca precoce, menopausa tardia, idade tardia na primeira
gravidez e baixa paridade, sao fatores reprodutivos que também podem aumentar o
risco de CaM. De acordo com estudos de Washbrook et al. (2006), cada atraso de 1
ano na menopausa pode aumentar o risco de CaM em 3% e cada atraso de 1 ano

na menarca ou cada nascimento adicional diminui o risco de CaM em 5% ou 10%,
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respectivamente. Horn et al. (2017) e Dall e Britt (2017) apontam que, a idade tardia
(=35 anos) e precoce (<20 anos) no primeiro parto também s&o considerados fatores
de risco. Tais fatores reprodutivos estdo fortemente associados ao status do receptor
de estrogeno (Rosato et al., 2014).

Tanto os estrogénios enddgenos quanto os exdgenos estao
relacionados ao risco de CaM. As principais fontes de estrogénio exégeno sédo os
anticoncepcionais orais e a terapia de reposigao hormonal (TRH) que envolve a
administracao de estrogénio ou outros hormdnios para mulheres na menopausa ou
pos-menopausa. O Million Women Study no Reino Unido relatou um risco relativo
1,66 vezes maior de CaM entre usuarias atuais de TRH e aquelas que nunca a
usaram (Beral et al.,, 2007). No entanto, o risco de CaM demonstrou diminuir
significativamente apés dois anos de interrupgédo da TRH (Narod, 2011). A taxa de
recorréncia também é alta entre sobreviventes de CaM que fazem TRH (Fahlén et
al., 2013).

A literatura mostra também que o risco de CaM é maior entre as
mulheres na pré-menopausa do que nas mulheres na pés-menopausa (Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2012). Heer et al. (2020) rmostraram
que o indice de CaM pré-menopausa em paises de baixa e média renda foi maior,
sendo 55,2% do total de casos de CaM em paises de baixo indice de

desenvolvimento humano (IDH).

2.2 Cancer de Mama: Desenvolvimento e classificagdo dos tumores
Na tentativa de padronizar os subtipos de tumores do CaM, varios
sistemas de classificagdo foram propostos, sendo o mais amplamente aceito a

classificagao de Scarff-Bloom-Richardson (SBR) (Amat et al., 2002).
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A analise imuno-histoquimica de receptor de estrogénio (RE),
progesterona (RP), Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico Humano (HERZ2)
e indice de proliferagédo (Ki-67) € usada para identificar os subtipos i) luminal tipo A,
ii) tipo B luminal HER2 negativo, iii) tipo B luminal HER2 positivo, iv) HER2 positivo
nao luminal e v) triplo negativo (Thuc Nguyen; Dinh Le; Nguyen, 2023).

Os tumores luminais sao caracterizados por serem RE+, RP+ e
expressar genes associados ao RE, como GATA Binding Protein 3 (GATA3),
Forkhead Box A1 (FOXA1) e X-box Binding Protein 1 (XBP1), bem como pela
expressao de citoqueratinas luminais 8 e 18 (Perou et al., 2000). Os subtipos
luminais A e B sao caracterizados por um perfil molecular de expressao génica que
se assemelha as células normais da camada luminal do ducto mamario, bem como
por outros genes associados a ativagdo do RE (Tsang; Tse, 2020).

O subtipo luminal A é o mais comum; expressa RE/RP, nao
superexpressa HER2, possui baixa expressao de genes associados a proliferacao,
baixo Ki-67, e menor frequéncia de metastase. O subtipo luminal tipo B HER2
negativo, apresenta RE+, RP- ou baixo, ndo superexpressa HER2, e alto Ki-67. Ja
no luminal B HER?Z2 positivo, ha presenca de RE, superexpressao ou amplificacdo de
HERZ2, Ki-67 alto ou ndo e RP+. Dentre os tumores nao luminais, um dos subtipos
classificados € o HERZ2 positivo ndo luminal, que possui superexpressao de HER2 e
auséncia de RE e RP. O subtipo triplo negativo € menos frequente e representa
tumores com auséncia de RE e PR, e sem superexpressdao de HER2 (lli¢ et al.,
2024).

A presenca de RE e RP é utilizada como marcador prognostico e
preditivo, sendo também biomarcador para terapia enddcrina. Acredita-se que o

estrogénio, por meio das suas associagdes com elementos reguladores de ciclina D
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e MYC no genoma, possam levar ao crescimento de células cancerosas. Como o
estrogénio exerce seus efeitos por meio dos RE, supde-se que o nivel destes possa
estar relacionado com os efeitos benéficos da terapia antiestrogénica (Barzaman et
al., 2020).

Outro biomarcador preditivo obrigatério em todos os pacientes
recém-diagnosticados € o marcador HER2. Este biomarcador € membro de uma
familia de quatro receptores de membrana tirosina quinase (TK) (Citri; Yarden,
2006). Os receptores HER possuem um dominio extracelular de ligagao ao ligante,
um dominio transmembrana e um dominio TK intracelular e ativam multiplas vias de
sinalizacdo que regulam a proliferacdo, apoptose, invasdo e metastase,
angiogénese e diferenciacao celular. A alta expressdo de HER2 leva a metastase,
invasao e proliferagéo de células cancerosas (Rimawi; Schiff; Osborne, 2015).

Estudos apontam duas causas para o inicio e progressao do CaM. A
teoria das células-tronco sugere que todos os subtipos de tumores sado derivados
das mesmas ceélulas-tronco ou células progenitoras. Alteragdes genéticas e
epigenéticas adquiridas pelas células progenitoras levam a diferentes fenotipos
tumorais (Lopez-Lazaro, 2015). Para a teoria estocastica cada subtipo de tumor é
iniciado a partir de um unico tipo de célula (tronco, progenitora ou diferenciada) que
acumula mutagdes aleatdrias levando a sua transformagdo em célula tumoral
(Polyak, 2007). Embora ambas as teorias sejam apoiadas por muitos dados,
nenhuma delas pode explicar completamente a origem do CaM.

Os fatores morfolégicos que contribuem para a progressdo do CaM
incluem o tamanho e a extensdo da malignidade histolégica do tumor (grau), Ki67 e
condigao dos linfonodos axilares. Além disso, a avaliagdo da expressao de RE, RP e

HER2 sao de importancia primordial (Dratwa et al., 2022a). Com base na morfologia,
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o CaM invasivo é atualmente subclassificado de acordo com o padrédo de
crescimento e o grau de diferenciagao, refletindo o qu&éo proximo um tumor se
assemelha as unidades ductais-lobulares terminais normais da mama (Tan et al.,
2020).

O grau do tumor mamario, que é medido pelo sistema de
classificacdao de Nottingham (NGS), refere-se a avaliagdo do grau de formacao de
tubulos ou glandulas, o pleomorfismo nuclear e a contagem mitética (Rakha; Toss;
Quinn, 2022). Este sistema se aplica a todos os subtipos histologicos de CaM. No
entanto, tumores de grau semelhante n&o representam o resultado da mesma linha
de diferenciacao, por exemplo, carcinoma tubular e cribriforme invasivo sdo grau 1
por definicdo, enquanto carcinoma de mama invasivo (IBC) com caracteristicas
medulares e CaM tipo basal sdo tumores de alto grau. Portanto, tanto o grau
histoldgico quanto o tipo de tumor tém significancia prognéstica intrinseca que pode
ser impulsionada pela combinagao de ambos (Rakha et al., 2008).

A quinta edicdo da Classificagdo de Tumores de Mama da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) continua identificando varios tipos especiais
de CaM, que juntos respondem por até 25% de todos os CaM invasivos. O
conhecimento desses tipos especiais ajuda os patologistas a reconhecerem que um
tumor é de origem primaria da mama e pode fornecer informacgdes clinicamente
relevantes, como por exemplo a de que o carcinoma lobular invasivo tem menos
probabilidade de responder a quimioterapia, o que € importante na selecido de

pacientes para quimioterapia neoadjuvante (Rakha; Toss; Quinn, 2022).

19


https://www.zotero.org/google-docs/?2wMlcV
https://www.zotero.org/google-docs/?2wMlcV
https://www.zotero.org/google-docs/?IuCHzk
https://www.zotero.org/google-docs/?IuCHzk
https://www.zotero.org/google-docs/?Fa3Iv7
https://www.zotero.org/google-docs/?0HNod0

2.3 Exposigao Ocupacional e Ambiental a Agrotéxicos e o Cancer de Mama

Estudos do papel da exposicdo a baixas doses de poluentes
ambientais na iniciagdo e progressdo do cancer sugerem que esses produtos
quimicos podem promover o desenvolvimento de neoplasias e piorar o prognostico
(Koual et al., 2020). Os agrotoxicos auxiliam o desenvolvimento agricola porque
podem reduzir perdas, melhorar o rendimento e a qualidade dos alimentos e
produzir comida em larga escala e menor tempo (Bernardes et al., 2015). Quando
estes compostos sao utilizados, seu comportamento no ambiente, como
transferéncia e degradacgao, deve ser considerado. O uso e 0 manejo inadequados
de agrotoxicos levam a poluigdo ambiental, incluindo poluicdo do solo, agua, ar e
contaminagao de alimentos (Tudi et al., 2021)

A exposicdo a agrotoxicos pode trazer prejuizos para a saude a
curto prazo, como envenenamento agudo, irritagdo da pele e dos olhos, dor de
cabeca, tontura e nausea (El-Nahhal, 2017). Ja o contato a longo prazo pode
resultar em disturbios do sistema reprodutivo (EI-Nahhal; Lubbad; Al-Agha, 2020),
canceres (Safi et al., 1993), asma, diabetes (Kim; Kabir; Jahan, 2017), entre outros.
Entretanto, apesar da literatura apontar diversas intercorréncias em detrimento do
uso desenfreado de agrotoxicos, Li e Jennings (2017) mostraram que muitas nagoes
nao tém valores padrdo de agrotoxicos para as principais vias de exposicao,
especialmente nacdes na Africa, Asia e América do Sul.

Compostos quimicos persistentes como os agrotoxicos tendem a ser
lipofilicos e sao detectados no leite materno e no tecido adiposo humano. Devido a
sua acao como desregulador enddcrino, os agrotoxicos podem causar CaM,
alterando a atividade hormonal e modulando mecanismos epigenéticos (Bounias,

2003; Jaga; Dharmani, 2005; Weichenthal; Moase; Chan, 2010).
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Estudos in vitro e experimentais exploram o papel dos agrotoxicos
na carcinogénese mamaria e ressaltam essencialmente a indugdo de danos ao DNA
em associagdo com a desregulagdo hormonal e aumento de metabdlitos que ativam
oncogenes. No entanto, ainda pouco se sabe sobre como estes mecanismos se
interligam, bem como a sua correlagio com o prognostico da doenca e
caracteristicas clinicopatoléogicas do CaM como resultado da exposicdo a
agrotoxicos (Alleva et al., 2018; Bradlow et al., 1995b).

A Organizagao para a Alimentacao e a Agricultura (FAO) estima que
a participacdo das mulheres na agricultura aumentou substancialmente, fenédmeno
denominado feminizagdo da agricultura. Concomitantemente, altas taxas de
incidéncia e mortalidade por CaM foram documentadas na China, nos Estados
Unidos e no Brasil (Sung et al., 2021b), trés paises que lideraram o ranking mundial
de volume de comércio de agrotoxicos ha varios anos (Panis et al., 2022). A
exposi¢cao de mulheres a grandes quantidades de agrotdxicos tende a aumentar, e
diversos estudos comprovam a correlagdo entre a exposi¢cao a agrotdxicos e o
desenvolvimento de CaM (Panis; Lemos, 2024).

O Parana ocupa a terceira posigcao entre os estados que mais
comercializam agrotoxicos no pais (com 14%), ficando atras somente do estado de
Mato Grosso (20%) e de Sao Paulo (15%). Os municipios da regidao Sudoeste do
estado, em sua maioria, possuem a economia atrelada ao setor agropecuario,
consequentemente, seus moradores estdo expostos constantemente a grandes
quantidades de agrotéxicos. Nesta regido, as trabalhadoras da zona rural com
tumores de mama apresentam um perfil mais agressivo desta doenca (Gaboardi;

Candiotto; Ramos, 2019).
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Os agrotoxicos sao capazes de entrar no organismo durante as
horas de trabalho por inalagcéo, contato com a pele e absorgéo oral. Estes quimicos
inalados podem se acumular e aumentar sua proporgdo na cadeia alimentar devido
a sua lenta capacidade de degradabilidade e lipofilicidade (Mekonen et al., 2021).

As células contam com mecanismos controlados como a renovagao
e ativacdo de células imunocompetentes, dessa forma qualquer defeito em um
desses parametros pode nao levar a uma alteracdo imunolégica de longo prazo. No
entanto, os agrotoxicos podem afetar a resisténcia do hospedeiro interferindo nesses
mecanismos (Mokarizadeh et al., 2015). Na maioria dos casos, o metabolismo de
agrotoxicos gera metabdlitos toxicos ou espécies reativas (ER) que podem induzir
morte celular por meio de danos aos componentes da célula como lipidios, proteinas
e ao proprio DNA. O estresse oxidativo induzido por agrotoxicos também pode
perturbar a sinalizagdo celular e a homeostase oxidativa por meio do esgotamento
de reservatorios antioxidantes (Ranjbar; Pasalar; Abdollahi, 2002) e pode promover
mutacodes (Tebourbi et al., 2011).

Uma grande variedade de agrotoxicos demonstrou exercer sua
citotoxicidade também por meio da interferéncia com a fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, diminuindo o consumo de oxigénio e o suprimento de energia celular
(Abdollahi et al., 2004). A exposicdo a agrotoxicos também pode induzir o reticulo
endoplasmatico ao estresse. Como esta organela é especializada em sintese,
dobramento, entrega de proteinas e também armazenamento de calcio, qualquer
disturbio resulta no acumulo de proteinas desdobradas ou mal dobradas na organela
(Mostafalou; Abdollahi, 2013).

Em geral, perturbacdo ambiental durante o estagio critico da

maturagdo das células imunes inatas pode aumentar os riscos de disturbios

22


https://www.zotero.org/google-docs/?Um7FgH
https://www.zotero.org/google-docs/?OxbbZo
https://www.zotero.org/google-docs/?cttpLL
https://www.zotero.org/google-docs/?dEXo3S
https://www.zotero.org/google-docs/?ofOP33
https://www.zotero.org/google-docs/?7SjB7t

inflamatorios crénicos, como cancer. Alguns agrotoxicos tém a capacidade de inibir a
atividade enzimatica, como por exemplo da esterase, levando a mudangas
estruturais e funcionais nas populagdes de imunécitos. A modulacdo das vias de
transducao de sinal como a principal consequéncia funcional da inibigcdo da esterase
pode inibir ou estimular a ativacado, proliferacdo e subsequentemente a fungao
efetora das células imunes, como linfécitos e células T (Chambers; Oppenheimer,
2004; Galloway; Handy, 2003).

Uma vez que os controles genéticos regulam tanto o metabolismo de
agrotoxicos para metabdlitos imunotdxicos quanto sua remocgédo, individuos com
certos polimorfismos genéticos podem ser mais ou menos suscetiveis aos efeitos de

agrotoxicos ingeridos, inalados ou absorvidos (Aguilar-Gardufo et al., 2013).

2.4 Telomeros e a telomerase

Os telédmeros sao extensdes de sequéncias de DNA repetidas em
tandem (TTAGGG) associadas a complexo proteico chamado shelterina, na maioria
dos casos, conservadas, que sao responsaveis por formar as extremidades fisicas
dos cromossomos eucariéticos. As proteinas reconhecem especificamente DNA fita
dupla e fita simples rica em guanina (Blackburn; Gall, 1978) como a fita mais longa
que forma a extremidade 3’ e se projeta em direcdo ao término do cromossomo
(Meyne; Ratliff;, Moyzis, 1989).

Os teldbmeros cobrem os terminais cromossémicos para distinguir as
extremidades naturais das quebras de DNA fita dupla e evitar fusbes
cromossOmicas. Eles servem como substratos para a telomerase, enzima
responsavel por adicionar as repeticdes de DNA as extremidades, mantendo assim

o comprimento do cromossomo (Blackburn, 1990). A perda dos teldmeros pode levar
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a senescéncia ou apoptose e instabilidade do genoma, prejudicando a sobrevivéncia
e a longevidade das células e resultando em danos no DNA. Eles sdo encurtados
naturalmente durante o envelhecimento pela falta de atividade da telomerase
(Cesare et al., 2013); (Aubert; Lansdorp, 2008).

O problema de replicagao final, proposto em 1972 (Watson, 1972),
onde o DNA é duplicado semiconservativamente seguindo em apenas uma diregao,
da extremidade 5’ para a extremidade 3'. As fitas geradas sdo montadas por meio da
unido de fragmentos de Okazaki que, posteriormente, serdo conectados pela ligase.
Depois que os fragmentos de Okazaki sao sintetizados, a DNA polimerase | remove
os primers de RNA e preenche as lacunas internas com DNA (Zhu et al., 2019). No
entanto, a DNA polimerase ndo pode formar o ultimo segmento para substituir o
primer ausente e uma pequena lacuna € deixada na fita complementar. O telébmero,
entdo, encurta a cada rodada de replicagdo de DNA (Edward M. De Robertis, 2014).

Quando os teldmeros se tornam muito curtos, uma resposta celular é
desencadeada, sinalizando as células para encerrarem o ciclo celular e senescerem.
Esse processo indica que as células atingiram sua capacidade maxima de
proliferacdo, conhecida como limite de Hayflick (Hayflick, 1965).

Nas células normais, quando os teldmeros atingem um comprimento
critico, a perda da protecdo destes leva a senescéncia replicativa e a apoptose
celular (Baird, 2009). Se a apoptose nao ocorrer e as células continuarem a se
dividir, a instabilidade genémica resultante causa anormalidades cromossémicas. As
células cancerosas que ndao possuem mecanismos normais de resposta a danos no
DNA, continuam a se dividir por manterem a atividade regular da telomerase
evitando a senescéncia (Valdes et al., 2005). A maioria das células cancerosas tém

alteragdes significativas na estrutura dos telébmeros, e estudos mostram que
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individuos com teldmeros encurtados podem ter risco maior de céancer em
comparacgao a individuos com teldbmeros mais longos (Wentzensen et al., 2011).

A perda da fungédo telomérica leva a instabilidade gendmica, por
meio da imortalizagdo celular e do acumulo de alteragcbes genéticas, que é o fator
principal na iniciagao e progressao de canceres (Meeker et al., 2004). Teldbmeros
mais curtos em tecido mamario normal adjacente ao tumor podem estar associados
a maiores taxas de recorréncia local de CaM. Em tecido tumoral de mama,
teldbmeros mais curtos parecem estar associados ao grau de tumor, mas nao a
origem hereditaria do tumor (Ennour-ldrissi; Maunsell; Diorio, 2017; Wentzensen et
al., 2011).

A telomerase € uma polimerase dependente de RNA que sintetiza
DNA telomérico (Nugent, 1998). Sua estrutura central consiste em um RNA
estrutural que possui uma regido complementar ao DNA telomérico e serve como
molde para a adicdo de novo de desoxinucleotideos a fita rica em guanina dos
teldbmeros, e de uma proteina catalitica com atividade de transcriptase reversa
(Nakamura et al., 1997). Ela adiciona as sequéncias TTAGGG as extremidades 3' do
DNA telomérico e promove a estabilidade gendmica (Blackburn; Greider; Szostak,
2006). Estudos recentes mostram que a telomerase atua também em varios
processos celulares, como estresse oxidativo, reparo de DNA e apoptose, os quais
podem influenciar a saude e a longevidade (Engin; Engin, 2024; Zhu et al., 2024).

A transcriptase reversa da telomerase (TERT ou hTERT em
humanos) € um componente proteico que atua como uma transcriptase reversa
especializada e contém dominios cataliticos conservados. Com base em sua
estrutura e funcéo, o polipeptideo TERT pode ser subdividido em trés dominios

principais: o dominio N-terminal essencial da telomerase, o dominio de ligagdo ao
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RNA do TERT e o dominio da transcriptase reversa, que contém o sitio ativo para

transcrigéo reversa (Lue, 2005).

Figura 1: Estrutura dos teldbmeros e o complexo Shelterina.
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Os teldbmeros sao regides localizadas nas extremidades dos cromossomos
compostas por repeticbes da sequéncia TTAGGG em vertebrados. O complexo
Shelterina, formado pelas proteinas TRF1, TRF2, TIN2, TPP1, POT1 e RAP1, é
responsavel por proteger os teldbmeros e regular sua manutencido. A estrutura em
lago (T-loop) e o lago de deslocamento (D-loop) s&o essenciais para a estabilidade e
protecdo contra a ativagdo de mecanismos de reparo de DNA. Fonte: Traduzido de

Castro, Souza e Santos (2024).

O gene hTERT esta localizado no brago curto (p) do cromossomo 5
na posicao 15.33, e a expressao da proteina TERT funcional € um pré-requisito para

a aquisicdo da atividade da telomerase (Zou et al., 2012). Esta subunidade tem
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papel essencial para a construgdo da enzima, sendo capaz de restaurar a atividade
da telomerase em varias linhagens celulares (Bodnar et al., 1998; Counter et al.,
1992; Vaziri; Benchimol, 1998; Weinrich et al., 1997).

A atividade de hTERT in vivo € de extrema relevancia para o
prognoéstico do cancer, pois a alta atividade da telomerase foi correlacionada com
um progndéstico ruim para varios tipos de canceres, incluindo neuroblastoma
(Hiyama et al., 1995), leucemia mieloide aguda (Xu et al., 1998), mama (Clark et al.,
1997) e cancer gastrointestinal (Okusa et al., 1998), por conta da imortalidade
celular encontrada em células carcinogénicas com expressao alterada da enzima.
Tendo em vista a possibilidade do gene hTERT estar relacionado a progressao
precoce e a gravidade do cancer, os inibidores da subunidade hTERT estédo
atualmente sendo investigados quanto ao seu potencial terapéutico (Wang et al.,
2025).

A literatura demonstra que ha influéncia do uso de agrotdxicos nos
teldbmeros e o seu comprimento se tornou um biomarcador prospectivo de exposigao
ocupacional (Ziegler et al., 2017). Ko e colaboradores (2017) mostraram que
trabalhadores da industria de equipamentos de ginastica tinham teldbmeros mais
curtos do que os trabalhadores de escritério do mesmo setor. Kahl et al. (2018)
observaram também que, além do comprimento significativamente menor do
teldbmero em produtores de tabaco expostos ocupacionalmente a agrotoxicos, houve
hipometilagao global do DNA.

Esse processo de encurtamento pode ocorrer por um bloqueio feito
pelos agrotoxicos a proteina AKT1, diminuindo a atividade do sistema
ubiquitina-proteassoma, o que aumenta os niveis de TRF1 e TERT. O TRF1 é um

componente importante do complexo shelterina da enzima telomerase. Assim,
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enquanto TERT é responsavel por promover a atividade da telomerase, o complexo
shelterina se torna menor, bloqueando a atividade da enzima (Kahl; da Silva; da

Silva, 2016).

2.5 Variantes genéticas em TERT e o polimorfismo rs2736100

Os polimorfismos sao definidos como mutagdes genéticas que
ocorrem em ao menos 1% da populagao e em pelo menos 2 alelos (Al-Koofee et al.,
2019) e incluem diferentes variacbes genéticas como a alteracdo de um unico par de
bases ou polimorfismos de nucleotideo uUnico (SNPs) (Teama, 2018). Os SNPs
ocorrem mais frequentemente do que outros tipos de polimorfismos e podem
influenciar na expresséo génica e na estabilidade do RNA. Portanto, eles podem ser
responsaveis pela suscetibilidade de um individuo a muitas doengas comuns, ao
metabolismo de medicamentos e a evolugdo do genoma (Shastry, 2009).

O polimorfismo rs2736100 (C>A) € uma das variantes mais comuns
do gene hTERT, localizada no segundo intron (Kinnersley et al., 2012). O alelo C
(referéncia) do rs2736100 tem influéncia na resposta celular aos agentes
antimitéticos (Kim et al., 2013) enquanto o alelo A (mutado) ja foi associado ao
comprimento encurtado do teldmero e a expressao reduzida do mRNA hTERT no
cancer intestinal (Choi, 2015).

O rs2736100 pode contribuir diretamente para a suscetibilidade a
alguns tipos de tumores ao modificar a fungao da TERT ou estando em desequilibrio
de ligagdo com outras mutagdes causadoras de doengas (Zhang et al., 2022). A
relacdo deste polimorfismo com o CaM ainda é controversa, tendo poucos trabalhos
na literatura associando-os. De Souza Rodrigues e colaboradores (2017) mostraram

que ha associacao entre a presenca do alelo mutado e o0 aumento no risco de CaM
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para mulheres na pos-menopausa. Aydin et al. (2018), ndo encontraram relag&o
entre o CaM e esse polimorfismo na populagédo da turca. No entanto, diversos
estudos na literatura ja apresentaram resultados que apontam a ligagcdo entre
rs2736100 e suscetibilidade a canceres, como de pulméo (Wu et al., 2023), cancer
gastrico (Bayram et al., 2016) e gliomas (Zhou et al., 2014).

A respeito da associacdo entre o polimorfismo rs2736100 com a
exposigcao a agrotdxicos, também pouco é encontrado na literatura. Kahl et al. (2018)
investigaram aspectos da exposigcao ocupacional a agrotdoxicos em plantagcdes de
tabaco, mostrando que trabalhadores com exposicdo apresentaram maior
instabilidade genbmica e epigenética. Eles mostraram que agricultores que
apresentavam o gendétipo GG (homozigoto referéncia) do rs2736100 tiveram niveis
de manganés quase 1,5 vezes maiores quando comparados aos agricultores com o
genotipo GT/TT, no entanto, o gendtipo ndo influenciou diretamente o comprimento
do telébmero. Cheng et al. (2021) apontaram que o comprimento do telémero em
trabalhadores expostos a Ometoato com gendtipo TT (homozigoto mutado) do
polimorfismo TERT rs2736100 foi menor do que nos individuos com genétipo GT.

Mo et al. (2009) associaram o uso de agrotoxicos organoclorados e
organofosfoclorados com a expressdo de TERT. Células MCF-7 tratadas com
endosulfan aumentaram a expressdao de mRNA de TERT. Considerando a literatura
prévia sobre o CaM, exposicado a agrotoxicos e teldmeros, € possivel perceber que
esse ainda é um campo de estudo pouco explorado. As mulheres avaliadas no
presente estudo representam um grupo importante para avaliagdo do papel da
exposicao ocupacional e o da instabilidade telomérica no progndstico do CaM pois

estas pacientes sao diretamente expostas a agrotdxicos no dia a dia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo

O presente trabalho encontra-se aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CAAE 35524814.4.0000.0107) (Anexo A). Neste
estudo foram incluidas amostras de DNA de mulheres (N=204) atendidas no
Hospital de Cancer de Francisco Beltrao (Ceonc), coletadas entre maio de 2017 e
maio de 2024. Participaram do projeto mulheres encaminhadas para investigacao de
lesdes suspeitas de neoplasia mamaria atendidas no Ceonc no periodo determinado
acima e que aceitaram participar do estudo. Foram excluidas mulheres menores de
18 anos, que receberam diagnostico de outros tumores que ndo o de mama e
aquelas que nao aceitaram participar do estudo.

Apds confirmacédo do diagndstico, elas foram categorizadas como
portadoras de doengas benignas da mama ou carcinoma ductal infiltrante de mama.
Todas as mulheres assinaram termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Anexo B).

Para caracterizagdo clinico-patoléogica dos grupos foram
considerados o0s seguintes parametros: idade ao diagnostico da doenga, peso,
altura, classificacdo internacional de tumores de mama TNM para estadiamento,
status hormonal dos tumores, tipo de regime quimioterapico instituido, categorizagao
de risco das pacientes, status linfonodal e presenca ou ndo de menopausa. Os
tumores foram subtipados pelos patologistas do Ceonc por meio de marcagao
imunohistoquimica para ER, PR, indice de proliferacdo ki67 e HER2. Com base
nesta imunomarcagéao, os tumores foram categorizados segundo o ultimo Consenso
de Saint Gallen (Balic et al., 2023) em tumores Luminal A (ER e/ou PR positivos),

Luminal B (ER e/ou PR positivos, e/ou HER2 positivos, e/ou ki 67 >14%), HER2
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amplificados (ER e PR negativos, HER2 positivos) ou triplo negativos (todas
marcagdes negativas, independentemente dos valores de ki67).

As pacientes foram caracterizadas em expostas (Exp) ou
nao-expostas (NExp) ocupacionalmente por meios de instrumento padronizado e
validado para este fim de acordo com Panis et al. (2022). Nesta caracterizagao,
foram consideradas informagcdes como a realizagdo de trabalho semanal na
agricultura, em contato direto com agrotéxicos no seu preparo, diluigao,
pulverizagdo, descontaminagcdo de EPIs e lavagem de roupas usadas na
pulverizagao. As 119 mulheres que responderam positivamente a estes itens e foram
categorizadas como ocupacionalmente expostas aos agrotéxicos (119 mulheres). O
grupo nao exposto foi composto por 89 mulheres que responderam negativamente a
todas estas questdes.

Tabela 1: Parametros clinico-patologicos e caracterizagdo prognostica das pacientes
expostas e ndo expostas a agrotoxicos.

Parametro Néao Expostas (%) Expostas (%)

Receptor de estrogénio (ER)

Negativo 25,9 31,5
Positivo 741 68,5
Total 100 100,0

Receptor de progesterona (PR)

Negativo 50,0 55,8
Positivo 50,0 44,2
Total 100 100
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indice de proliferagao (Ki-67)

<14 37,6 39,9
214 62,4 59,5
Total 100 100

Subtipo molecular

Luminal A 36,7 29,8
Luminal B 34,9 33,5
HER-2 14,7 16,8
Triplo Negativo 13,8 19,9
Total 100 100

Tamanho do tumor (cm)

<2 47,6 38,4
22 52,4 61,0
Total 100 100

Grau histolégico

1e2 78,3 78,1
3 20,8 21,9
Total 100 100

Invasao linfonodal

N&o 61,3 59,4

Sim 38,7 40,6

Total 100 100



Idade no diagnéstico
250
<50
Total
Menopausa no diagnéstico
Sim
Néo
Total
indice de Massa Corporal (IMC)
Normal
Excesso
Total
Sem quimiorresisténcia
Com quimioresisténcia
Total
Sem recorréncia
Com recorréncia
Total
Histopatolégico
Outros
CDI

Total

66,7

33,3

100

70,3

20,7

100

32,9

67.1

100

73,3

17,2

100

27,6

72,4

100

62,6

37,4

100

67,5

32,5

100

28,5

67.1

100

65,7

20,0

100

89,6

10,4

100

24,6

75,4

100
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HER-2

Negativo

Positivo

Total

Agressividade do subtipo
Luminal A

Outros

Total

Embolos angiolinfaticos

Nao

Total

Histérico de cancer na familia
Nao

Sim

Total

Estratificagdo de risco

Baixo

Intermediario

Alto

Total

Linfonodos (invasao/positividade)

86,8

13,2

100

37,5

62,5

100

77,0

23,0

100

50,0

50,0

100

71

63,3

29,6

100

86,2

13,8

100

37,5

62,5

100

75,7

24,3

100

40,2

59,8

100

10,5

46,7

42,8

100
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Nao 71,4 66,2
Sim 28,6 33,8

Total 100 100

3.2 Coleta de Amostras e Obtengao de DNA a partir de buffy coat

As amostras das pacientes com CaM foram adquiridas pela coleta
do sangue periférico (10 mL) em tubo EDTA, no Hospital de Francisco Beltrao. Apés
a centrifugacédo a 4000 rotagdes por minuto (rpm) por 5 minutos, o plasma e o buffy
coat foram obtidos, em seguida armazenados a -20°C até a extragao do DNA que foi
realizada utilizando kit comercial (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, CAT: K182002).
As amostras foram quantificadas posteriormente em Nanodrop e diluidas para a

concentracao de 1,1 ng/uL.

3.3 Genotipagem das amostras pela reagdo em cadeia da polimerase
quantitativa (QPCR)

A técnica utilizada para genotipagem foi a reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa (QPCR) com sondas TagMan® (Applied Biosystems)
utilizando o reagente Genotyping Master Mix (Applied Biosystems; Foster City, CA,
EUA). Resumidamente, uma mistura de reacdo de 10 pyL consistiu em 4,5 ul de
Master Mix, 0,8 uL de Buffer (Tris-EDTA), 0,2 uL de sonda TagMan (40X) especifica
para a variante no gene TERT, SNP rs2736100 e 5.5 ng de DNA gendmico,
seguindo as recomendagdes do fabricante.

A amplificacdo foi realizada pelo sistema StepOnePlus (Applied
Biosystems) durante 50 ciclos. Apds a reagao de amplificagcéo, foi gerado o grafico
de discriminagao alélica (Figura 2) e os gendtipos analisados e planilhados. O SNP
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rs2736100 do gene TERT foi validado em bases de dados publicas (Database of
Single Nucleotide Polymorphisms/NCBI, 2021) e, de acordo com o 1000Genomes
Global Study-wide, a frequéncia global de alelos do alelo referéncia é C=0,3817 e do

alelo mutado é A= 0,6183, para populacéao latino-americana 2.
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Figura 2: Grafico de discriminagao alélica obtido apos amplificacdo do DNA

gendmico por gPCR utilizando sonda para o rs2736100.

*e®
oo *

alelo C

Legenda: Os simbolos da cor vermelha, verde e azul, representam os individuos AA,

AC e CC, respectivamente. Os “x” em preto se referem a dois controles de reacéo e

amostras nao amplificadas que foram repetidas ou descartadas.

3.4 Andlise estatistica

Os desvios das frequéncias genotipicas do polimorfismo TERT
daquelas esperadas no equilibrio de Hardy-Weinberg no grupo estudado foram
analisados pelo teste do x2. Para estimativa de risco ou protecao especifico do
genotipo foi utilizada razdo de chances (OR) com intervalo de confianga (IC) de 95%
e p<0,05. Foram considerados OR significativos aqueles cujo IC nao incluiam valor
1. Para as anadlises dos genotipos referentes ao polimorfismo rs2736100 foram
avaliados quatro modelos genéticos: genotipico (CC, CA e AA), dominante (AA +
CA vs. CC), recessivo (CC + CA vs. AA) e um modelo overdominante (CA vs. CC +

AA).
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As analises estatisticas utilizadas foram i) regressédo logistica
multinomial para verificar o impacto do polimorfismo sobre as variaveis
clinicopatoldgicas e ii) regresséo logistica multinominal com interagdo para examinar
o impacto do polimorfismo associado a exposicdo a agrotdxicos e os fatores
clinocopatolégicos das pacientes. Os resultados foram analisados utilizando o

programa IBM SPSS Statistics 26.
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4. RESULTADOS

Na Tabela 2 estdo presentes as frequéncias genotipicas do

polimorfismo TERT rs2736100 em cada grupo amostral, dividido em pacientes NExp

e Exp nos quatro modelos. A frequéncia dos alelos em nossa populagao amostral foi

A= 0,52 e C=0,48, frequéncias aproximadas as encontradas para a populacio latina

americana 2 (LA2, A=0,61 e G=0,38), que corresponde a populagdo da América do

Sul, apresentadas no site Database of Single Nucleotide Polymorphisms (NCBI,

2025). As frequéncias genotipicas da populagao estudada estdo em equilibrio de

Hardy-Weinberg para o polimorfismo TERT (rs2736100) (x2=5,600064).

Tabela 2: Frequéncia do rs2736100 no gene TERT nos modelos genotipico,

dominante, recessivo e overdominante nas mulheres nao expostas (NExp) e

expostas (ExP) a agrotoxicos.

TERT rs2736100 Genétipo 2“:3/‘3 Exp (N%)
Modelo 36 (30,3)
Genotipico AA 27 (31,8)

AC 31(36,5) 54 (45,4)

CC 27 (31,8) 29 (24,4)
Modelo 90 (75,6)
Dominante AA+AC 58 (68,2)

CC 27(31,8) 29 (24,4)
Modelo 36 (30,3)
Recessivo CC+AC 27 (31,8)

AA 58 (68,2) 83 (69,7)
Modelo
Overdominante = CC+AA  31(36,5) 54 (45,4)

AC 54 (63,5) 65 (54,6)
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Legenda: TERT: Telomerase Reverse Transcriptase; Nexp: ndo expostas; Exp:
expostas.

Cada parémetro clinicopatolégico das pacientes com CaM foi
associado ao gendtipo nos modelos dominante, recessivo e overdominante.
Obtivemos um resultado estatistico significativo no modelo recessivo (CC + AC vs
AA), onde foi observado que pacientes expostas a agrotoxicos na presenga do alelo
mutado em homozigose (AA) apresentaram risco para desenvolver tumores de
mama antes de entrarem na menopausa (p=0,033/ OR= 2,484/ IC=1,076-5,733). Em
relagdo aos demais parametros nao foram obtidos resultados estatisticos
significativos (dados apresentados na Tabela Suplementar, Anexo C).

As frequéncias genotipicas do rs2736100 do modelo genotipico (AA,
AC e CC) para cada parametro do perfil clinicopatolégico das pacientes incluidas no
estudo estao apresentadas no Anexo C. Com esta analise pretendia-se verificar uma
possivel associagdo entre cada gendtipo com as variaveis recorréncia,
histopatolégicas, grau histolégico, receptores de estrégeno, receptores de
progesterona, Ki-67, subtipo molecular, tamanho do tumor, grau histoldgico,
agressividade, presenca de émbolos angiolinfaticos, invasdo linfonodal, idade ao
diagnodstico, menopausa ao diagnéstico e indice de massa corpéreo (IMC). Contudo,

em nossas analises, nao foram observados resultados estatisticos significativos.

40



5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o0s
agrotoxicos podem estar atuando na instabilidade telomérica, pois quando
comparamos as mulheres expostas e nao expostas a agrotoxicos, as primeiras
apresentaram maior probabilidade de desenvolver cancer ainda jovens, antes da
menopausa, quando portadoras do alelo mutado em homozigose (AA).

Agrotoxicos tendem a ser lipofilicos e s&o acumulados no tecido
adiposo humano. Por conta de sua agao como desregulador enddcrino, a exposigao
a agrotoxicos pode causar CaM alterando a atividade hormonal. A presencga do
metabdlito do glifosato acido aminometilfosfénico (AMPA) em amostras de urina de
mulheres recém diagnosticadas com CaM, foi associada ao aumento da
suscetibilidade para esse cancer (lbarluzea et al., 2004). Os mecanismos
carcinogénicos associados aos agrotoxicos incluem alteragdes na metilagdo do DNA
(Duforestel et al., 2019), alteragdes na via do estrogénio (Thongprakaisang et al.,
2013), entre outras, que podem ocorrer em concentragbes ambientalmente
relevantes. Outros trabalhos mostraram ainda o papel dos agrotéxicos no
encurtamento dos teldbmeros (Jiang et al., 2024; Mu et al., 2024; Shin et al., 2010).

A relagdo entre os alelos do polimorfismo rs2736100 e a
instabilidade telomérica, vem sendo alvo de estudos. SNPs em introns, como o
rs2736100, sdo algumas vezes ligados a SNPs de genes proximos, afetando o
splicing de mRNA e a ligagdo de RNAs nao codificadores longos (IncRNA), podendo
resultar em variagdes na sequéncia e funcdo das proteinas maduras. Neste caso,
SNPs intrénicos podem influenciar a suscetibilidade genética e o prognostico do

cancer por modular mecanismos genéticos e epigenéticos (Deng et al., 2017).
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Duan et al. (2019) mostraram que o comprimento dos telémeros de
trabalhadores expostos a COEs (gases emitidos de fornos de coque) foi
significativamente maior nos portadores de pelo menos um alelo referéncia no /6cus
TERT rs2736100. Estes dados sugerem que o alelo G (mutado) deste l6cus pode
ser um fator de protegdo ao encurtamento acelerado dos teldbmeros. Resultados
semelhantes também foram apontados por Rampazzo, et al. (2020) em que o
gendtipo CC (referéncia) do polimorfismo citado anteriormente, mostrou-se
associado a teldbmeros mais longos, relacionado assim, ao aumento da transcricéo
da subunidade TERT.

A diminuic&o dos telédmeros associada ao alelo mutado demonstrada
nesses estudos se alinha aos dados obtidos no presente trabalho, pois a presenca
do alelo A mutado em homozigose, pode estar associada com o0 menor comprimento
telomérico em pacientes jovens, apresentando assim, maior risco de desenvolver a
doenga precocemente.

Mulheres antes da menopausa, tradicionalmente ndo séao
consideradas grupo de risco, no entanto, nossos dados podem representar uma
sobreposicao dos efeitos do polimorfismo e da exposicdo ocupacional. A detecgcao
precoce do CaM é mais dificil em mulheres na pré-menopausa devido a densidade
mamaria, assim o0s canceres geralmente sao identificados em estagios mais
avancados (Heer et al., 2020). Além disso, os tumores que acometem pacientes
mais jovens, antes dos 40 anos, geralmente apresentam curso mais agressivo,
prognoéstico menos favoravel e piores taxas de sobrevivéncia em comparagao com
pacientes mais velhas (Anders et al., 2011).

Alguns estudos associaram a exposicao a bifenilos policlorados

(PCBs) que sao encontrados também em agrotdéxicos com tumores mais agressivos
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de mama (Demers et al., 2000). No entanto, no presente trabalho n&o foram
encontrados valores significativos entre a agressividade do tumor e a exposi¢ao
ocupacional a agrotoxicos das pacientes.

Apesar do presente estudo ndo avaliar a associagao direta entre o
tamanho dos telémeros e as pacientes com CaM, a literatura aponta que o
encurtamento dos teldmeros pode contribuir para a selegdo de células capazes de
crescer na auséncia de receptores hormonais (Ceja-Rangel et al., 2016). Heaphy e
colaboradores (2011) mostraram que o encurtamento dos teldmeros esta associado
a outros fatores progndsticos estabelecidos para CaM, observando em mulheres
com teldbmeros mais curtos uma propor¢do aumentada de tumores negativos para
ER e PR, maior resisténcia a quimioterapicos e piores prognosticos. Além disso,
mulheres com teldbmeros mais curtos também apresentaram uma proporgao
aumentada de tumores TP53 positivos, marcador molecular associado ao pior
prognostico do CaM (Tsuda, 2009). Estes dados mostram que tumores menos
agressivos podem ser caracterizados por teldbmeros de comprimento normal e
nenhuma mutacao no gene TP53, ja telédmeros curtos e disfuncionais podem exercer
uma forte presséo seletiva para a inativagao da via p53 e resultarem em tumores de
pior prognostico (Dratwa et al., 2022b).

A exposicao a agrotoxicos influencia o tamanho dos teldmeros,
como observado por Kahl et al. (2018) que, além do comprimento significativamente
menor do teldmero em produtores de tabaco expostos ocupacionalmente a
agrotéxicos, observaram hipometilacdo global do DNA. Esse processo de
encurtamento pode ocorrer tanto pela desregulacdo do complexo shelterina quanto
da enzima telomerase (Kahl; da Silva; da Silva, 2016).

O gendtipo homozigoto AA para o polimorfismo rs2736100 foi mais
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frequente entre as pacientes com CaM expostas ocupacionalmente a agrotoxicos
que nao estavam na menopausa. A relagado do polimorfismo rs2736100 com o CaM
ainda é pouco explorada, entretanto, este SNP foi associado com possivel fator de
risco para o desenvolvimento de CaM em mulheres na pés-menopausa (de Souza
Rodrigues et al., 2017). Mulheres antes da menopausa nao sao consideradas grupo
de risco, no entanto, nossos resultados mostram, pela primeira vez, que, na
presenca do gendtipo AA para o polimorfismo rs2736100, e de exposigdo a

agrotoxicos, essas mulheres se tornam suscetiveis para o desenvolvimento do CaM.
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6. CONCLUSOES

Constata-se na literatura que o alelo mutado A esta relacionado com a
diminuicdo da atividade enzimatica de TERT, o que leva ao encurtamento dos
teldbmeros. Nossos resultados sugerem que, na presenga do alelo mutado em
homozigose, as pacientes seriam predispostas a apresentarem telémeros menores e
a exposig¢ao a agrotdxicos acentuaria ainda mais o seu encurtamento, favorecendo o
desenvolvimento da doenga em mulheres jovens (Figura 3). Estudos em andamento
pelo mesmo grupo de pesquisa avaliam a relagdo entre a presencga/auséncia do
polimorfismo e o tamanho telomérico, o que ajudara no embasamento molecular dos

resultados obtidos no presente estudo.
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Figura 3: Resumo grafico dos principais resultados obtidos no presente estudo.

Fonte: Autoria propria.
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APENDICES

Anexo A: Termo de Ciéncia do Responsavel pelo Campo de Estudo.




TERMO DE CIENCIA DO RESPONSAVEL PELO CAMPO DE ESTUDO

Titulo do projeto: Mapeamento do cancer de mama familial no Sudoeste do Parana e estudo

de associagdo de risco com a exposi¢do ocupacional a agrotoxicos.
Pesquisador: Carolina Panis
Local da pesquisa: Ceonc — Francisco Beltrio

Responsavel pelo local de realizagdo da pesquisa: Carolina Panis

O pesquisador acima 1dentificado esta autorizado a realizar a
pesquisa e coletar dados, preservando as informagdes referentes aos sujeitos de pesquisa,
divulgando-as exclusivamente para fins cientificos apenas anonimamente, respeitando todas
as normas da Resolucdo 466/2013 e suas complementares, conforme firmado através do

documento abaixo.
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Anexo B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do Projeto: Mapeamento do cancer de mama familial no Sudoeste do Parana e estudo de associacdo de risco

com a exposigdo ocupacional a agrotéxicos.

Pesquisador responsavel: Prof’ Dr® CAROLINA PANIS — Telefones (43)99165316 e (46) 30553026

Equipe do projeto: Ms. Aedra Bufalo — Professora Adjunta do Curso de Medicina da Unioeste, Campus de Francisco
Beltrdo.Dra Rosebel Prates — Professora Adjunta do Curso de Medicina da Unioeste, Campus de Francisco Beltrdo.Dra
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em mulheres que tem histéria da doenca na familia, que moram na regido Sudoeste do Parana. Para isso sera realizada
a coleta de um tubo de sangue (10 mL) para fazer os exames necessarios para identificar porque alguns tumores de
mama levam a doencas tdo agressivas.

Durante a execugdo do projeto também vamos precisar de uma parte do tecido tumoral que o médico ird remover
durante a sua cirurgia ou que foi coletado para o diagnéstico da doenca (na biopsia). Também precisaremos consultar o
prontuario médico, para saber informacées sobre sua salde e sua ocupacéo de trabalho. Para algum questionamento,
duvida ou relato de algum acontecimento os pesquisadores poderdo ser contatados a qualgquer momento, pelos telefones
(43)99165316 e (46) 30553026. Estamos disponiveis para esclarecer quaisquer duvidas, a qualguer momento.

Desta forma, vocé esta contribuindo para a identificagcdo de fatores que levam a alta incidéncia de canceres
agressivos na nossa regido.
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pesquisadora responsavel é 46 30553026. A coleta de material sera feita dentro do Ceonc, portanto qualquer imprevisto
sera resolvido imediatamente no local. Ao término do projeto, se a pesquisa identificar que a sua doenga se classifica
como cancer familial, vocé sera chamado ao Ceonc para receber esclarecimentos sobre como proceder no
acompanhamento da doen¢a nos préximos anos.
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Anexo C: Associagdo dos Parametros clinicopatologicos das pacientes com cancer
de mama (CaM) com as frequéncias genotipicas considerando o modelo genaotipico.

Caracteristicas Gendétipo OR (IC 95%) p-valor
Nao Sim
0,900 0,880
AA (8,5) AA (17,5) (0,228-3,546)
Recorréncia 0,500 0,259
AC (14,3) AC (29,4) (0,150-1,665)
CC (7,7) CC (25,0) Referéncia
Outros CDI
AA 0,635 0,316
AA (17,5) (82,59) (0,261-1,543)
Histopatoldgico 1,250 0,567
AC (29,4) AC (70,6) (0,582-2,683)
CC (25,0) CC (75,0) Referéncia
Negativo Positivo
1,026 0,947
AA (38,1) AA (61,9) (0,488-2,155)
Receptor estrégeno 0,909 0,790
AC (35,3) AC (64,7) (0,451-1,831)
CC (37,5) CC (62,5) Referéncia
Negativo Positivo
0,660 0,266
AA (52,4) AA (47,6) (0,317-1,374)
Recepttor 0,778 0,477
progesterona AC (56,5 AC (43,5 (0,390-1,552)
(56,5) (43,5)
CC (62,5) CC (37,5) Referéncia
Negativo Positivo
1,467 0,457
AA (87,1) AA (12,9) (0,535-4,027)
Receptor Her 1,187 0,710
AC (84,5) AC (15,5) (0,481-2,932)
CC (82,1) CC (17,9) Referéncia
Abaixo Acima
0,923 0,839
AA (43,9) AA (56,1) (0,427-1998)
Ki-67 0,779 0,506
AC (39,7) AC (60,3) (0,373-1,627)
CC (45,8) CC (54,2) Referéncia
Luminal  Triplo
Luminal A Luminal B Her negativo
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0,819 0,738

(0,254-2,63
9)
1,231 0,739
(0,362-4,18
8)
0,467 0,291
(0,113-1,92
AA (37,0) AA (35,2) AA(11,1) AA(16,7) 0)
0,706 0,540
(0,232-2,14
: 8)
Subtipo molecular 1.215 0.742
(0,381-3,87
2)
0,642 0,492
(0,181-2,27
AC (32,4) AC (35,2) AC (15,5) AC(16,9) 5)
CC (39,6) CC (25,00 CC (20,8) CC(14,6) Referéncia
<2cm >2cm
1,305 0,504
AA (43,1) AA (56,9) (0,598-2,844)
Tamanho tumoral 0,984 0,966
AC (36,4) AC (63,6) (0,468-2,070)
Referéncia
CC (36,7) CC (63,3)
1e2 3
1,040 0,934
AA (76,8) AA (23,2) (0,415-2,605)
Grau Histoldgico 1,194 0,694
AC (79,2) AC (20,8) (0,493-2,893)
CC (76,1) CC (23,9) Referéncia
Luminal A Outros
0,829 0,647
. AA (35,2) AA (64,8) (0,371-1,852)
gjgtr:taiszlwdade do 0,702 0,362
P AC (31,5) AC (68,5) (0,328-1,502)
CC (39,6) CC (60,4) Referéncia
Nao Sim
A 1,206 0,681
Embolos AA (75.9) AA (24.1) (0,494-2,946)

angliolinfaticos



Idade ao diagndstico

IMC

Menopausa

Histérico na familia

Estratificacdo de
risco

AC (77,8)
CC (72,3)

< 50 anos

AA (38,7)

AC (35,7)
CC
(40,7)

Normal
AA (26,5)

AC (27,0)
CC (35,0)

Nao

AA (39,3)

AC (27,7)

CC (30,2)

Nao

AA (44,1)

AC (48,8)

CC (42,6)

Baixo

AA (5,2)

AC (10,7)
CC (4,1)

AC (22,2)
CC (27,7)

> 50 anos

AA (61,3)

AC (64,3)

CC (59,3)

Excesso de peso

AA (73,5)

AC (73,0)
CC (65,0)

Sim

AA (60,7)

AC (72,3)

CC (69.8%)

Sim

AA (55,9)

AC (51,2)

CC (57,4)

Intermediario

AA (55,2)

AC (54,7)
CC (53,1)

Sim

Alto

AA (39,7)

AC (34,7)
CC (42,9)

1,338
(0,574-3,121)
Referéncia

1,089
(0,516-2,294)
1,237
(0,613-2,499)

Referéncia

0,671
(0,271-1,663)
0,686
(0,292-1,614)

Referéncia

0,667
(0,306-1,454)
1,128
(0,528-2,408)

Referéncia

1,064
(0,491-2,306)
1,284 (0,622-

2,653)

Referéncia

1,370
(0,208-9,016)
1,124
(0,512-2,466)
3,231
(0,619-16,869)
1,274
(0,598-2,714)
Referéncia

0,500

0,824

0,552

0,388

0,388

0,308

0,755

0,876

0,499

0,744
0,771
0,164

0,531
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1,115 0,802

AA (65,3) AA (34,7) (0,475-2,619)
Linfonodos 1,314 0,498
AC (68,9) AC (31,1) (0,596-2,896)
Referéncia
CC (62,8) CC (37,2)

Legenda: CDI: carcinoma ductal infiltrante; IMC: indice de massa corpérea; Ki-67:
indice de proliferagdo celular. Analise realizada por regressao logistica multinomial,

p<0,05 considerado estatistico. OR: Odds ration, IC: Intervalo de confiancga.
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