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Titulo do Projeto: Estabelecer do perfil de adoecimento oncoldgico da populagdo de Missal.

Resumo (iniciar com uma breve justificativa do projeto, objetivos, metas e metodologia, antes de relatar os resultados)

1. Justificativa

A Prefeitura Municipal de Missal identificou, por meio da andlise de informagdes de saude de sua populagdo disponiveis no
DATASUS, uma possivel incidéncia elevada de adoecimento por causas oncoldgicas na cidade. A partir disso, celebrou-se um
convénio entre o Municipio de Missal e a UNILA a fim de realizar estudos e pesquisas sobre essa realidade. Desta forma, o
presente projeto visou fornecer elementos que subsidiassem a Prefeitura de Missal na elaboragdo de politicas publicas
relacionadas ao adoecimento por causas oncoldgicas, de maneira a promover o enfrentamento desta situagao.

2. Objetivo Geral:

Fornecer elementos que subsidiem a Prefeitura de Missal na elaboragdo de politicas publicas relacionadas ao adoecimento por
causas oncoldgicas direcionadas a real necessidade da populagdo.

2.1 Objetivos especificos:

® Investigar a incidéncia de neoplasias na populagdo de Missal;

e Estabelecer o perfil epidemioldgico das neoplasias identificadas na populagdo;

e Classificar as neoplasias quanto a sua origem;

® Rastrear mutagOes germinativas em familias com suspeita de Sindrome Hereditaria do Cancer por meio da técnica de MLPA e
sequenciamento (sequenciamento capilar).

e |dentificar a associagdo entre o perfil oncoldégico e o tipo de ocupagdo com o estado nutricional e uso de servigos de saude
entre os adultos participantes a partir da linha de base dessa coorte.

® Estabelecer padrdes de dano aceitdvel e limiar para o desenvolvimento inicial do cancer na populagdo de Missal.

e Determinar o perfil dos principais agrotdxicos presentes em milho e dguas destinadas ao consumo.

e Investigar as possiveis relagdes de fatores ambientais com o adoecimento oncolégico (exposi¢cdo, analises quimicas de solo e
agua, toxicidade e genotoxicidade de compostos).

e Estabelecer relagdes entre o estilo de vida e o padrao de adoecimento oncoldgico da populagdo de Missal.

e Investigar o estado nutricional, a frequéncia alimentar e a prética de atividade fisica dos participantes da linha de base e
verificar a associagdo com perfis lipidico e de adoecimento.

® Investigar o acesso a informagdo sobre a situagdo de salde e aos servigos de saude pela populagdo de Missal.

3. Metas

® Levantamento de dados de 100% dos pacientes que aceitarem participar do projeto.

® Descri¢do do perfil epidemiolégico das neoplasias, estilo de vida e de adoecimento da populagado;
e Investigacdo in loco de fatores genéticos e ambientais passiveis de analise.

® Proposicdo de politicas publicas para a drea de oncologia baseadas no resultado das pesquisas.

4. Metodologias empregadas

4.1 Casuistica e sujeitos da pesquisa

4.2 Anamnese, entrevista e coleta de dados antropométricos.
4.2.1 Anamnese e entrevistas com aplicacdo de questionarios.
4.2.2 Coleta de dados antropométricos.
4.2.3 Andlise dos dados qualitativos e quantitativos
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4.3 Coleta de sangue
4.3.1 Ensaio de Micronucleos (MN) em sangue periférico
4.3.1a Preparagdo das laminas para andlise
4.3.1b Contagem de Micronucleos (MN)
4.3.1c Andlise Estatistica
4.3.2 Estudo Citogenético
4.3.2a Técnica de cultura temporaria de linfdcitos de sangue periférico (Moorhead et al., 1960)
4.3.2b Andlise cromossémica
4.3.3 Investigacdo de mutagdes em familias com suspeita de predisposi¢do hereditdria ao cancer por meio de sequenciamento
de DNA.
4.3.4 Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
4.3.5 Andlise Estatistica
4.4 Andlise de agrotdxicos em milho e dguas para o consumo
4.4.1 Parametros fisico-quimicos
5.4.2 Screening de agrotdxicos
4.5 Coleta e andlise dos dados epidemiolégicos das neoplasias

Atividades desenvolvidas no periodo:

ReuniGes com a Gestdo Municipal de Missal — Prefeitura e Secretaria Municipal de Saude.

Palestras e Semindrios com os servidores da Secretaria Municipal de Saude e Endemias.

Palestras de orientagdo a populagdo quanto a prevenc¢do do cancer de pele.

Palestras educacionais a populagdo acerca do adoecimento de cancer de mama.

Reunido com Agricultores associados a Cooperativa LAR.

Insergdo dos académicos de graduagdo em Medicina e Saude Coletiva na primeira fase do projeto que se caracterizou pela
Anamnese, entrevistas, coleta de dados antropométricos e palestras (com certificado de participa¢do).
Insergdo do projeto de forma transversal no componente curricular Pratica Médica | do curso de Medicina.
Desenvolvimento de Trabalhos de Conclusdo de Curso (PROGRAD/TCC).

Desenvolvimento de Projetos de Iniciagdo Cientifica (PRPPG/IC).

Desenvolvimento de Projetos de Extensdo (PROEX).

Desenvolvimento de Dissertagdes de Mestrado (PRPPG/PG).

Implementagdo de bolsas de Desenvolvimento Tecnoldgico (graduado e pds-graduado).

Apresentacdo de trabalhos em Simpdsios e Congressos Nacionais e Internacionais.

Resultados obtidos:

Durante a vigéncia do projeto foram amostrados 80% da populagdo (entrevistas e questionarios georreferenciados de mais de
8.000 habitantes) e todos os pacientes oncoldgicos daquele momento que aceitaram participar da pesquisa. Os documentos
abaixo trazem os resultados, orientag¢des, relatdrios e recomendagdes que visam fornecer elementos que subsidiem a Prefeitura
de Missal na elaboragdo de politicas publicas relacionadas ao adoecimento por causas oncoldgicas, de maneira a promover o
enfrentamento desta situagdo.

1. Dissertagbes de Mestrado:

e Asituagdo do cdncer de pele em Missal, PR: investigagdo de mutagbes no gene CDKN2aA relacionado ao melanoma na
populagdio — Christopher William Lee sob orientagdo da Dra. Maria Claudia Gross e Dr. Carlos Henrique Schneider.

e Determinagdo de agrotdxicos na dgua de consumo do municipio de Missal — PR — Ana Paula Avila sob orientagdo da
Dra. Aline Theodoro Toci e Dra. Marcela Boroski.

e Investigagdo de mutagdes nos genes CDH1 e BRCA2 em familias com suspeita de Sindrome Hereditdria do Cancer
Gastrico no municipio de Missal/PR — Geovanna Marques Moreira Bertim sob orientacdo da Dra. Maria Leandra
Terencio. (dissertagdao em fase final).

2. Trabalhos de Conclusdo de Curso (TCC)

e Identificacién de mutaciones germinativas em el gen BRCA1 y caracterizacién de factores de riesgo en pacientes

oncoldgicas con sospecha de sindrome de cancer de mama y ovario hereditario (2021) — Dulce Maria Gonzalez Duré
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sob orientagdo da Dra. Maria Leandra Terencio e Dra. Maria Claudia Gross.
e Prevaléncia do cancer de mama e fatores de risco associados na populagdo feminina do municipio de Missal-PR (2020)
— Eduardo Cordeiro de Oliveira sob orientagdo da Dra. Maria Leandra Terencio.
e Andlise de alteragdes no gene tp53 em portadores de cancer de mama na populagdo de Missal-PR (2021) — Patricia
Oliveira de Paula sob orientagdo da Dra. Maria Claudia Gross e Maria Leandra Terencio.
e Prevaléncia de cancer de préstata e de fatores de risco associados no municipio de Missal-PR (2021) — Paulo Lucas
Capellini Frisso sob orientagdo da Dra. Maria Leandra Terencio.
e Bioensaio em Allium cepa para avaliagdo dos efeitos mutagénicos da dgua de abastecimento do municipio de Missla/PR
(2019) — Bianca Mello Cerato sob orientagdo do Dr. Luiz Henrique Garcia Pereira e Dra. Marcela Boroski.
3. Projetos de Iniciagdo Cientifica:
e Prevaléncia do cancer de mama e fatores de risco associados na populagdo feminina do municipio de Missal-PR (2020)
— Eduardo Cordeiro de Oliveira sob orientagdo da Dra. Maria Leandra Terencio.
e Frequéncia de micronucleos em linfécitos de sangue periférico na populagdo de Missal/PR (2019) — Alice Celente dos
Santos sob orientagdo da Dra. Maria Claudia Gross.
4. Projetos de Extensdo:
e Duvidas sobre doengas genéticas? Pergunte que eu respondo (Projeto extensdo — capacitagdo das ACS sobre termos
genéticos e doengas associadas (2021) — Pedro Matuck e Edilene Arlt sob orientagdo da Dra. Maria Claudia Gross.
5. Relatério e Recomendagdes ja enviados ao Municipio de Missal, por meio de Relatério Parcial, em 29/10/2020:
e Recomendag¢des ao municipio sobre estratégias de diminuigdo de cancer de pele.
e Recomendag¢des ao municipio sobre o uso de defensivos agricolas.
e Relatério Técnico sobre a analise de agrotdxicos em dgua de consumo da Populagdo de Missal/PR.

Publicagdes e/ou a¢des de divulgagdo no periodo:

e  Genotoxic evaluation of rural workers exposed to pesticides from Missal-PR city. Lee, CW.; Gross, M. C.; Terencio, M.
L.; Schneider, C. H. 65th Brazilian congress of genetics, 2019.

e Frequéncia de microntcleos na populagdo de missal/PR. P. O. de Paula, C. W. Lee; M. C. Gross; M. L. Terencio; C. H.
Schneider. XII Curso de Inverno de Genética promovido pelo Programa de Pés-Graduagdo em Genética da Universidade
Federal do Parana, 2019.

e [dentificagéio de uma nova variante no gene CDKN2A em um paciente com melanoma cuténeo. Lee, CW.; Schneider, C.
H.; Terencio, M. L.; Paula, P. O.; Gross, M. C. | Congresso Brasileiro de Biologia Molecular On-Line, 2020.

e [dentificagéio de uma nova variante no gene CDKN2A em um paciente com melanoma cuténeo. Christopher William
Lee, Carlos Henrique Schneider, Maria Claudia Gross, Maria Leandra Terencio e Patricia Oliveira de Paula. | Congresso
Brasileiro de Biologia Molecular On-line, 2020.

e  Hdbitos de vida e suas relagbes com grandes delegées e amplificagées na determinagdo do cdncer de pele: um estudo
piloto. Christopher William Lee, Carlos Henrique Schneider, Maria Leandra Terencio, Patricia Oliveira de Paula, Robson
Zazula, Luis Fernando Boff Zarpelon, Diego Longo, Carla Laismann, Eduardo Staudt and Maria Claudia Gross. llI
Karyokinesis Symposium - Science: work in progress, 2021.

e Cdncer de pele em Missal: enfoque no perfil epidemioldgico da populagéo. Christopher William Lee, Carlos Henrique
Schneider, Maria Leandra Terencio, Patricia Oliveira de Paula, Robson Zazula, Luis Fernando Boff Zarpelon, Diego Longo,
Carla Laismann, Eduardo Staudt and Maria Claudia Gross. Il Karyokinesis Symposium - Science: work in progress, 2021.

e [dentification of the BRCA2-c.5900A>T (rs959089047) variant in a group of Brazilian breast cancer patients, de autoria
de Geovanna Marques Moreira Bertim; Maria Leandra Terencio; Patricia Oliveira de Paula; Rafaela Alberton Favato;
Nathalia Luana Cecchet - Brazilian Congress of Genetics - 2021.

e Prevaléncia do cdncer de mama e fatores de risco associados na populagdo feminina do municipio de Missal-PR de
autoria de Eduardo Cordeiro de Oliveira — 22 SIEPE/EICTI da Universidade Federal da Integragdo Latino-Americana —
2020.

e Frequéncia de microntcleos em linfocitos de sangue periférico na populagéo de Missal/PR de autoria de Alice Celente
dos Santos - 22 SIEPE/EICTI da Universidade Federal da Integragdo Latino-Americana — 2020.

o  New mutation in the CDKN2A gene in Brazilian patients with cutaneous melanoma: A pilot study. Christopher William
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Lee, Carlos Henrique Schneider, Maria Leandra Terencio, Patricia Oliveira de Paula, Luis Fernando Boff Zarpelon, Diego
Rodrigo Longo, Carla Teresinha Laismann, Eduardo Staudt, Maria Claudia Gross. Submetido para Genetics and
Molecular Biology.

e Investigating the presence of pesticides in drinking water from Missal, Brazil. Ana Paula Avila, Bianca Mello Cerato,
Priscila Maria Manzini Ramos, Luiz Henrique Garcia Pereira, Aline Theodoro Toci, Marcela Boroski. Submetido para
Environmental Toxicology and Chemistry.

e [dentification of the BRCA2-c.5900A>T (rs959089047) variant in a group of Brazilian breast cancer patients. Geovanna
Marques Moreira Bertim; Maria Leandra Terencio; Patricia Oliveira de Paula; Rafaela Alberton Favato; Nathalia Luana
Cecchet — artigo em preparagdo.

Dificuldades/Problemas encontrados:

A Pandemia de COVID-19 atrasou as atividades de campo e laboratério, impactando no nimero de moradias amostradas pelo
estudo. Desta forma, os estudos relacionados ao cancer gastrico estdo na fase final e serdo incluidos no material a ser
apresentado a gestdao municipal de Missal em momento oportuno.

AlteragOes no projeto:

Gestor: Luis Fernando Zarpelon; Maria Leandra Terencio

Foz do Iguagu, 11 /11 /2022

Luis Feripgnglo Z#rpelon

Maria $#_andra Terencio
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RESUMO

Cancer gastrico é uma doenga multifatorial decorrente do acumulo de alteragdes ao nivel
de DNA e epigenéticas que desregulam vias oncogénicas e levam a formagao de
neoplasias. Dentre os canceres gastricos, encontra-se a sindrome hereditaria do cancer
gastrico (HDGC- Hereditary diffuse gastric cancer), que é caracterizada por sua associagao
a mutagbes no gene CDH1 que levam a perda ou alteragdo da proteina E-caderina,
codificada pelo gene, fazendo com que haja um aumento da motilidade das células e a
perda da arquitetura tecidual, com posterior invasao de tecidos adjacentes. Os cénceres
gastricos possuem um alto numero de casos diagnosticados no Brasil, e no estado do
Parana, a regido oeste vem chamando atencédo pelo alto indice de registros de
procedimentos oncolégicos no municipio de Missal, dentre esses, individuos portadores do
cancer gastrico que pode ser resultado de uma mutagao de carater familiar no gene CDH1.
Desta forma, o presente estudo tem como objetivo identificar e caracterizar mutagdes
germinativas no gene CDH1 em pacientes e seus familiares com suspeita de Cancer
Gastrico Familiar residentes no Municipio de Missal-PR. Este projeto contempla parte dos
objetivos a serem alcangados no Projeto “Estabelecimento do Perfil de Adoecimento
Oncolégico da Populacdo de Missal/Pr’, desenvolvido pela Universidade Federal da
Integracdo Latino-Americana em parceria com a Prefeitura Municipal e a Secretaria
Municipal de Saude de Missal/PR. Serdao convidados a participar do estudo, de forma
voluntéaria, pacientes maiores de 18 anos diagnosticados com céancer gastrico e que
residam no municipio de Missal ha trés anos ou mais. O uso de questionarios para coleta
de dados pessoais e informacgdes relativas ao habito de vida e exposi¢céo a agrotoxicos sera
feito de forma individual, e em todos os casos sera adotado um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido lido e assinado pelo participante. Além do preenchimento dos
questionarios, os participantes deverao cumprir com pelo menos um dos critérios definidos
pelas diretrizes clinicas estabelecidas pela International Gastric Cancer Linkage
Consortium. As amostras sanguineas coletadas terdo seu DNA extraido, amplificado e
sequenciado para posterior analises quanto a presenca de grandes delegdes e duplicagdes
e polimorfismos de nucleotideo unico (SNP). Espera-se, com a obtencédo e analise dos
resultados, fornecer subsidios para a gestdo publica municipal de Missal visando a
amplificagdo da promocao qualificada dos servigos de saude por meio da proposi¢ao de
politicas publicas adequadas a realidade da populagdo. A identificagcdo de mutagdes
germinativas também possibilitara guiar condutas para a aplicagao de testes genéticos para
o fornecimento de informagdes necessarias para a realizagao de aconselhamento genético
por parte de uma equipe habilitada a pacientes e familias acometidas com a doencga,
tornando possivel o diagndstico precoce, motivando a menor morbimortalidade na familia
e melhoria da qualidade de vida.

Palavras-chave: CDH1; Missal; neoplasias gastricas; Sindrome Hereditaria do Cancer
Gastrico.



ABSTRACT

Investigation of mutations in the CDH1 gene in families suspected of having Hereditary
Gastric Cancer Syndrome in the municipality of Missal / PR.

Gastric cancer is a multifactorial disease resulting from the accumulation of changes at the
level of DNA and epigenetics that deregulate oncogenic pathways and lead to the formation
of neoplasms. Among gastric cancers, there is the hereditary gastric cancer syndrome
(HDGC- Hereditary diffuse gastric cancer), which is characterized by its association with
mutations in the CDH1 gene that lead to the loss or alteration of the E-cadherin protein,
encoded by the gene , causing an increase in cell motility and loss of tissue architecture,
with subsequent invasion of adjacent tissues. Gastric cancers have a high number of
diagnosed cases in Brazil, and in the state of Parana, the western region has been drawing
attention due to the high rate of records of oncological procedures in the municipality of
Missal, among these, individuals with gastric cancer that can be a result of a familial mutation
in the CDH1 gene. Thus, the present study aims to identify and characterize germline
mutations in the CDH1 gene in patients and their families with suspected Family Gastric
Cancer residing in the Municipality of Missal-PR. This project includes part of the objectives
to be achieved in the Project “Establishment of the Profile of Oncological lliness of the Missal
/ Pr Population”, developed by the Federal University of Latin American Integration in
partnership with the Municipal City Hall and the Municipal Health Secretariat of Missal / PR.
Will be invited to participate in the study, voluntarily, patients over 18 years diagnosed with
gastric cancer and who have lived in the municipality of Missal for three years or more. The
use of questionnaires to collect personal data and information related to the habit of life and
exposure to pesticides will be done individually, and in all cases a Free and Informed
Consent Term will be adopted and signed and signed by the participant. In addition to
completing the questionnaires, participants must comply with at least one of the criteria
defined by the clinical guidelines established by the International Gastric Cancer Linkage
Consortium. The blood samples collected will have their DNA extracted, amplified and
sequenced for further analysis as to the presence of large deletions and duplications and
polymorphisms of single nucleotide (SNP). It is expected, with the obtaining and analysis of
the results, to provide subsidies for the municipal public management of Missal aiming at
the amplification of the qualified promotion of health services through the proposal of public
policies adequate to the reality of the population. The identification of germline mutations
will also make it possible to guide conduct for the application of genetic tests in order to
provide the necessary information to carry out genetic counseling by a team qualified to
patients and families affected with the disease, making possible early diagnosis, motivating
the lower morbidity and mortality in the family and improved quality of life.

Keywords: CDH1; Missal; gastric neoplasms; Hereditary Gastric Cancer Syndrome.
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1 INTRODUGAO

1.1. Dados epidemioldgicos sobre Cancer Gastrico

Cancer é a segunda principal causa de 6ébitos no mundo, atingindo paises em
todos os niveis socioecondmicos, sendo responsavel por 9,6 milhdes de mortes no ano de
2018. Suponha-se que esse numero cres¢a na medida em que as populacdes envelhecem,
se expandem e adotam novos comportamentos em seu estilo de vida que elevam o risco
de desenvolvimento cancerigeno (INCA, 2020). Em 2018, a Organizacdo Pan-Americana
de Saude (OPAS), elencou os tipos de cancer com maior nUmero de casos em nivel
mundial. Dentre eles, encontram-se o cancer de pulméo (2,09 milhdes de casos); cancer
de mama (2,09 milhdes de casos); cancer colorretal (1,8 milhdo de casos); cancer de
préstata (1,28 milhdo de casos); cancer de pele ndo-melanoma (1,04 milhdo de casos); e
cancer de estbmago (1,03 milhdo de casos).

Dentre os tipos de canceres com maior incidéncia em nivel global, o cancer
gastrico se encontra como a terceira principal causa de morte por cancer em ambos o0s
sexos, com maior prevaléncia no sexo masculino (Venerito, et al., 2018). Em torno de um
milh&o de casos sao diagnosticados a cada ano em todo o mundo, sendo o 5° cancer mais
diagnosticado e o 7° em prevaléncia. Sua incidéncia é altamente variavel, uma vez que
fatores externos como localizacdo geografica e cultura estdo intimamente ligados ao seu
desenvolvimento. Encontram-se maiores taxas de prevaléncia na Asia Oriental e Central e
na América Latina, enquanto a Africa se destaca como regido onde as taxas possuem

valores reduzidos quando em comparacdo com outras regides (Rawla e Barsouk, 2019).

No Brasil, a incidéncia de casos de canceres relacionados ao trato
gastrointestinal compreende grande parte das neoplasias notificadas no pais até o presente
momento. Em homens, foram notificados 309.750 novos casos de cancer, sendo que,
dentre eles o cancer localizado na cavidade oral representa 5,0% (11.200 casos); cancer
de esb6fago 3,9% (8.690 casos); cancer de estbmago 5,9% (13.360 casos); e cancer de
célon e reto 9,1% (20.540 casos). Nas mulheres foram notificados 316.280 novos casos,
sendo o cancer de célon e reto 9,2% desses (20.470 casos); e o cancer de estobmago 3,5%
(7.870 casos) (INCA, 2020).



Estima-se que no ano de 2020 a incidéncia de canceres do trato gastrointestinal
no estado do Parana serd alta, quando comparada ao restante dos estados do pais. Dentre
as neoplasias encontradas na estimativa destacam-se o cancer de colon e reto com
estimativa em numeros de 3.750 casos ocorrentes em pacientes do sexo masculinos, e
3.620 casos ocorrentes em pacientes do sexo feminino. Seguido, encontra-se 0s nimeros
esperados para o cancer de estdbmago e esodfago, sendo o de estdbmago 2.380 casos
apresentados por pacientes do sexo masculino e 1.390 casos apresentados por pacientes
do sexo feminino, enquanto o de es6fago observa-se a incidéncia de 2.160 casos em
pacientes do sexo masculino e 690 casos em pacientes do sexo feminino (INCA, 2020).

Nesse contexto, observou-se que 0s registros de processos oncoldgicos na
regido oeste do estado do Parand aumentaram em nimero, quando comparado aos anos
anteriores. Os dados da Rede de Assisténcia a Saude, disponibilizados pelo TABNET
(DATASUS), em 2018, mostram que no municipio de Missal/PR as neoplasias ocupam a
segunda posicao no quadro de incidéncia populacional, enquanto doencas do sistema
respiratério ocupam a primeira posicdo. As faixas etarias de 50-64 anos, e de 20-29,
destacam-se com maior prevaléncia quanto a presenca (19,6%) e a mortalidade (37,5%)
por neoplasias. Em relacdo aos dados de mortalidade, as neoplasias também sao
classificadas como a segunda causa de morte no municipio (21%), sendo as doencas do

aparelho circulatério a causa em primeira posicao.

1.2. Etiologia e Patogénese do Cancer Gastrico

Cancer € a terminologia aplicada a um conjunto de mais de 100 doencas unidas
por um fator em comum, ao qual células reproduzem-se de forma irregular, infringindo os
limites normais da diviséo celular, invadindo tecidos saudaveis em seus arredores. Esse
conjunto de doencas esta ligado a formacao de neoplasias, também conhecidas como
tumores, ocasionadas pela rapida e incontrolavel multiplicacéo celular ali contida. Contudo,
durante o intervalo de tempo em que as células neoplasicas se mantém sem se tornarem
invasivas, diz-se que o tumor € benigno, sendo 0s mesmos passiveis de cura com a
remocao total da massa local. Entretanto, a partir do momento em que tais células adquirem
a capacidade de invadir tecidos adjacentes, considera-se o tumor como maligno, ou,
“cancer verdadeiro”, uma vez que a invasividade é uma das principais caracteristicas das
células cancerosas (INCA, 2020; Alberts, 2017).



Células neoplasicas portam mutacdes somaticas, compartilhando uma ou mais
anomalias em suas sequéncias de DNA fazendo com que sejam distinguidas de células
somaticas saudaveis. Sendo assim, uma unica célula neoplésica pode originar um tumor
por meio da transmissdo de suas mutacdes a sua progénie, fazendo com que o
desenvolvimento de um clone de células cancerosas dependa das modificacdes genéticas
contidas em seu DNA, dando ao cancer a classificagdo como doenca genética. Mudancas
herdaveis em nivel de expressdo génica também podem ser responsaveis pelo
desenvolvimento de neoplasias, sendo estas, chamadas de alteracdes epigenéticas. Tais
alteracbes persistem na expressao genética resultando em mudancas na estrutura da
cromatina sem que haja dano ou modificagcdo na sequéncia de DNA da célula (Alberts,

2017).

A carcinogénese, ou formacdo de um cancer, estd diretamente ligada a
mutagénese e a epigenética, tendo sua visualizacdo bem clara em algumas classes de
agentes externos responsaveis por tais acontecimentos. Dentre eles podemos destacar os
mais comuns, como: carcinégenos quimicos que estdo relacionados principalmente a
habitos tabagistas e maus habitos alimentares; e radiacdo, como por exemplo, 0s raios X,
ou a luz ultravioleta. Ambos os agentes podem causar alteracées em nivel de DNA, sendo
desde alteracGes simples em uma sequéncia de nucleotideos a alteracdes especificas nas
bases do DNA (Alberts, 2017; Oliveira et al., 2015).

Os canceres do trato gastrointestinal sdo doencas consideradas heterogéneas
e sao resultantes de um longo e multiplo processo de acumulacéo gradual de numerosas
alteracoes a nivel de DNA e epigenéticas, levando a desregulacéo das vias oncogénicas e
supressoras de tumor (Molina Castro et al., 2017). Grande parte das neoplasias gastricas
séo do tipo adenocarcinomas, ou seja, lesdes em que as células tumorais crescem em um
padrdo glandular. Estas podem ser decompostas em dois tipos, de acordo com a
classificacdo histomorfolégica de Lauren: forma difusa e forma intestinal. Os tumores
difusos sdo formados por lesGes pouco diferenciadas e infiltrativas que ndo demonstram
evidéncias de formacdes glandulares. Dentre as duas formas apresentadas, a primeira
encontra-se mais associada com a hereditariedade. Os tumores intestinais seguem uma
linha evolutiva por meio de uma série de etapas, sendo o inicio destas uma gastrite cronica
gue progride para atrofia da mucosa e posteriormente para metaplasia intestinal, displasia
e carcinoma com subsequente metastase. Estudos apontam a participacao do Helicobacter

pylori (H pylori) em todas as etapas do processo (Cutait, 2001; Smith et al.,2006).



1.3. Fatores de Risco Ambientais e Demograficos

O céancer gastrico é uma doenca multifatorial que possui influéncia direta com
fatores ambientais, demogréaficos e genéticos. Alguns desses fatores de risco sdo
considerados ndo modificaveis, enquanto outros sdo tidos como fatores potenciais (Karimi
et al., 2014). Dentre tais fatores podemos destacar a idade avancada do paciente, sendo a
faixa etaria média de diagnosticos de aproximadamente 70 anos (Howlader et al., 2011); o
sexo, uma vez que homens possuem uma maior taxa de incidéncia da doenca (Bray et
al.,2018); uso de alcool e tabagismo, onde o risco aumenta de acordo com a quantidade
consumida (Ma et al.,2017; World Cancer, 2017); dietas ricas em sal e carnes processadas,
e obesidade (Tsugane e Sasazuki, 2007); infeccBes por microrganismos como a bactéria
Helicobacter Pylori e o virus Epstein- Bar (Mukaisho et al., 2015; Boysen et al., 2009); e
exposi¢cao quimica, como trabalhos com processamento de metais (Karimi et al., 2014).

Um estudo realizado por Yaghoobi, em 2009, mostra que nucleos familiares que
possuem individuos aparentados em primeiro grau e um deles possui Cancer Gastrico,
configuram um fator de risco quando consideramos as proximas geracdes familiares. Esse
fator de risco se da como resultado de um ambiente compartilhado, como por exemplo, a
hereditariedade da infec¢éo por H. pylori de pais para filhos ou compartilhamento de fatores

genético, como mutacdes patogénicas ligadas ao cancer gastrico.

1.4. Sindrome Hereditaria de Cancer Gastrico

O desenvolvimento do cancer gastrico na maior parte das vezes € esporadico,
entretanto, 1 a 3% corresponde aos casos caracterizados pela Sindrome Hereditaria de
Cancer Gastrico (Choi e Kim, 2016). De acordo com Lancaster et al., 2015, uma sindrome
hereditaria de cancer ocorre em individuos possuintes de predisposicdes genéticas para
determinados tipos de cancer, o que pode levar os mesmos ao desenvolvimento precoce
da doenca em decorréncia da heranca de mutacdes patogénicas de linha germinativa em
um ou mais genes. A maior parte das sindromes hereditarias ocorre de forma autossémica

dominante.



Nesse contexto, o cancer gastrico difuso (Diffuse gastric cancer- DGC) é o tipo
de cancer mais bem caracterizado e muito frequente em herancgas familiares. O mesmo,
compreende um adenocarcinoma pouco diferenciado que se infiltra na parede do estbmago
fazendo com que ali haja um espessamento, sem formar uma massa distinta. O DGC,
possui uma caracteristica Unica marcada pelo aparecimento histolégico de focos de células
tidas como anel de sinete (Kaurah e Huntsman, 2018). Em familias onde ha dois ou mais
casos da doenca difusa em parentes de primeiro ou segundo grau, utiliza-se o termo Cancer
Gastrico Difuso Hereditario (Hereditary diffuse gastric cancer- HDGC), ou Sindrome
Hereditaria de Cancer Gastrico. Na maioria destas, observa-se o aparecimento de um caso
de cancer gastrico difuso diagnosticado antes dos 40 anos de idade e um ou mais casos

de cancer de mama lobular diagnosticado antes dos 50 anos (Fewings et al., 2018).

Estudos indicam que a faixa etaria média de inicio do HDCG é de 38 anos,
podendo variar entre e dentro das familias. Nos estagios iniciais da doenca, os sintomas
sédo inespecificos, sendo os mesmos geralmente detectados pelo individuo ou pelos
profissionais de saude quando a doenca se encontra em estagio avancado. Na fase tardia,
os sintomas incluem dor abdominal, nausea, vomito, disfagia, plenitude pés-prandial, perda
de apetite e perda de peso. Em fase metastatica, pode-se haver aumento do figado,

ictericia, ascite, nddulos cutaneos e fraturas (Kaurah e Huntsman, 2018).

Cerca de 30% dos casos de HDCG esta relacionada com mutagdes germinativas
no gene CDH1, um supressor tumoral que codifica a proteina E-caderina. Tal gene possui
por volta de 100KB e se localiza no braco curto do cromossomo 16922, compreendendo 16
exons e 15 introns (Hansford et al., 2015). A proteina codificada por ele, a E-caderina, €
integrante da familia das caderinas, que consiste em um grupo de glicoproteinas que
realizam a mediacédo da adesao célula-célula dependente de célcio, expressa em tecidos
epiteliais. Os 16 éxons do gene da E-caderina (Figura 1) codificam um peptideo de sinal de
27 aminoacidos, um peptideo precursor de 154 aminoacidos e uma proteina madura de
728 aminoacidos. Quando madura a E-caderina possui trés dominios distintos, sendo eles
um dominio extracelular, um dominio transmembranar e um dominio citoplasmatico, os
guais a capacitam para interagir com outras proteinas e realizar processos relacionados
com a membrana plasmatica da célula. Em tecidos adultos, a E-caderina auxilia na
manutencao da homeostase do epitélio e transpde sinais do meio extracelular para o nucleo

para possiveis alteracdes na expressao do gene (Luo et al., 2018).



Figura 1: Estrutura da E-caderina

45insT  187C>T  372-377delC 1472insA

49-24>6 T 832G>A 1710delT 2382-2386insC
ol kil 1008G->T 1?‘7:16(;7% 2095C->T 2054565
596>A [ 2830>T M3741GoA ([ 7 igd
- ‘ i
il 100sc T
I '2 | 3 | 4 | |6 718 9|10 11 12| I3| 14 15 |l6
1 A 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Sig Percursor Extracellular domain ™ |  Cyto. domain
l ‘1901C~>T
185G->T A5G 1018A>G  1460T->C 18496-A AUUG>A

Fonte: Carneiro, 2018.

As mutacdes encontradas na proteina E-caderina, em sua maioria, séo do tipo
truncadas. Isso faz com que o gene produza uma proteina anormalmente curta e néo
funcional, muitas vezes resultando na perda completa da mesma devido ao
desenvolvimento de cdédons de parada prematuros. A deficiéncia de E-caderina leva a
perda de eficiéncia em diversos processos celulares e pode comprometer a capacidade de
sobrevivéncia das células, e sua reducao ou auséncia foi detectada em diversos tipos de
cancer. Juntamente com as mutacfes no gene CDHL1 e alteracdes genéticas e epigenéticas
na glicoproteina, ocorre a ruptura do complexo formado entre caderina e catenina,
complexo caderina-catenina, que € essencial para processos celulares ligados a adeséo,
resultando entdo em um aumento da motilidade celular seguido de um decesso na
morfologia epitelial e consecutivo aumento da invasividade tumoral por meio da transicao
epitelial-mesenquimal, onde uma célula perde sua capacidade de adeséo e sua polaridade
apical. Essa condicdo € correlativa com estagio avancado e mal prognostico da doenca
(Gall e Frampton, 2013; Shenoy, 2019).

De acordo com Shenoy, 2019, a heranca presente no HDGC é do tipo
autossémica dominante, sendo a suscetibilidade a doenca condicionada a heranca de ao
menos uma copia da variante patogénica. Entretanto, nos casos de HDGC, ambos os alelos
do gene CDH1 devem ser silenciados para a perda da proteina E-caderina. Estudos
mostram, que o segundo alelo € silenciado por meio de hipermetilacao do sitio promotor de
CDH1, resultando em perda da heterozigosidade, mutacbes soméaticas e silenciamento
epigenético. Portanto, o desenvolvimento e a progressao do HDCG se encontram pautados

em um processo com Vvarios estagios, com a perda precoce da E- caderina conferindo
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motilidade as células e a subsequente perda de outros genes modificadores, como o p53,
potencializando a invasividade dessas e levando a tumorigénese (Luo et al., 2018).

1.5. Mutacdes patogénicas identificadas em CDH1

Em 1998, Guilford et al., identificaram uma associacao genética entre mutacées
de linha germinativa no gene CDH1 e HDCG em trés familias na Nova Zelandia por meio
de andlise de ligacdo. Desde entdo, mais de 100 muta¢cBes de linha germinativa ja foram
descritas para o gene, sendo grande parte de aspecto patogénico. Além disso, em cerca
de 4% dos casos estudados até o presente momento, foram identificadas grandes delecdes
(Hansford et al., 2015).

No contexto atual, o banco de dados carece de informacdes sobre a presenca
de mutacbes germinativas em CDH1 na populacdo da América do Sul, em especial na
populacdo brasileira, e até 0 momento, apenas cinco mutacdes de linha germinativa de
CDH1 foram descritas nessa area. Moreira Nunes et al., em um estudo realizado em 2014,
identificou duas mutacdes de carater misssense no Brasil, sendo uma delas ¢.185G> T
(G62V), localizada no éxon 3 e de significado incerto; e, c.1018A> G (T340A), localizada
no éxon 8, com carater patogénico. Campos et al., 2015, também realizou um estudo no
Brasil onde identificou mais uma mutacdo patogénica presente na populagdo, sendo a
mesma do tipo frameshift, 1763 _1764delTG (Val588Glufs*2), localizada no éxon 12. Alguns
anos antes da descricdo das mutacdes no Brasil, outras mutacdes de linha germinativa no
gene CDH1 foram descritas em paises vizinhos. Um estudo realizado em 2007, por Van
Donselaar et al., identificou uma mutacdo do tipo nonsense, patogénica, c. 1913G> A
(W638X), localizada também no éxon 12. Na Colémbia também houve a identificacdo de
uma mutacdo no gene CDH1. Em 2007, um estudo realizado por Kaurah et al., detectou a
presenca de uma mutacdo de carater missense, patogénica, c.2245C> T (R749W),

localizada no éxon 14.

1.6. Rastreamento molecular e manejo clinico para portadores de mutagao
germinativa em CDH1
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Em casos de HDGC ¢é adotado como parecer clinico primordial o teste genético
de linha germinativa, uma ferramenta clinica que possibilita a identificagdo de sindromes
de predisposicao ao cancer ou individuos com alto risco de desenvolver cancer gastrico.
(Slavin et al., 2019). A identificacdo de mutac6es patogénicas no genoma do individuo pode
ser utilizada para avaliacdes de risco, gestéo e vigilancia da doenca e terapias profilaticas
acerca do HDGC (Fewings et al., 2018). A penetrancia das mutagcdes germinativas no gene
CDHL1 ¢é alta, e o risco de desenvolvimento de HDGC para individuos nascidos com uma
mutacdo patogénica no gene CDH1 é de cerca de 70%, podendo essa possibilidade
permanecer até os 80 anos de idade. Isso que destaca a importancia de identificar
individuos portadores de mutagdes para que estratégias de rastreamento molecular sejam
empregadas corretamente para que seja feito o manejo clinico correto do paciente
(Hansford et.al., 2015; Van Der Post et al., 2019).

Sendo assim, em 2015, a International GC Linkage Consortium, ampliou os
critérios para avaliagdo do risco de desenvolvimento de HDGC em familias a partir de testes
para averiguar a existéncia de mutagdes de linha germinativa no gene CDH1. Os testes
devem ser oferecidos a qualquer individuo ou nucleo familiar que cumpram os seguintes
critérios: familia com dois ou mais casos documentados de Cancer Gastrico,
independentemente da idade, em parentes de primeiro e segundo grau, sendo um desses
Cancer Gastrico Difuso confirmado; historico pessoal de Cancer Gastrico Difuso
apresentado antes dos 40 anos; antecedentes pessoais ou familiares de Cancer Gastrico
Difuso e cancer de mama lobular que foram diagnosticados antes dos 50 anos; individuo
com diagndstico de células em anel de sinete ou disseminac¢ao pagetéide das mesmas (Van
Der Post, 2019).

Hodiernamente, para pacientes que preencham os critérios para avaliacao de
risco elaborados pela International GC Linkage Consortium e consentem em investigar a
mutacdo presente no CDH1, sédo oferecidos testes de rastreamento e aconselhamento
genético, geralmente, com acompanhamento de uma equipe multidisciplinar. As analises
genéticas atribuidas buscam averiguar a existéncia de grandes e pequenas mutacdes,
sendo 0 sequenciamento Sanger e o Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA), os mais utilizados (Mastoraki et al., 2011; Van Der Post et al., 2019).

Quando identificados previamente, individuos portadores da mutacdo no CDH1

sdo orientados por um profissional habilitado a realizar a gastrectomia total profilatica como
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método preventivo, uma vez que, grande parte dos procedimentos endoscoépicos isolados
nao identificam a maioria das lesdes precoces. Caso 0 paciente opte pela ndo realizacéo
do procedimento, é recomendado vigilancia endoscdépica protocolada e acompanhamento

com patologistas. O mesmo também € recomendado a familias nas quais a mutacéo
germinativa ainda néo foi identificada (Van Der Post et al., 2019).

1.7. Justificativa

O cancer configura a segunda principal causa de 6bitos no mundo, atingindo
paises em um largo espectro socioecondmico. Em 2018, a Organizagao Pan-Americana de
Saude (OPAS), elencou os tipos de cancer com maior numero de casos em todo globo,
dentre esses destaca-se o cancer gastrico como a terceira principal causa de morte por
cancer com um total de um milhdo de casos diagnosticados a cada ano, sendo o 5° cancer
mais diagnosticado e o 7° em prevaléncia. No ano de 2020, o Brasil ja conta com mais de
trezentos mil casos de cancer gastrico diagnosticados e o municipio de Missal/PR, na
regiao oeste do estado do Parana, apresentou um acentuamento no numero de registros
nos procedimentos ambulatérias oncoldgicos nos ultimos anos, fazendo com que as
neoplasias passassem a ocupar a segunda posi¢cao no quadro de incidéncia populacional
e mortalidade no municipio. As faixas etarias de 50-64 anos, e de 20-29, destacam-se com
maior prevaléncia quanto a presenca (19,6%) e a mortalidade (37,5%) por neoplasias.

Tendo em vista que o municipio fora colonizado, em sua maioria, descendentes
de aleméaes provenientes do Rio Grande do Sul, que é o estado brasileiro com o maior
numero de cidades onde o cancer € a primeira causa de morte, o adoecimento oncoldgico
nessa populagao pode estar sendo influenciado de maneira significativa pela composigao
genética dos mesmos. Além da questao genética, cabe acrescentar que o municipio de
Missal é referéncia em agricultura e comporta um estilo de vida que contribui para o
surgimento de alguns tipos de canceres, uma vez que favorecem exposicoes aos fatores
de risco, como 0s agrotdxicos, seja de maneira aguda ou continua.

Quando diagnosticado precocemente, os tumores gastricos em sua maioria
podem ser retirados cirurgicamente resultando na cura do paciente e direcionando a familia
do individuo a prevengao por meio de aconselhamento genético. Nesse contexto, é
imprescindivel a instituicio de mecanismos genéticos que auxiliem a prevengao e o
diagndstico precoce de individuos predispostos ao acometimento pela doenga, uma vez

que o diagndstico precoce e preciso colabora com a escolha do tratamento pelo profissional
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de saude e leva a um aumento na sobrevida dos pacientes que se encontram em grupos
de maior risco.

Tendo em vista os dados acima apresentados, o presente projeto almeja
contribuir com informagdes sobre o perfil de adoecimento oncologico pela Sindrome
Hereditaria de Cancer Gastrico na populagao de Missal, bem como identificar as variantes
patogénicas associadas a ela. A identificagdo desses fatores pode fornecer dados a gestao
municipal para a elaboragdo de politicas de prevencdo e deteccdo pré-sintomatica do

cancer gastrico hereditario, para melhor enfrentamento desta situagéo.

1.8. Hipodtese

e A parcela da populagado acometida por cancer gastrico no municipio de Missal/PR

possui uma mutagao germinativa de carater familiar no gene CDH,
e A média do perfil de adoecimento por cancer no municipio de Missal/PR é maior

quando em comparagao com a meédia geral da 92 Regional de Saude de Foz de

Iguacgu.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar e caracterizar mutagdes germinativas no gene CDH1 em pacientes e
seus familiares com suspeita de Cancer Gastrico Familiar residentes no Municipio de
Missal-PR.

2.2 Especificos

e Investigar a prevaléncia dos canceres de estomago e colorretal na populagao de
Missal-PR.

e Selecionar familias com retrospeccédo sugestiva de cancer gastrico com padréao
hereditario;

e Rastrear mutagbes germinativas no gene CDH1, por meio da técnica de
sequenciamento genético;

e Rastrear grandes dele¢des e duplicagdes no gene CDH1 usando a técnica de
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) nos pacientes com

resultado negativo para o sequénciamento de mutagdes patogénicas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

O presente projeto configura-se como um dos objetivos propostos no Projeto
“Estabelecimento Do Perfil De Adoecimento Oncolégico Da Populacao De Missal/Pr”,
desenvolvido por meio de uma parceria entre a Universidade Federal da Integragéo Latino-
Americana, a Prefeitura Municipal e a Secretaria de Saude de Missal/PR, e o Parque
Tecnoldgico de Itaipu. O mesmo, foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (CEP)/
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/Plataforma Brasil, CAAE numero
79421517.9.0000.0107 (Anexo 1).

3.2. Selegao dos grupos familiares e coleta de dados

Para o estudo, serao convidados a participarem de forma voluntaria os pacientes
com mais de 18 anos diagnosticados com cancer gastrico e que residam no municipio de
missal ha trés anos ou mais. Para participarem do rastreamento genético, os pacientes
responderdao um questionario para obtencédo de dados pessoais (idade, raga, nivel de
escolaridade, cidade em que mora, zona da cidade que mora), questdes relacionadas as
condigdes de moradia, renda familiar, habitos de vida (habitos de fumo, consumo de
bebidas alcodlicas e pratica regulares de exercicio), e informagdes sobre possiveis
exposicoes a agrotdxicos (Anexos 2 e 3).

Além do preenchimento do questionario, os mesmos deverao cumprir com pelo
menos um dos critérios estabelecidos pelas diretrizes clinicas estabelecidas pela
International Gastric Cancer Linkage Consortium, sendo essas: a) diagnostico familiar de
dois ou mais casos de Cancer gastrico em parentes de primeiro € segundo grau, sendo um
desses cancer gastrico difuso, independentemente da idade; b) histérico pessoal de Cancer
Gastrico Difuso apresentado antes dos 40 anos; c) antecedentes pessoais ou familiares de
Cancer Gastrico Difuso e cancer de mama lobular que foram diagnosticados antes dos 50
anos; d) individuo com diagnéstico de células em anel de sinete ou disseminacgao pagetoéide

das mesmas (Van Der Post et al., 2019).
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Em todos os casos sera adotado um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo 4), que deve ser lido e assinado pelo participante.

3.3. Procedimentos Laboratoriais

3.3.1. Coleta de amostras

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

3.3.2. Extracao de DNA e quantificacao

Cerca de 200uL de sangue total sera utilizado para extragdo de DNA genémico
utilizando o kit ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System (Promega Corporation) de acordo
com o protocolo do fabricante.

Em seguida, as amostras extraidas serao quantificadas em espectrofotdmetro
NanoDrop (Thermo Scientific) com aliquotas de 1 pL seguindo as recomendagbes do
fabricante. Para garantir a pureza do DNA, serédo avaliados os seguintes parametros de
absorbancia: A260/A230 = 1,7 (Avaliar contaminacéo por sais, polissacarideos e compostos
organicos) e 260/A280 = 1,8 a 2,0 (Avaliar contaminacao por proteinas). Ainda, apos cada
extracdo, a qualidade do DNA sera checada em gel de agarose 0,5%.

Apos a quantificagdo, as amostras de DNA serao diluidas para a concentragao

final de 25ng/puL de DNA e armazenadas em freezer do banco de amostras do LPCM.

3.3.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para amplificagao do gene CDH1 serao utilizados pares de primers ja estudados,

que permitam amplificar as regides de interesse.
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As amplificagbes serdo realizadas em reagdes com volume final de 15 puL
contendo: 7,05uL de agua ultrapura, 1,5uL de tamp&o 10X ((NH4)2S04 2M, Tris-HCI 2M,
MgCI2 1M e Tween 20 a 1%), 3uL de dNTP a 2,5 mM, 0,6uL para cada primer a x pmoles/
pL, 0,15uL de Taq DNA Polimerase a 1U e x yL de DNA. Seréo utilizados os seguintes
parametros de amplificagdo: 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 35 segundos,
temperatura de anelamento por 40 segundos e 72°C por 40 segundos. Por fim, uma

extensao final a 72°C por 5 minutos.

3.3.4. Sequenciamento de DNA

Apos a amplificagdo do DNA pela técnica de PCR, as amostras serdo submetidas
a um processo de sequenciamento no sequenciador automatico Genetic Analyzer 3500
(Applied Biosystems) buscando identificar mutagdes do tipo SNPs. Para tanto, serdo
utilizados pares de primers flanqueadores de mutag¢des patogénicas conhecidas e descritas
como causadoras da HDGC. Para a reagao de sequenciamento serdo utilizados: 1 a 2 uL
de DNA amplificado, 2 uL de Big Dye Terminator v3.1 Cycle, 2 pyL de 5X Sequencing Buffer
(Applied Biosystems), 1 puL de primer e agua em quantidade suficiente para completar 10
pML. Para a amplificacdo da reacdo de sequenciamento serdo utilizados os seguintes
parametros: 95°C por 1 minuto, seguido de 25 ciclos de 95°C por 10 segundos, 50°C por 5

segundos e 60°C por 4 minutos cada.

3.3.5. Multiplex Ligation-Dependent Probe amplification (MLPA)

O kit utilizado nesse estudo sera o SALSA® MLPA® Probemix P083-D2 CDH1
(Mrc- Holland, Amsterda, Holanda), composto por 35 sondas do gene CDH1 (16922.1), com
amplificagdo de produtos entre 130-140 nucleotideos. Também, o kit contém 13 sondas de
referéncia, que detectam diferentes localizagbes cromossdmicas autossémicas, para
deteccao de regides estaveis com alteragcdes no numero de copias em diferentes tipos de

canceres gastricos.

A técnica de MLPA consiste em detectar alteragdes como delegdes e insergoes
no numero de cépias a nivel gendmico em comparagao com amostras controle (Schouten
et al., 2002).
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Para isso, utilizam-se sondas compostas por dois oligonucleotideos (A e B)
possuintes de localizagdo proxima e complementar a uma sequéncia alvo no gene de
interesse. Além desta regido de hibridizagdo, as sondas possuem outras regides
complementares a um par de oligonucleotideos iniciadores marcados com o fluoréforo FAM,
e uma sequéncia denominada como coringa que possui especificidade individual em cada
sonda e diferencia os fragmentos amplificados por tamanho. Quando as sequéncias alvo
estdo presentes na amostra, os oligonucleotideos A e B se hibridam para posteriormente
serem conectados pela enzima Ligase-65. Somente as sondas ja ligadas sdo amplificadas
por PCR, cada uma gerando um produto de tamanho unico.

Para a hibridizacdo (DNA-sonda), o DNA gendmico sera aquecido a 98 °C e
imediatamente resfriado a 25 °C. Em seguida sera adicionado o SALSA probe mix e o
tampao de MLPA. A mistura sera homogeneizada e incubada em termociclador a 95 °C por
1 minuto, seguida de aquecimento a 60 °C por 17 horas.

Apobs o periodo de 17 horas a 60 °C a temperatura sera reduzida a 54°C e a cada
amostra sera acrescentado 32 ul do mix Ligase-65 (3 ul de Ligase-65 buffer A, 3 ul Ligase65
buffer B, 25 pl de H20 e 1 pl Ligase-65). Ainda em termociclador o ciclo de reacao de
ligacéo sera de 54°C por 15 minutos seguido de 98°C por 5 minutos.

Para a reacgao de PCR, 10 pl da reacao de ligagao, 4 uL do tampao SALSA PCR
10X e 26 ul de agua seréo transferidos para termociclador a 60°C. Posteriormente 10 pl de
Mix Polymerase (2 ul de SALSA PCR-primers, 2 ul SALSA Enzyme Dilution buffer, 5,5 ul de
H20 e 0,5 yl de SALSA Polymerase) serao acrescentados a cada amostra. Os parametros
de ciclagem serao: 30 segundos a 95°C; 30 segundos a 60°C e 60 segundos a 72°C por
35 ciclos, seguido de 72°C por 20 minutos.

Apos a reacao de PCR os produtos serao identificados utilizando o Genetic
Analyser 3500 (Applied Biosystem), com filtros de fluorescéncia especificos, seguindo o
protocolo desenvolvido por MRC-Holland. Para a identificagao sera utilizado 0,7 pl da
reacao de PCR, 0,2 uL de 500 LIZ, 9,1 yl Formamida Hi-Di. Os tamanhos dos fragmentos
serao visualizados utilizando o Software GeneScan (Applied Biosystem).

O software Coffalyser MLPA DAT (http://www.mrc-holland.com), sera utilizado

para a analise das amostras quanto a presenca de delegdes e duplicacbes em
heterozigose. Os dados serdao normalizados dividindo a area do pico de cada sonda pela
soma dos picos de todas as sondas na amostra. Em seguida, esse valor normalizado sera
dividido pela area do pico da sonda correspondente, obtida a partir do DNA controle.

Quando houver a presenga de dele¢des e duplicagdes em heterozigose, os valores devem

19


http://www.mrc-holland.com/

ser de aproximadamente 0,5 e 1,5, respectivamente, se comparados com o valor normal
de 1,0.

3.4. Anadlises Estatisticas

A distribuicdo das mutagdes incluidas na analise de haplétipos sera avaliada por
meio do desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg e o teste do qui-quadrado (p <0,05). A
associagao dos gendtipos e alelos de cada mutagao polimérfica sera avaliada pelo software
GraphPad Prism 5, usado para calcular odds ratio (OR) e intervalos de confiangca de 95%
(ICs).

Sera utilizado o programa Haplo.stats para identificar e estimar a frequéncia dos
hapldtipos, baseado em estimativas de maxima verossimilhanca. O software calcula ainda
a associagcao de cada hapldtipo especifico com a doencga, sendo o valor de p <0,05
considerando estatisticamente significativo. Apenas haplétipos com frequéncia maior que
1% serao aceitos para analise. Se necessario, a corregao de Bonferroni sera utilizada apés

os calculos de associagao entre os haplotipos e o HDGC.
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6.2. Anexo Il — Questionarios para cadastro de domicilio
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6.3. Anexo llI- Questionario para cadastro individual
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6.3. Anexo IV- Termo de consentimento livre e esclarecido para a realizagido de teste
genético

UNIVERSIOADE FEDERAL DA INTEGRACAO LATINO-AMERICANA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE [ ESCLARICIDO PARA REALIZACAO DE TESTE GENETICO

TITULO DO PROJETO: Estabelecenento do Pertl de Adoeomento Oncologco da Popuagio de Missal

Este projeto pretende dentficar mutagles (Alteragldes) gdnicas em pacientes @ em saus familares
com suspeita da Sindrome Hereditiria de Cincer, residentes em Masal e assistidos pelo Sistema
Unico de Saude.

Pars participar da pesquesa, serd realizaca a retirada de 10 mi de sangue por uma pungso de uma
weia do brago O locel da punglo pode apresentar leve dor ou Inchago que regrdem
espontaneamente. No laboratirio de pesguiss em Cilncias Médicas do Unwversidade Federal da
INtegrac3o Latind-Americana, 0 sangue serd utilizado para extraglo de DNA ¢ andlises calulares ¢ de
penes relacionades a0 cincer hereditdnio gque forem prevalentes na populagio de Missal. O matenal
ficara estocado em freezer por tempo Indeterminado e nio serd disponibillizado para owtras
pesqusas sem sua prévia autorizagio.

A sus identidade ¢ a8 iInformagBes obtidas durante a pesguisa serdo confidencials ¢ somente
membros da equipe 1erbo acesso durante 0 processo, entretanto, vock ndo ¢ obrigado a continuar
participando do projeto ¢ pode a qualquer Momento pedic para gue oy seus dados ndo fagam parne
da pesquisa. Tambem poderd requisitar, particularmente, seus dados, os dados referentes 3 andlise
do seu DNA ¢ onentaglo adicional, fornecidas peio pesquisador. Ademals, nSo haverd qualquer custo
por vocé estar partiopande deste trabalho, portanto nde havera nenhuma forma de pagamento peta
sua participacio,

Assim, declaro que ful esclarecdo;

» Sobre a5 catacteristicas da Sindrome Hereditaris do Cancer,

* Sobrw a garantia de recaber resposta 3 Qualguer PRTRUNTA OU Estareciments sobre procedimentos,
rscos, beneficios @ as limitagles do teste gendtico a0 gual serei submetido;

» Sobre 3 minha kberdade em retrar meu consentimento 2 qualquer MOmento, sem que 1550 traga
prejulzo a0 ascompanhamento médico e contimuidade do meu tratamento;

» Sobre 0 nlo recebimento de nenhum tipo de remuneracho financeira;

 Sobee 4 segurangs de que minha identidade serh preservada, gue todas 4 informagdes por mim
fornecidas serdo confidenciais @ que 0 DNA do meu Sangue ¥mazonado no labosatorio serd utilizade
ADENAS Para este proeto;

Concordo em participar deste estudo.

for do Iguagy, de de
Nome do peciente:
Lleca de  Nascimento: Data d¢ mascimento: [ [
Enderego:
Cidade: PEstado: Fone:
Assinatura do paciente ou responsivel;
Assnatwra do pesguesador responsdvel:
fone para contato: (45) 3529-2761
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Lee, Christopher William. A situacdo do cancer de pele em Missal, PR: investigacédo de
mutacOes no gene CDKN2A relacionado ao melanoma na popula¢éo. Dissertagédo de
mestrado do Programa de Pds-Graduacdo em Biociéncias — Universidade Federal da
Integracdo Latino-Americana, Foz do Iguagu, 2020.

RESUMO

Durante as Ultimas décadas, o municipio de Missal, localizado no oeste paranaense,
apresentou um grande aumento na incidéncia de cancer na populacdo e dados de 2016
demonstraram que o0 cancer € a segunda maior causa de Obito da regido. O cancer de pele é
um dos mais prevalentes no municipio e representa 30% de todos os tumores malignos do
Brasil. Portanto, o objetivo desta pesquisa foi compreender os fatores relacionados aos
canceres de pele em Missal, especialmente o melanoma, e investigar alteracdes em genes
CDKN2A, CDK4 e MITF relacionados ao melanoma hereditario em moradores do municipio.
A prevaléncia do melanoma é de 0.08%, sendo 0.03% do sexo masculino e 0.05% do sexo
feminino. A ocorréncia € de 84/100mil habitantes, sendo 27/100mil habitantes do sexo
masculino e 57/100mil habitantes do sexo feminino. Ainda, 11% dos portadores de
melanoma de Missal possui pelo menos um critério clinico para melanoma hereditario. Com
relacdo ao cancer de pele ndo melanoma, a sua ocorréncia é de 1.708/100mil habitantes, sendo
897/100mil habitantes do sexo masculino e 811/100mil habitantes do sexo feminino. Foi
observado através do sequenciamento de DNA do gene CDKN2A apenas um SNP em um
individuo portador de melanoma, sendo este uma substituicdo de uma guanina por uma
adenina na posicdo 436 (c.436G>A) o qual afeta o éxon 3 do gene CDKN2A resultando em
p.Aspl46Asn. Sobre os resultados moleculares do MLPA foram verificados alteracbes nos
genes CDKN2A, CDK4, MLLT3, MIR3 e MTAP. Ainda, as andlises estatisticas relacionadas
ao MLPA demonstraram que as varidveis analisadas contribuiram com menos de 10% cada
uma para o surgimento do melanoma na populacdo, o que evidencia o carater multifatorial
desta patologia e indica que os habitos de vida estdo intimamente ligados ao surgimento desta
patologia nesta populacdo, tais como a exposi¢do continua ou intermitente ao sol, a ndo
utilizacdo de fotoprotetores e os padrdes alimentares.

Palavras-chave: Epidemiologia, Neoplasia; tumor maligno; incidéncia oncolégica; MLPA.
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Lee, Christopher William. The situation of skin cancer in Missal, PR: investigation of
CDKN2A gene mutations associated to melanoma in the population. Master thesis of
Programa de Po6s-Graduacdo em Biociéncias — Universidade Federal da Integracdo Latino-

Americana, Foz do Iguacu, 2020.

ABSTRACT

During the last decades, the Missal City, located in western Parana State, has shown an
increase in the of cancer in the population and data from 2016 demonstrated that cancer is
the second leading cause of death in the region. Skin cancer is one of the most prevalent
in the city and represents 30% of all malignant tumors in Brazil. Therefore, the objective
of this research was to know the factors related to skin cancers in Missal City, especially
melanoma, and to investigate polymorphisms in CDKN2A, CDK4 and MITF genes
related to hereditary melanoma in residents of the municipality. The prevalence of
melanoma in Missal City is 0.08%, being 0.03% male and 0.05% female. The occurrence
IS 84/100 thousand inhabitants, with 27/100 thousand male inhabitants and 57/100
thousand female inhabitants. In addition, 11% of melanoma patients have at least one
risk factor for hereditary melanoma. In relation to non-melanoma skin cancer, its
occurrence is 1,708 / 100 thousand inhabitants, with 897/100 thousand male inhabitants
and 811/100 thousand female inhabitants. It was observed through DNA sequencing of
the CDKN2A gene only one SNP in an individual with melanoma, this being a
substitution of a guanine for an adenine in position 436 (436G> A) which affects exon 3
of the CDKN2A gene in Aspl46Asn. Regarding the molecular results of MLPA, changes
in the CDKN2A, CDK4, MLLT3, MIR3 and MTAP genes were verified and statistical
analyzes showed that variables contributed less than 10% each to the appearance of skin
cancer in the population. This results shows the multifactorial character and indicates that
life habits are closely linked to the appearance of this pathology in this population, such
as continuous or intermittent exposure to the sun, the non-use of photoprotectors and
feeding patterns.

Keyword: Epidemiology, Neoplasia; malignant tumor; oncological incidence; MLPA.
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1 INTRODUCAO

1.1 MISSAL: SUAS CARACTERISTICAS E SEU HISTORICO ONCOLOGICO

Missal € um municipio localizado na regido sul do Brasil e ao oeste do
estado do Parand, colonizado durante a década de 60 por imigrantes catolicos de origem
alemd, os quais estavam previamente estabelecidos no estado do Rio Grande do Sul. De
acordo com o ultimo censo, possui uma populacdo de 10.474 habitantes e as principais fontes
econdmicas de Missal sdo a agricola e a pecuaria (IBGE, 2010; Prefeitura de Missal, 2017,
IPARDES, 2018).

Estas atividades agricolas e agropecuarias, bem como a origem dos
colonizadores do municipio podem ter uma influéncia direta ou indireta na saude da
populacdo. De acordo com dados da Rede de Assisténcia a Saude, disponibilizados pelo
TABNET (DATASUS), as neoplasias ocupam a segunda posi¢do no nimero de atendimentos
ambulatoriais e internacGes, ficando apenas atrds das doencas do aparelho respiratério. Os
dados de mortalidade também apontam as neoplasias como a segunda causa de morte (25%),
ficando as doencas do aparelho circulatério com a primeira posi¢do (26%). A faixa etaria mais
prevalente quanto a presenca e morte por neoplasias é a de 50-64 anos (37,5%), seguida da
faixa etaria de 20-49 anos (19,6%) (IPARDES, 2020).

1.2 ASPECTOS BIOLOGICOS DO CANCER

1.2.1 Surgimento das neoplasias e os canceres de pele

Neoplasias sdo proliferacbes anormais de células que ocorrem de maneira
descontroladas, mais conhecidas como tumores. Os tumores neoplasicos sdo divididos em
duas categorias: tumores neoplésicos benignos e malignos. Os tumores benignos, ou
neoplasias benignas, sdo definidos como células que proliferam sem a capacidade de invadir
tecidos adjacentes. Os tumores malignos, também chamados de canceres, sdo capazes de
invadir tecidos adjacentes e distantes do ponto de origem tumoral, sendo essa capacidade de
invasdo denominada de metastase. A metastase ocorre quando uma célula maligna se

desprende do tecido de origem e se transpde para a corrente sanguinea ou o0s vasos linfaticos
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podendo colonizar outras partes ou 6rgdos do corpo humano (Talmadge e Fidler, 2010;
Lambert et al., 2017).

De maneira geral o ciclo celular dispde de controles minuciosos impedindo
alteracbes que possam comprometer a viabilidade celular. Alguns genes, como 0s proto-
oncogenes, sao responsaveis pela producdo de proteinas que estimulam o crescimento e a
divisdo celular. Os genes supressores de tumor ou antioncogenes Sa0 responsaveis por
sintetizarem proteinas que desempenham papel fundamental de frear uma importante etapa no
ciclo celular (McGowan, 2012; Leal-Steban e Fajas, 2020). A producdo exagerada ou
deficitéria das proteinas regulatorias e das vias de sinalizacdo, bem como proteinas anémalas
que ndo executam a sua fungdo, podem ocorrer em decorréncia de uma mutagdo pontual,
delecdo, insercdo, eventos de amplificacdo génica ou rearranjos cromossémicos, fazendo com
que o ciclo celular seja aberrante e implique no surgimento do cancer (Hsieh et al., 2013;
Tomczak et al., 2015; Otto e Sicinski, 2017;Whitworth 2019; Zhang et al., 2019; Ong e
Torres, 2019; Leal-Steban e Fajas, 2020).

Muitas vezes a formacao de um cancer é resultado do acimulo de mutacGes
em indmeros genes. Este processo de tumorigénese pode ser desencadeado por agentes
xenobioticos ambientais que conseguem provocar efeitos acumulativos que resultam em
danos permanentes, causando assim o desequilibrio da homeostase e implicando na perda do
controle proliferativo da célula, permitindo-a que se divida de maneira desenfreada (Chiodoni
et al., 2010; Read et al., 2016; Stoffel e Carethers, 2020).

Considerando que o surgimento do cancer depende de fatores genéticos e
ambientais, esta doenca € considerada multifatorial, onde alteracbes epigenéticas,
predisposicdo genética e exposicdo a determinados agentes ambientais sdo critérios clinicos
para o seu desenvolvimento (Azevedo et al., 2020) e, portanto, a maioria dos canceres de pele
segue este padrdo multifatorial (Read et al., 2016; Davis et al., 2018).

O céncer de pele é um dos canceres mais representativo em continentes
como a Europa, Oceania, América do Norte e América do Sul (WHO, 2018) (Figura 1). No
Brasil, o cancer de pele representa 30% de todos o0s tumores malignos, sendo considerado raro
em criancas e adultos de pele negra. E uma patologia mais prevalente em pessoas de pele
clara e maiores de 40 anos, as quais sdo mais suscetiveis a acdo nocivas dos raios ultravioleta
(UV) e dispostas a apresentarem lesdes na pele que aumentam a predisposicao de desenvolver
a doenca (INCA, 2018).

16



Taxa de incidéncia padronizada por idade (mundial) em 2018, melanoma cutaneo, cancer de pele
ndo melanoma para ambos os sexos e todas as idades

Incidéncia padronizada por idade
para cada 100.000 habitantes
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Figura 1- Representacdo esquematica da incidéncia de cancer de pele (melanoma e nédo
melanoma) padronizado por idade em 2018, ao redor do mundo. Os valores de incidéncia

estdo representados em cores nos respectivos grupos das legendas. Fonte: WHO, 2020.

O céncer de pele pode ser separado em duas categorias: 0 melanoma e nao
melanoma. O céancer de pele do tipo ndo melanoma (CPNM) é o resultado da proliferacdo
massiva dos queratindcitos e da supressdo da resposta inflamatéria cutanea (Griffin et al.,
2016). Este € o tipo de cancer mais frequente no Brasil e corresponde a cerca de 25% de todos
os tumores malignos registrados no pais (INCA, 2020). Como a pele é heterogénea, 0 CPNM
pode apresentar tumores de diferentes linhagens. Os mais frequentes sdo o carcinoma
basocelular (responsavel por 70% dos diagnésticos) e carcinoma de células escamosas ou
carcinoma epidermoide (representando 25% dos casos). O carcinoma basocelular, apesar de
ser 0 mais incidente, &€ também o menos agressivo (Madan et al., 2010). Na regido Sul do
Brasil, a incidéncia de CPNM é de 138,75/100 mil habitantes do sexo masculino e 93,58/100
mil habitantes do sexo feminino. Contudo, apesar da maior incidéncia, € o de menor
mortalidade. A estimativa de novos casos de CPNM para 2020 é de 176.930, sendo 83.770 do
sexo masculino e 93.160 do sexo feminino, no Brasil. Em 2015 ocorreram 1.958 mortes
causadas por CPNM, sendo 1.137 do sexo masculino e 821 do sexo feminino também no
Brasil (INCA, 2020).

O melanoma cutaneo (MC) é um tipo de cancer de pele que tem origem nos

melanocitos (que séo células produtoras de melanina, substancia que determina a cor da pele)
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e apresenta alta letalidade, apesar de sua incidéncia ser mais baixa quando comparado ao
CPNM. Tem predominéncia em adultos brancos e representa 4% das neoplasias malignas de
pele, sendo que este € o tipo mais grave devido a sua alta possibilidade de metastase. Alguns
critérios clinicos contribuem para o aparecimento do MC, tais como a exposi¢édo intermitente
ou esporédica ao sol; caracteristicas pigmentosas; bronzeamento artificial; histérico familiar;
imunossupressao; pele clara e presenga de nevos, sendo que o risco de surgimento do MC
também esta relacionado com a quantidade de nimero de nevos que surgem nos individuos
(Goldstein et al., 2000; Popim, 2008; Hawkes et al., 2016). O MC ocorre em 6,96/100 mil
habitantes do sexo masculino e 6,50/100 mil habitantes do sexo feminino na regido Sul do
Brasil. A estimativa de novos casos de MC para 2020 é de 8.450, sendo 4.200 do sexo
masculino e 4.250 do sexo feminino. Em 2015 ocorreram 1.794 mortes, sendo 1.012 do sexo
masculino e 782 do sexo feminino no Brasil (INCA, 2020).

Destes melanomas, 10 a 15% se enquadram no critério de sindromes de
cancer hereditarios sendo estes mais prevalentes em pessoas de uma mesma familia e, nesses
casos, as alteracBes genéticas sdo passadas através das geracdes. O individuo portador da
mutacdo tem um risco elevado de desenvolver lesdes associadas a sindrome durante toda a
vida. Algumas caracteristicas estdo associadas a este cancer hereditario, como: idade precoce
ao diagndstico, maltiplos casos de melanoma na familia, maltiplos melanomas priméarios em
um individuo e outras neoplasias (especialmente cancer de pancreas e tumores do sistema
nervoso central) na mesma familia, mais de uma neoplasia em um mesmo individuo e
maultiplas geracGes acometidas (Ruiz et al., 1999; Carvalho et al., 2004; Udayakumar et al.,
2010; Lorenzo et al., 2016; Toussi et al., 2020). Em pacientes classificados nesta categoria
familiar, o risco de desenvolver a doenca é de 30-70 vezes maior do que na populagdo em
geral (Carvalho et al., 2004; GBM, 2018).

No Brasil, um estudo englobando pacientes com diagnostico de
melanoma foi desenvolvido entre os anos de 1999 e 2000, no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, que atende pacientes provenientes de todo o Rio Grande do Sul e também de parte da
Regido Sul do pais. Este estudo identificou que 9,8% dos pacientes apresentavam histéria
familiar de melanoma. Além disso, evidenciou a presenca de pelo menos um critério clinico
importante em 16% dos casos (historico familiar, multiplos melanomas, cancer de péncreas e
melanoma na familia, historico familiar cancer de pancreas e sindrome do nevo displasico),
guando tal prevaléncia é de 10% na literatura internacional. Os autores observaram que mais

de 55% dos casos estudados foram identificados em pessoas com até 45 anos de idade,
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enquanto tal proporgdo é de 35% na estatistica norte-americana. A média da idade de
diagnostico em mulheres foi cinco anos inferiores a descrita para a populacdo feminina e, em
homens, foi nove anos inferior a descrita para a populacdo masculina em geral para 0 mesmo
estudo (Carvalho et al., 2004). Estes dados sdo especialmente relevantes, uma vez que a

colonizacdo de Missal deu-se a partir de imigrantes do Rio Grande do Sul.

1.3 GENETICA DO MELANOMA: A IMPORTANCIA DO GENE CDKN2A

O melanoma tem uma das maiores cargas mutacionais somaticas entre 0s
tumores malignos solidos (Reddy et al., 2017). Em 2015, The Cancer Genome Atlas Network
(TCGA) publicou o maior estudo gendmico até 0 momento caracterizando alteracdes de
DNA, RNA e analises de proteinas de melanomas primarios ou metastaticos e identificou 48
genes principais relacionados ao surgimento do mesmo, sendo alguns deles CDKN2A CDK4,
TERT, ACD, TERF2IP, POT1, MITF, MC1R e BAP1 (Read et al., 2016; Toussi et al., 2020).
Os genes CDKN2A, CDK4, BAP1, POT1, ACD, TERF2IP e TERT sdo considerados genes
de predisposicdo ao melanoma de alta penetrancia e mutacdes nesses genes, quando em
células germinativas, estdo associados ao melanoma familiar conferindo risco ao
desenvolvimento do melanoma. O MC1R (Melanocortin 1 receptor), por sua vez, é
considerado um gene de predisposicdo ao melanoma de baixa penetrancia (Pho et al., 2006;
Read et al., 2016; Toussi et al., 2020). Apesar de tais mutacbes estarem implicadas em um
total combinado de aproximadamente 50% dos casos de melanoma familiar, a base genética
subjacente é inexplicavel para o restante das familias de melanoma em que os indicios sdo
elevados e que indicam herdabilidade. Além da possibilidade de existirem variantes
extremamente raras em alguns genes adicionais de penetrancia desconhecida ainda a serem
descobertos, isso sugere um provavel componente poligénico a suscetibilidade e um nivel
unico de risco pessoal de melanoma influenciado por multiplos alelos de baixo risco e
modificacdes genéticas (Read et al., 2016).

As variantes em CDKN2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A) séo
responsaveis pela maioria dos melanomas hereditarios (Read et al., 2016; Toussi et al., 2020).
O gene CDKNZ2A esta localizado no cromossomo 9 e codifica duas proteinas: pl4ARF e
p16INKA4A, as quais estdo relacionadas com o controle do ciclo celular (Besson et al., 2008;
Figura 2). A proteina p16 ¢ codificada a partir dos éxons 2, 3 € 4 enquanto que a proteina p14

¢ formada a partir de um splicing alternativo do éxon 1 com o éxon 3. A fun¢do da pl6 é
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inibir a formagdo do complexo CDK4/6-ciclina D1 e, desta forma, manter a proteina Rb na
sua forma desfosforilada. Este estado desfosforilado da proteina Rb permite ligagdo entre a
proteina Rb e a proteina E2F, o que consecutivamente inativa o fator de transcricdo E2F. Com
a proteina Rb fosforilada, esta se dissocia do fator de transcricdo E2F permitindo com que
atue na transcrigdo de varias proteinas necessarias para a progressdo da fase S da mitose. A
proteina p16 também pode ser regulada pela E2F. Por outro lado, a proteina pl4ARF ativa a
proteina supressora tumoral p53 inibindo a MDMZ2 cuja é responsavel pela inativacéo da p53.
A ativacdo da p53 induz a expressao da p21, proteina responsavel pela regulacdo negativa do
ciclo celular. A p21 impede o avango do ciclo celular da fase G2 a metéfase inibindo os
complexos CDK1-Ciclina A/B (Al-Kaabi et al., 2014).

Gene CDKN2A
=
Exon1l Exon2 xon 3 Exon 4
e S € —
pld  pl6
MDM?2 /

2 ‘ w

.
‘ @ )
¥

pS53

@ e
@ - i

Figura 2- Gene CDKNZ2A e sua relagdo com o controle do ciclo celular (Fonte: Modificado de
Al-Kaabi et al., 2014).

A maioria das variantes CDKN2A detectadas em pacientes com melanoma
familiar afeta os éxons 2 e 3, que estdo codificando para o p16INK4A. No entanto, variantes
do éxon 1 (anteriormente conhecidas como 1P) especificas para pl4ARF sdo também
relatadas (Hewitt et al., 2002), bem como dele¢cbes gendmicas maiores de CDKN2A
(Randerson-Moor et al., 2001; Knappskog et al., 2006; Laud et al., 2006; Lesueur et al.,
2008). Além disso, portadores de delecbes homozigotas tanto de CDKN2A como de
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CDKNZ2B sdo frequentemente detectadas em amostras de melanoma somatico (Walker et al.,
1995; Flores et al., 1997). Estudos relacionados a familias com mutagcbes em CDKN2A
revelaram um risco aumentado de cancer pancreatico e canceres em individuos tabagistas
(Goldstein et al., 1995; Ghiorzio et al., 1999; Vasen et al., 2000; Goldstein et al., 2006; de
Snoo et al., 2008; Helgadottir et al., 2014; Tucker et al., 2018).

No Brasil, algumas variantes patogénicas e outras de fungdes néo
conhecidas foram identificadas por sequenciamento do gene CDKN2A em familias com
predisposicdo ao melanoma e variantes ndo patogénicas em individuos sem histérico familiar
(Huber e Ramos, 2006; Ashton-Prolla et al., 2007; Avila 2010; de Avila et al., 2014), sendo
que a frequéncia de mutacéo foi de 13,6% no melanoma familiar (Avila 2010; de Avila et al.,
2014). Evidéncias de variantes germinativas relacionadas ao melanoma com provavel origem
europeia foram encontradas na populacdo do Rio Grande do Sul (Ashton-Prolla et al., 2007).

Alem do sequenciamento de DNA, dentre as técnicas moleculares
utilizadas nos rastreamentos genéticos, a MLPA é utilizada para detectar alteracdes no
nimero de copias (Schouten et al., 2002). A MLPA (Multiplex Ligantion-Probe
Amplification) é uma técnica cujo objetivo consiste em detectar alteracbes no nimero de
copias ao nivel genémico (ganhos e perdas) em comparacdo com amostras controle (Schouten
et al., 2002). Tem como base a PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) multiplex e utiliza
varias sondas concomitantemente. A técnica de MLPA se baseia em um principio simples, em
gue a amostra de DNA gendmico € hibridizada a uma mistura de sondas com amplificacao
posterior dos produtos de ligacdo por PCR, utilizando um par de iniciadores universais. Os
fragmentos finais sdo, entdo, separados e lidos em um sequenciador de DNA, sendo possivel a
quantificacdo relativa de copias génicas (Mendes, 2012). Para a investigacdo de melanoma, o
kit de sondas SALSA MLPA P419 CDKN2A/2B-CDK4 é utilizado para avaliacdo dos genes
CDKN2A, CDK4 e MITF (Mrc-Holland, 2018). Dentre estes genes, 0 CDKN2A é observado
em 20-50% de todas as familias que apresentam melanoma familial (Kamb et al., 1994;
Flores et al., 1997; Goldstein et al., 2007; Harland et al., 2014; Tucker et al., 2018). Este
gene, também conhecido como INK4A, CDK4l e MTS1 é um gene supressor de tumor que
esta localizado no cromossomo 9 (9p21) e codifica dois tipos de proteinas as p16™<** e
p14°FF (alternate reading frame) (Figueiredo et al., 2003; Goldstein et al., 2005). Em casos de
melanoma familiar sua penetrancia difere entre as localizagdes geograficas, aumentando de

acordo com o grau de exposi¢do solar a que a populagdo é submetida, inferido pela latitude
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(Bakos et al., 2002), mas entre os casos de melanoma néo relacionados a histéria familiar, a
penetrancia ndo diferiu por latitude (Cust et al., 2011).

Variagdes nos genes de pigmentacdo, particularmente MC1R, também
aumenta o risco de melanoma em portadores de mutacdo CDKN2A (Goldstein et al., 2005;
Demenais et al., 2010).

Outro gene de susceptibilidade ao melanoma é o CDK4, que é mutado em
2% das familias com melanoma (Goldstein et al., 2007). Também j& foram detectadas
mutacgdes pontuais (R24H e R24K) de CDK4 no melanoma familiar (Zuo et al., 1996; Soufir
et al., 1998; Molven et al., 2005). Além disso, foi sugerido que uma variante da linhagem
germinativa E318K (c.952G>A) do gene MITF (Melanocyte Inducing Transcription Factor)

associa-se a predisposicdo ao melanoma familiar (Yokoyama et al., 2011; Bertolotto, 2013).

1.4 RASTREAMENTO E DIAGNOSTICO DO CANCER DE PELE MELANOMA

O rastreamento através de exames clinicos ainda ¢ um desafio mesmo para
médicos que sao especialistas em melanoma. Normalmente os médicos avaliam clinicamente
empregando o rastreamento por detecgéo visual, que se embasa na regra do “ABCDE”. Esta
regra consiste em analisar as pintas ou nevos de acordo com: Assimetria; Bordas irregulares;
Cores; Diametro e Evolucdo (NCCN, 2018). Por exemplo, nevos normais tendem a ter um
tamanho menor que 0,5mm, bordas regulares, cores uniformes e devem permanecer do
mesmo tamanho, mesma forma e cor por muitos anos, sendo estes 0s critérios a serem usados
no autoexame, que é um fator que pode determinar a prevencdo do melanoma. Mas ndo ha
nenhuma evidéncia sélida que o exame clinico visual diminui as morbidades e mortalidades
(Domingo et al., 2016).

Apos a identificacdo de uma lesdo cutanea suspeita, deve ser procedida sua
remocao, preferencialmente completa, para a analise de toda a leséo cutanea e o diagndstico
clinico-patologico do melanoma (Mills, 2013). O diagnostico histopatoldgico baseia-se em
critérios arquiteturais na epiderme (extensdo da lesdo, simetria das alteragdes, padrdo de
distribuicdo dos melandcitos, circunscri¢do, predominio de células isoladas versus ninhos de
células, configuracdo da epiderme), e aspectos citologicos dos melandcitos na epiderme e na
derme, além de maturacdo celular e atividade mitdtica. Alguns autores valorizam ainda a
determinacdo da fase de crescimento radial versus e vertical na histopatologia (De Vries,

2006). O principal fator prognostico para doengas neoplasicas € o estadiamento, ou seja, a

22



determinacdo da extensdo daquele tumor no organismo, levando em conta aspectos do tumor
primario (T), do eventual comprometimento linfatico regional (N) ou a presenca de
metastases (M), que compde o estadiamento pela Union International for Cancer Control
(UICC) e pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC) (Bajaj et al., 2020).

Diante da letalidade do melanoma, alguns algoritmos tém sido
desenvolvidos para uso em populagdes brancas para prever o risco do seu desenvolvimento.
Usando medidas simples, o algoritmo pode ser usado para ajudar a identificar individuos de
maior e menor risco, em relacdo a outros da mesma idade e sexo dentro de uma populacao,
para quem os perigos da exposi¢do solar seriam diferentes, e produzir estimativas de risco
absoluto, combinado com dados especificos da populacdo. Caracteristicas predefinidas
incluem nimero de membros da familia com melanoma e mdltiplos melanomas primarios,
idade média do diagnostico e presenca de cancer de pancreas ou cancer de vias aéreas
superiores em um membro da familia (Davies et al., 2015; Potjer et al., 2018).

Embora existam varios testes de painel multigénico aprovados pela FDA
(Food and Drug Administration) para previsdo de risco e diagndstico de varios tipos de
cancer, ainda nao ha teste de biomarcador aprovado pela FDA para estratificacdo de risco para
cancer de pele (Trager et al., 2020). Portanto, os testes genéticos ndo sdo atualmente
recomendados rotineiramente na clinica devido a complexa interacdo poligénica e ambiental
que influenciam o quadro clinico do melanoma e também porque em funcgéo destas variaveis a
utilidade clinica é incerta (Potrony et al., 2015; Trager et al., 2020). Porém, ressalta-se que a
avaliacdo de potenciais genes relacionados a predisposicdo pode ser utilizada como
ferramentas de triagem e para delinear clinicas alvos terapéuticos no tratamento de neoplasias,
sendo esta abordagem importante para futuras praticas em casos de melanoma familial
(Kefford et al., 2002; Carvalho et al., 2004; Niendorf et al., 2006; Genomel, 2018; Tucker et
al., 2018; Trager et al.,2020).

Para a realizacdo deste tipo de andlise, sdo definidos como critérios: a)
Individuo com > 3 familiares proximos (pais, irmao, tios, primos, avés) afetados com
melanoma; b) Individuo com > 3 melanomas primarios multiplos; ¢) Individuo diagnosticado
com melanoma em idade jovem (<40 anos); d) Individuo com presenga de cancer pancreatico
e melanoma na familia. Caso um ou mais critérios sejam cumpridos podera fazer parte de um
grupo de pessoas com maior suscetibilidade de desenvolver melanoma (Carvalho et al., 2004;
Niendorf et al., 2006; Gabree et al., 2014; Aoude et al., 2015; Potrony et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

A maioria dos melanomas diagnosticados em estagio precoce é curavel. Por
outro lado, a mortalidade € elevada entre pacientes diagnosticados em estagios mais
avancados. Nesse contexto, a identificacdo de individuos geneticamente predispostos ao
melanoma pode ser importante para adotar medidas de vigilancia, diagnostico precoce e
tratamento nesse grupo de pacientes de alto risco, na expectativa de diminuir
significativamente a morbimortalidade. O principal gene supressor de tumor da linha
germinativa associado ao melanoma é o CDKNZ2A e as variantes patogénicas deste gene sdo
responsaveis pela maioria dos melanomas familiares. Considerando que Missal € um
municipio colonizado por descendentes de aleméaes provenientes do Rio Grande do Sul, que é
0 estado brasileiro com maior incidéncia de melanoma em comparagdo com o restante do
Brasil, e que importante parcela da populacdo de Missal apresenta caracteristicas fenotipicas
(cor da pele, cabelos e olhos) semelhantes as dos padrGes do Rio Grande do Sul, europeus e
norte-americanos, estes estdo particularmente suscetiveis ao melanoma. Além disso, Missal é
uma referéncia na agricultura e o estilo de vida de seus moradores pode estar contribuindo
para o surgimento de melanoma, especialmente devido a ampla exposi¢do ao sol. Portanto, a
analise do gene CDKN2A relacionado ao melanoma hereditario na populagdo de Missal-PR
passa a ser de suma importancia para avaliar um possivel efeito fundador, especialmente se

aliado a compreensdo do perfil do Municipio quanto aos habitos de vida.
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3  HIPOTESES

A presenca de pelo menos um critério clinico importante para o
desenvolvimento do cancer melanoma em Missal sera superior a prevaléncia internacional
(10% dos casos).

Pacientes diagnosticados precocemente como portadores de melanoma e
tratados, a médio e longo prazo manifestaram outros tipos de canceres.

A prevaléncia de portadores de melanoma que apresenta historico familiar
desta patologia em Missal sera maior que a média encontrada no Brasil (5-10%).

Variantes patogénicas do gene CDKNZ2A estdo envolvidas com a maioria

dos casos de melanoma em Missal.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Compreender a situacdo do cancer de pele em Missal, Pr e identificar o
perfil genético relacionado ao gene de alta penetrancia CDKN2A em pacientes com cancer de

pele melanoma, correlacionando com os perfis sécio-demograficos da populacao.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer a prevaléncia do cancer de pele melanoma e ndo melanoma
no municipio de Missal.

e Rastrear grandes delecdes e duplicacdes de regides do gene CDKN2A
usando a técnica de MLPA nos pacientes portadores de melanoma, tendo como grupos de
comparacao pacientes que apresentam cancer de pele ndo melanoma e individuos saudaveis.

e Identificar a composicéo de haplétipos com base nas mutacdes rastreadas
nos genes CDKN2A e estabelecer a frequéncia dos mesmos nos grupos de pacientes e
controles sadios.

e Estabelecer a relacdo entre alelos e o surgimento de melanoma nesta
populacdo, bem como portadores desta doenca que apresenta histérico familiar.

e Verificar a frequéncia dos casos em que ha a presenca de pelo menos um
critério clinico importante para o desenvolvimento do cancer melanoma na populagdo
amostrada.

e Correlacionar os dados genéticos obtidos com as informagdes obtidas nos
questionarios (informacOes pessoais - idade, raca, zona da cidade que mora; questdes
relacionadas as condi¢cdes de moradia, renda familiar, habitos de vida, habitos de fumo,
consumo de bebidas alcodlicas) para estabelecer o padréo de adoecimento oncoldgico.

e Fornecer subsidios para auxiliar nas estratégias de prevencdo do cancer

dermatoldgico para o municipio de Missal, PR.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa esta inserido no projeto ESTABELECIMENTO DO PERFIL
DE ADOECIMENTO ONCOLOGICO DA POPULAC}AO DE MISSAL/PR, em uma
parceria estabelecida entre a Prefeitura de Missal e a Universidade Federal da Integracédo
Latino-Americana, tendo sido aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (CEP)/ Comiss&o
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/Plataforma Brasil, CAAE numero
79421517.9.0000.0107 (Anexo 1).

5.2 DA COLETA DE INFORMACOES AS ANALISES MOLECULARES
A figura 5 ilustra as etapas desenvolvidas para a realizagdo do trabalho.

LPCM

+
_ | Prefeitura de Missal
Preenchimento do

questionario

wWww.sysgeo.com.br

Andiises moleculares

MLPA Sequenciamento
6 individuos com §indv;<:ms £orm 3 individuos 9 individuos com 3.8 indvdi:iuo;e som 8 individuos
melanoma cw::e‘mm g saudaveis melanoma(100%) wm: pfna Ty saudaveis

Figura 3 — Fluxograma representando as etapas realizadas implicando o inicio das coletas de
dados as analises moleculares.
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A coleta de informacbes foi realizada pelo Laboratério de Pesquisas em
Ciéncias Médicas (LPCM) da UNILA e Prefeitura Municipal de Missal, contando com o
auxilio de trinta agentes comunitarios de saude que efetuaram a aplicacdo de questionarios
diretamente aos moradores de Missal participantes do estudo populacional. Para a realizacdo
das entrevistas, todos os envolvidos passaram por uma capacitacdo sobre as tematicas
relacionadas a realizacdo da entrevista, a qual envolveu leitura de materiais e simulac@es das
mesmas. O roteiro da entrevista foi do tipo semiestruturado, com questdes/ tematicas pré-
estabelecidas e padronizadas. Estes questionario visou a obtencdo de informagbes pessoais
(idade, ancestralidade, local de origem, endereco atual), questdes relacionadas as condi¢des de
moradia, renda familiar, habitos de fumo, consumo de bebidas alcodlicas, consumo de frutas e
verduras, embutidos, industrializados, bem como local de captacdo da agua utilizada para
consumo, dentre outros (Anexo 3) do maior numero possivel de moradores de Missal. Os

dados foram disponibilizados no sistema SYSGEO (https://sysgeo.com.br/sistemas), onde

ficam arquivadas todas as informagdes do domicilio e do morador.

Para as analises moleculares foram convidados a participar de forma voluntaria
todos pacientes com mais de 18 anos diagnosticados com cancer de pele (melanoma e nao
melanoma), com confirmacao dos tipos de canceres por meio de laudos e residentes ha pelo
menos trés anos no municipio de Missal. Todos os 9 pacientes com melanoma aceitaram
participar da pesquisa, enquanto que dentre os portadores de cancer de pele ndo melanoma
apenas 38 aceitaram. O controle negativo foi composto de 8 individuos adultos saudaveis e
sem histdrico de cancer de pele (melanoma e ndo melanoma).

Como critérios para rastreamento genético os pacientes portadores de
melanoma preencheram pelo menos um dos seguintes critérios: a) historia familiar positiva
para melanoma (no minimo um caso); b) multiplos melanomas primarios; ¢) Individuo
diagnosticado com melanoma em idade jovem (<40 anos); d) ocorréncia de cancer de
pancreas € melanoma em um mesmo paciente; €) paciente com melanoma e historia familiar
de cancer de pancreas; f) sindrome do nevo displasico (Carvalho et al., 2004; Niendorf et al.,
2006; Genomel, 2018).

Em todos os casos foi adotado um TCLE (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido) (Anexo 2), que foi explicado pelos pesquisadores, sendo posteriormente lido e
assinado pelo participante.

A anélise dos marcadores moleculares foi realizada em duas etapas. Para o

sequenciamento do DNA das regides de interesse foram amostrados 100% dos casos de
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melanoma do municipio (3 homens e 6 mulheres), 38 individuos com céancer de pele ndo
melanoma (21 homens e 17 mulheres) e 8 individuos controles sem historico pessoal de
cancer (4 homens e 4 mulheres), os quais se voluntariaram para participar desta etapa do
estudo, totalizando em 55 individuos. Estes foram estratificados pelo sexo, idade, zona de
habitacdo (rural ou urbana), renda familiar, estado civil, ocupacdo, hébito de vida e tipo de
cancer (cancer de pele e melanoma) para a pesquisa atual. Na segunda etapa 6 portadores de
melanoma, 6 portadores de cancer de pele ndo melanoma e 3 individuos sem histérico de
cancer foram submetidos a analise de MLPA para verificar a existéncias de grandes
duplicacdes e grandes delecBes gendmicas hereditéarias, bem como diferencas entre 0s grupos.
Porém, alem do gene CDKN2A foram analisados também o gene CDK4 e uma sonda de
mutacdo especifica de ponto MITF E318K (c.952G>A) para fornecer indicativos do
envolvimento de outros genes nos surgimentos destes canceres na populacdo de Missal. Para
que isso fosse possivel, foram coletados cerca de 10 ml de sangue periférico. As amostras
foram identificadas e dispostas em tubo contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
como anticoagulante utilizando seringas com agulhas descartaveis para posterior
processamento e analise no LPCM (Laboratério de pesquisas em ciéncias médicas) da
UNILA.

5.3 ANALISE DOS MARCADORES MOLECULARES

5.3.1 Extracédo de DNA e quantificacio

As amostras foram enumeradas (para garantir o sigilo) e armazenadas no
banco de amostras mantido pelo LPCM do Instituto Latino-Americano de Ciéncias da Vida e
Natureza da UNILA.

O sangue dos individuos foi utilizado para a extracdo da amostra de DNA
genémico usando o kit da Invitrogen PureLink Genomic DNA obedecendo as instrucGes
recomendadas pelo fabricante.

A etapa de lise foi efetuada utilizando 20uL de Proteinase K e 20uL Rnase
seguida da homogeneizacdo em vOrtex e as amostras foram deixadas por 2 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado 200uL de Purelink Genomic Lysis/Binding

Buffer e homogeneizado, para posterior incubagdo por 10 minutos a 55°C.
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Consecutivamente a amostra foi transferida para a Purelink Spin Column.
Apos essa transferéncia, a amostra foi centrifugada por 1 minuto em temperatura ambiente em
uma velocidade de 10.000 rpm (rotagcdes por minuto). Apos a sua centrifugacdo, o tubo
coletor foi descartado e o tubo com a membrana de silica foi disposto em outro tubo coletor.

Em seguida foi feita a fase de lavagem para retirar a maior parte de todas as
impurezas como proteinas, lipidios, sais minerais e inibidores de PCR, a fim de obter uma
solucdo mais homogénea e concentrada de material genético de interesse para poder fazer
uma PCR de maior qualidade. Esta fase consistiu em adicionar 500uL de Wash buffer 1 no
tubo contendo a membrana de silica com o material genético. Logo depois o tubo foi
centrifugado na temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000 rpm. Apds a centrifugacdo, o
tubo contendo a membrana de silica foi posto em outro tubo coletor para uma nova
centrifugacdo. Foi adicionado 500uL de Wash Buffer 2 preparado com etanol 100% e
centrifugado na velocidade méaxima (15.000 rpm) por 3 minutos a temperatura ambiente. O
tubo coletor foi descartado e logo em seguida o tubo contendo a membrana de silica foi
transferido em um microtubo de 1,5 mL.

Por ultimo foi feita a elui¢do. Foi adicionado 100 pL de liquido de eluicdo
da prépria fabricante no tubo contendo a membrana de silica e o material genético.
Posteriormente a amostra foi centrifugada por 1 minuto na velocidade méaxima (15.000 rpm).

As amostras extraidas foram quantificadas em espectrofotometro NanoDrop
(Thermo Scientific) seguindo as recomendacdes da fabricante. Foram avaliados os seguintes
parametros de absorbancia: A260/A230 > 1,7 para avaliar a contaminagdo por sais,
polissacarideos e compostos orginicos e A260/A280 = 1,8 a 2,0 para avaliar a contaminagao
por proteinas. As amostras de DNA foram entdo diluidas para a concentragdo final de 25ng/uLL

de DNA e armazenadas em freezer do banco de amostras do LPCM.

5.3.2 Eletroforese

Para a corrida eletroforética foi utilizado o tampdo TBE (Tris Borato
EDTA) e &gar. Para 2 litros de solucdo tampdo TBE pH 8-9 foram utilizados 108g de Tris
base, 559 de acido borico, 3,72g de EDTA (EthyleneDiamine Tetraacetic Acid) e 2L de agua
destilada.

Foram utilizados 150ml de solu¢cdo TBE pH8-9 e 1,59 de &gar para a

preparacédo do gel de agarose para a realizacdo da corrida de eletroforese. A solugéo TBE e o
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agar foram adicionados em um béquer e homogeneizados com um bastdo de vidro. Para a
completa dissolucdo, foi utilizado um microondas para o aquecimento por 3 minutos. Apds a
completa dissolucdo o gel foi disposto em uma cama de eletroforese com pentes até a
polimerizacéo.

Para realizar a corrida de eletroforese foram adicionados 5ul de azul de
bromofenol para cada poco do gel de agarose. No primeiro pogo foi adicionado 2uL de ladder
(marcador utilizado para verificar o peso molecular dos produtos) e 3uL. de amostra para cada
poco subsequente. Apos a adi¢cdo das amostras e do ladder o gel foi levado para uma cuba de
eletroforese para a realizagdo da corrida por 40 minutos. O resultado foi verificado através de

um transiluminador da marca Loccus modelo L-Pix Touch para a verificagcdo das bandas.

5.3.3 Sequéncia dos iniciadores

Para o sequenciamento de DNA foram utilizados sete pares de iniciadores
para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os iniciadores foram nomeados
como: CDKN2A, 206, 450, 763, 927 e 930 (Quadro 1). Os iniciadores nomeados como
CDKNZ2A foram os mesmos utilizados para a avaliacdo da populagdo do Rio Grande do Sul
(Bakos et al., 2011). Os demais iniciadores foram selecionados a partir do catidlogo da Thermo
Fisher Scientific para se ligarem nas regides de interesse do gene CDKN2A, com amplicons

maiores de 400pb e que apresentam variaveis indicadas como patogénicas para melanoma.
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Regides de ligacdo dos

iniciadores Sequéncia Exon | Transcrito
CDKN2A - Forward [21971092 a 21971092 |5- CTTCCTGGACACGCTGGT - 3 3 p16/NKeA
CDKN2A - Reverse [21970595a 21970614 |5- AGTCTTCATTGCTCCGCAGT - 3
206 - Forward 21967690 a 21967710 [5'- CGATGCTGTCTTCCATGCGAT -3 3 p16/NKeA
206 - Reverse 21968286 a 21968263 |[5'- TGACCTCAGGTTTCTAACGCCTGT - 3'
450 - Forward 21995032 a 21995055 |5°- TCCGCTCCTCTTCTAGATTTGGAAA -3 | | [ pygavr
450 - Reverse 21995528 a 21995507 |[5’- GGGAGACCGGAGAGAGAACGTA -3
763 - Forward 21974955 a 21974974 [5'- CCTCCGACCCTGTCCCTCAA -3 2 p1g/NK4A
763 - Reverse 21975444 2 21975423 [5'- GGAGATTTCGATTCTCGGTGGG - 3
927 - Forward 21967351 2 21967369 5'- GGGTCTCAGAACGCCGAGG - 3 3 P
927 - Reverse 21967889 a 21967866 |[5'- AAGCTGTCGACTTCATGACAAGCA -3
930 - Forward 21968490 a 21968509 |[5’- GAGGGCAGAGAAAGCGCGAC -3’ 3 p1g/NK4A
930 - Reverse 21968993 a 21968969 [5’- ACGGGAGAAAGAAACTCAAGTGCAA- 3’

Quadro 1 - Especificagdes como regides de interesse, sequéncias dos iniciadores, éxon alvo e transcrito (Apéndice 1).
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5.3.4 SEQUENCIAS REFERENCIAS

Todas as RefSeq (sequéncias referéncia) foram retiradas do banco de dados
NCBI e utilizadas para a analise: a) CDKN2A: NM_000077.4; b) Primer 206: NM_000077.4,
NM_001195132.1, NM_058195.3, NM_058197.4, XM_005251343.1, XM_011517676.2,
XM_011517679.1, NP_000068.1, NP_001182061.1, NP_478102.2, NP_478104.2,
XP_005251400.1, XP_011515978.1 e XP_011515981.1; c¢) Primer 450: XM_011517679.1,
XP_011515981.1; d) Primer 763: NM_000077.4, NM_001195132.1, NM_058195.3,
XM _011517675.2, XM _011517676.2, XM_011517679.1, NP_000068.1, NP_001182061.1,
NP_478102.2, XP_011515977.1, XP_011515978.1 e XP_011515981.1; e) Primer 927:
NM_000077.4, NM_001195132.1, NM_058195.3, NM_058197.4, XM_005251343.1,
XM _011517679.1, NP_000068.1, NP_001182061.1, NP_478102.2, NP_478102.2,
XP_005251400.1 e XP_011515981.1; f) Primer 930: NM_000077.4, NM_001195132.1,
NM_058195.3, NM_058197.4, XM_005251343.1, XM_011517676.2, XM_011517679.1,
NP_000068.1, NP_001182061.1, NP_478102.2, NP_478104.2, XP_005251400.1,
XP_011515978.1 e XP_011515981.1.

535 PCR

As amplificagOes das regides de interesse foram realizadas com um volume
total de 15uL de solugao contendo 7,0 uLL de agua miliQ, 3 pL. de ANTP a 2 mM, 1,5 pL de
tampdo 10X (NH4),SO,4 2M, Tris-HCI 2M, MgCl, 1M e Tween 20 a 1%, 0,6 puL de MgCl
(Cloreto de Magnésio) 0,6 pL para cada iniciador a 10 mM/uL, 0,15 pL de Tag DNA
Polimerase (5 U) e 1,5 uL de DNA (50 ng/uL).

Os parametros de amplificacdo para os iniciadores CDKNZ2A foram: 95 °C
por 1 minuto, 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, temperatura de anelamento de 60 °C por 1
minuto e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos. Por fim, uma extensao final de um cicloa 72 °C
por 7 minutos.

Para os iniciadores 206, 450 e 763 foram utilizados os seguintes padrdes de
PCR: 95 °C por 1 minuto, 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, temperatura de anelamento de 57
°C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos. Por fim, uma extensao final a 72 °C por

7 minutos.
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E por ultimo, para os iniciadores 927 e 930 foram utilizados: 95 °C por 1
minuto, 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, temperatura de anelamento de 55 °C por 1 minuto e

72 °C por 1 minuto e 30 segundos. Por fim, uma extensdo final a 72°C por 7 minutos.

5.3.6 Sequenciamento das regides de interesse

Para realizar o sequenciamento foram utilizados os seguintes reagentes:
Thermo Fisher Scientific ExoSAP-IT™ PCR; BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit; precipitacdo com EtOH/EDTA e andlise da amostra via software ABI-3500 desenvolvido
e provido pela empresa ThermoFisher. O sequenciamento foi dividido em trés etapas:

purificacdo, reacdo de sequenciamento e precipitacdo da amostra.

5.3.6.1 Purificacdo via ExoSap

Foram utilizados 5 uL de produto de PCR e mais 2 pL de solu¢do ExoSap
para cada amostra. Foram realizados o0s seguintes passos para o processo de purificacdo: a
solucéo contendo 2uLl de ExoSap foi transferida para um microtubo contendo 5 uL de produto
de PCR. As amostras foram entdo levadas ao termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler
para que fossem realizadas as condi¢des dos ciclos. Os ciclos foram: 37 °C por 30 min; 80 °C
por 15 minutos para a inativacdo da ExoSap e o ultimo passo foi de 10°C por 1 minuto para

preservar a amostra.

5.3.6.2 Reacao de sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento, foi utilizado o kit de reagente BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing. Foram utilizados 4 puL. de H,O MiliQ, 2 pL de 5X
Sequencing Buffer, 2 uL iniciador forward e/ou reverse, 0,3 uL. BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing, 1,5 uL de amplicons resultantes da PCR e um filme adesivo protetor. As
amostras foram acondicionadas em uma placa de sequenciamento e logo apés levadas ao
termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler para a realizacdo das etapas do ciclo.

O ciclo da reacdo de sequenciamento foi dividido em trés etapas:
desnaturacdo, anelamento e extensdo. Estas etapas ocorreram em 14 passos. Passo 1

(aquecimento): 60 segundos a 96 °C; Passo 2 (desnaturagéo): 10 segundos a 96 °C; Passo 3
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(anelamento): 15 segundos a 50 °C; Passo 4 (extensdo): 75 segundos a 60 °C; Passo 5:
repetiu-se 0s processos 2-4 por 15 vezes; passo 6 (desnaturacdo): 10 segundos a 96 °C; passo
7 (anelamento): 15 segundos a 50 °C; passo 8 (extensdo): 90 segundos a 60 °C; passo 9:
repetiu-se 0s passos 6-8, 5 vezes; passo 10 (desnaturacdo): 10 segundos a 96 °C; passo 11
(anelamento): 15 segundos a 50 °C; passo 12 (extensdo): 120 segundos a 60 °C; passo 13:
repetiu-se os passo 10-12, 5 vezes; passo 14: por 10 °C até a retirada da amostra do

termociclador.

5.3.6.3 Precipitacao

Para a precipitacdo foi utilizado 10 pL de cada amostra de reacdo de
sequenciamento. Para cada pocgo da placa de sequenciamento foi colocado o mix contendo
32,5 uL de EtOH/EDTA (2,5 uL 125mM EDTA + 30,0 uL de etanol 100%), homogeneizado
de 3x a 4x no vértex. Ap6s 15 minutos, centrifugou-se a placa por 25 minutos em uma
velocidade de > 4725 rpm a 4 °C. Apos a centrifugacéo, foi retirado o filme adesivo protetor,
inverteu-se a placa em um lengo para enxugar o alcool e centrifugou-se por mais 1 minuto na
velocidade de 945 rpm (com a placa invertida).

Apobs o primeiro procedimento de centrifugacdo, a placa foi levada até a
bancada para adicionar 30 puL de EtOH 70% para o segundo procedimento de centrifugacéo.
Apbs adicionar etanol 70%, a placa foi centrifugada por 15 minutos a 3598 rpm a 4°C.
Imediatamente ap0Os a centrifugacdo, retirou-se o filme adesivo que cobre a placa para a
protecdo das amostras e logo ap6s a placa foi invertida em cima de um lengo para enxugar o
alcool. Apds enxugar, a placa foi centrifugada na velocidade de 945 rpm por 1 minuto. As
amostras foram incubadas 15 minutos em termociclador a 37 °C. Em seguida, foram
ressuspendidas com 10 uL de formamida Hi-Di e desnaturadas por 1 minuto & 95 °C. Estas
amostras foram entdo injetadas no sequenciador Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic

Analyzers.

5.3.6.4 Anaélise da amostra

Apo0s o0 processo de sequenciamento realizado no sequenciador ABI-3500,

os resultados gerados foram transferidos para um computador para a analise dos
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eletroferogramas e das sequéncias. Estas andlises foram realizadas por meio do software
Bioedit e Chromas. Foram considerados picos normais aqueles que possuiam apenas um pico
e indice QV (Quality Value) acima de 20. Amostras que possuiam dois picos foram analisadas

através do indice QV e efeito de parcimonia.

5.3.7 Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA)

Para andlise da presenca de grandes duplicacbes e delecbes gendmicas
hereditarias nos pacientes portadores de melanoma foi utilizado nesse estudo o kit SALSA
MLPA P419 CDKN2A/2B-CDK4 probemix (Mrc-Holland, Amsterdd, Holanda) verséo B1,
composto por 14 sondas do gene CDKN2A (9p21.3). Neste mesmo kit também estdo contidas
nove sondas do gene CDK4 gene (12q14.1) incluindo sonda de WT (Wild Type) para codon
24 de CDK4, 10 sondas de regido flanqueadora do cromossomo 9 e uma sonda de mutagéo
especifica de ponto MITF E318K (952G>A). Ainda, o kit contém 14 sondas de referéncia,
detectando diferentes localizacbes cromossémicas autossémicas, que se espera que sejam
relativamente estaveis pelo nimero de copias nos tumores melanociticos (Anexo 4). Para essa
metodologia, as amostras de DNA foram utilizadas em uma concentragdo de 200 ng (5 pl de
DNA a 40 ng/ul).

Cada experimento de MLPA foi dividido em quatro etapas e 0 processo
realizado em dois dias. O primeiro dia consiste em deshaturacdo de DNA e reacdo de
hibridizacdo; o segundo dia consiste em reacdo de ligacdo e reacdo de PCR. Na etapa de
desnaturacdo de DNA foram utilizados 5 uL de cada amostra contendo aproximadamente 150
ng de DNA, as quais foram incubadas em termociclador a 98 °C por 5 minutos e a 25 °C no
momento de pausa, que € necessario para preparar as amostras para a etapa de hibridizagao.

Para a hibridizacdo foi realizada a preparagdo da solucdo desta etapa
utilizando 1,5 pL de MLPA buffer contendo KCI, Tris-HCI, EDTA, PEG-6000, DTT,
oligonucleotideos e 1,5 uL de probemix solugao composta por oligonucleotideos sintéticos,
oligonucleotideos bacterianos purificados, Tris-HCI e EDTA. Apods a homogeneizagdo, 3 pL
da solugdo contendo o MLPA buffer + probemix foi adicionada a um microtubo contendo a
amostra. Para a hibridiza¢do as amostras foram incubadas em um termociclador a 95 °C por 1

minuto e mais 17 horas a 60 °C.
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Apbs o periodo de hibridizacgao foi realizada a etapa de ligacdo. Nesta etapa,
a solugdo foi preparada com 25 pL de H,O MiliQ, 3 pL de ligase buffer A, contendo a
coenzima NAD; 3 uL de ligase buffer B, Tris-HCI, MgCl,, detergente nao idnico e por ultimo
foi adicionado também 1 pL de enzima ligase-65, glicerol, EDTA, DTT, KCI, Tris-Hcl,
detergente ndo idnico. Apds a preparagao da solugdo foram adicionados 32 pL da solucdo para
cada amostra, as quais foram e incubadas em termociclador a 54 °C durante 15 minutos, 98 °C
por cinco minutos e pausa a 20 °C.

Logo apos a etapa de ligagdo, foi realizada a etapa de reacao de PCR. Esta
etapa consiste na amplificagdo de produtos resultantes da ligagdo dos iniciadores nas regioes
de interesse. Portanto, foi preparada uma solug¢do para a reacdo contendo 7,5 uL. de H,O
MiliQ, 2 pL de SALSA PCR iniciador mix, contendo oligonucleotideos sintéticos com
fluoréforos (FAM), dNTPs, Tris-HCI, KCI, EDTA, detergente ndo i6nico; e foi adicionado 0,5
uL de SALSA polymerase, glicerol, detergente nao ionico, EDTA, DTT, KCl, TrisHCI, enzima
polimerase. Apds a preparacdo do mix os tubos foram retirados do termociclador e dispostos
na bancada para a pipetagem da solucdo dentro de cada tubo contendo as amostras, na
temperatura ambiente e com as luzes apagadas, ou seja, o trabalho foi realizado com o
minimo de luz possivel que ndo houvesse perda da funcionalidade dos fluordforos.
Posteriormente os tubos foram colocados novamente no termociclador por 30 segundos a 95
°C; 30 segundos a 60 °C e 60 segundos a 72 °C por 35 ciclos, seguido de 72 °C por 20
minutos.

Ap0s a reacdo de PCR os produtos foram identificados utilizando o Genetic
Analyser 3500 (Applied Biosystem), com filtros de fluorescéncia especificos, seguindo o
protocolo desenvolvido por MRC-Holland. Para a identificacdo foi utilizado 0,7 pl da reacdo
de PCR, 0,2 uL de 600 L1Z, 9 uL Formamida Hi-Di.

O software Coffalyser (http://www.mrc-holland.com) foi utilizado para a

analise das amostras quanto a presenga de dele¢des e duplicagdes em heterozigose. Os dados
foram normalizados dividindo a area do pico de cada sonda pela soma dos picos de todas as
sondas na amostra. O valor normalizado foi dividido pela area do pico da sonda
correspondente, obtida a partir do DNA controle. Para averiguar a presenca de delecdes e
duplicacbes em heterozigose, os valores foram definidos de acordo com o quociente de

dosagem definido pela fabricante.

5.3.8 Analise das amostras submetidas ao MLPA
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Para a andlise da variabilidade populacional de Missal e comparagdo dos
padrdes foram amostrados individuos portadores de melanoma (grupo mel), cancer de pele
ndo melanoma (grupo ca pele) e pessoas saudaveis (controle negativo).

As amostras que demonstraram duplicacdes e delecdes foram tabeladas em
planilhas para efeitos de correlagdes com dados dos questionarios preenchidos pela populacéo
em estudo. As amostras foram dispostas nas linhas enquanto os genes em colunas das
planilhas. As amostras que obtinham normalidades em genes foram representadas como n
(normal), delecdes (vermelho) e duplicacbes (azul). Em seguida, os dados foram testados
software no Graphpad Prism 7 para andlises estatisticas utilizando t teste, qui-quadrado e
correlacdo de spearman. Foram aceitos resultados apenas de amostras que apresentassem
diferencas significativas (p < 0.05) tabelados em PDF gerados pelo Coffalyser (Tabela 1) e
que tivessem os indices de controle de qualidade dentro dos parametros recomendados pela

fabricante (Figura 3 e 4).
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Figura 4 - Grafico gerado pelo software Coffalyser para identificar as mutacdes de delecdes e duplicacBes. O eixo Y (seta preta) sinaliza a razdo

de 0 a 2.5 assemelhando-se & curva gaussiana indicando a normalidade das amostras. As linhas abaixo de 1 indicam dele¢Ges e acima de 1

ficativas. Os circulos pretos

indicam as delecGes que estdo
(grupo controle negativo), grupo

0es ndo signi

0s éxons e introns afetados. As setas vermelhas
do representando as deleg

A seta verde representa 0s genes

O€s.

representadas em circulos vermelhos fora do boxplot e as setas roxas est

indicam duplicag

éncias

A

demonstram os genes em suas normalidades. Este grafico foi gerado fazendo comparagdes entre as refer

melanoma (mel) e grupo cancer de pele ndo melanoma (ca pele).
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Figura 5 - Gréfico gerado pelo software Coffalyser. O eixo Y (seta rosa) mostra a escala de unidades de referéncias de fluorescéncia que vai de 0
a 9000. Os picos azuis com as pontas pretas representam os indices de qualidade (fragmentos Q e fragmentos D). Os picos dos fragmentos Q
(seta alaranjada) demonstram a quantidade de DNA presente na referida amostra. Picos mais altos nos fragmentos Q representam uma baixa
quantidade de DNA enquanto que os picos mais baixos representam alta quantidade de DNA. Os picos dos fragmentos D (setas pretas)
representam a desnaturacdo do DNA das amostras. Picos mais altos nos fragmentos D representam uma alta taxa de desnatura¢do enquanto que
0S picos mais baixos representam uma baixa desnaturacdo. As setas vermelhas representam os genes com delecdes e a seta verde demonstra o
tamanho das sondas em ordem crescente.
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Tabela 1 - Representagéo das sondas.

D [nt]® Gene-Exon? Chr.band®hg18 loc. * Height Area® Ratio ’ StdeV? [REFf [Sam]'°Width !
161 MITF-9 (MUT) 03p14.1 _ 03-070.096746 0 0 0 0 <™ <<t
260 CDK4-8 12q14.1__12-056.428450 4080 32887 124 0.2 = = 60
400 CDK47 12q141  12-056.429288 2606 22354 062 01  <<* 2 46
190 CDK4-6 129141 12-056.429471 3724 27795 2.3 0.41__ >>* > 52
480 CDK45 129141 12-056.430682 2062 19383 095 0.15 = = 68
357 CDK44 12q14.1  12-056.430960 2916 25126 152 0.26 > ? 62
151 CDK4-3 12q14.1  12.056.431292 4431 36126 0.65 011 <<* 2 54
166 CDK4-2 12q14.1_12.056.431573 6260 47959 1.72 03 _ >* > 43
216 CDK42 (WT)w __ 12q141 12056431672 3251 26205 102 016 = = 69
178 CDKA4-1 12q14.1__12-056.432388 4018 30713057 01 <<t < 46
202 MLLT3-2 09p21.3 09020610680 3891 30937 2.35 041 >>* 2 69
472 MIR31-1 00p213 00021502034 1368 12550 0.69 011 <<* < 73
328 MTAP-1 00p21.3 09021792717 2241 18744 075 012 = = 71
440 MTAP5 09p21.3 09-021.827909 1055 9906 _ 0.67 011 <<* < 58
319  MTAP®6 00p21.3 00021844754 2736 22394 082 013 = = 58
301 MIAP7 09p213 09021849296 3577 29437 1.39  0.24 >* ? 51
264 CDKN2A4 09p21.3 00021957523 3998 31829 1.34 0.22 >* ? 60
276 CDKN2A4 09p213 09021958030 2830 21704 1.34 023 > ? 47
283 CDKN2A4 00p213 00021958175 5005 39293 1.5 _ 0.25  >* > 67
157 CDKN2A-nt 3 00p21.3 09021058553 6450 50511 1.37 _ 0.23 _ >* ? 44
184 CDKN2A-int 3 00p213 00021058641 23647 28194 1 016 = = 59
385  CDKN2A3 00p213 00021060899 1257 11538 0.59 01  <<* <" 75
363 CDKN2A3 09p21.3 _ 09-021.961056 0 0 0 0 < << 0
256 CDKN2A3 00p213 00021961213 1864 14840 063 01 << < 58
237 CDKN2A2 09p213 00021064673 3227 25252 0.69 011 <<* 2 56

Tamanho das sondas’, dos éxons? e introns?, posicdo dos genes nos cromossomos®, localizacdes®, comprimento®, &rea®, razéo’, desvio padrao®,
simbolos representando as mutagﬁesg, simbolos representando as mutacgdes das amostras'®, largura'’. Os simbolos que indicam as razdes das
mutacdes na tabela sdo: <<, indica uma diminuicdo no sinal em comparacgéo as referéncias, portanto indicando uma delecdo néo significativa
estando numa razdo entre 0.7 e 1; >>, indica um aumento no sinal em comparacdo as referéncias, portanto indicando uma duplicacdo néo
significativa estando numa razdo entre 1 e 1.3; <<*, indica dele¢des significativas estando abaixo da razdo 0.7; >>* indica duplicacdes
significativa estando acima de 1.3; <*, indica dele¢Ges néo significativas estando abaixo da razdo 0.7; >*, indica duplicacdes ndo significativas
estando acima da razdo 1.3 e o simbolo “?” indica dados inconclusivos sobre os resultados. Os nimeros em azul e negrito representam
duplica¢des e os nimeros em vermelho e negrito representam delecdes. OBS: os dados da tabela destas amostras ndo sdo os mesmos dos dados
dos gréaficos apresentados anteriormente.
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5.3.9 Analise dos dados

Por meio dos dados coletados e disponibilizados no SYSGEO foi calculada
a prevaléncia do céncer de pele melanoma e ndo melanoma no municipio de Missal. O
calculo foi realizado a partir do nimero total de pacientes com cancer de pele, melanoma ou
ndo melanoma, que foi dividido pelo nimero total da populacdo estimada de Missal para 2019
segundo o IBGE (10702 pessoas) e o resultado foi multiplicado por 100.000 (cem mil) (total
do indicador/populacéo total * 100000 = taxa/100 mil habitantes).

Para a analise dos questionarios os individuos foram segregados em 3
categorias: a) populacéo total de Missal, o nimero total dos questionarios coletados até o fim
da pesquisa; b) Populacdo com cancer de pele ndo melanoma; ¢) Populacdo com melanoma.

Para a realizagdo do sequenciamento de DNA foram amostrados 9
individuos com melanoma (grupo mel) e selecionados como grupos de comparacdo 38
individuos com cancer de pele ndo melanoma (grupo ca pele) que se disponibilizaram a fazer
parte da pesquisa e 8 individuos controle negativo (grupo controle negativo), totalizando 55
individuos.

A primeira parte do sequenciamento foi realizada com os 55 individuos
utilizando os pares de iniciadores CDKN2A, o qual permite avaliar se a populacdo de Missal
apresenta a mesma informacao genética encontrada no Rio Grande do Sul, conforme (Bakos
et al., 2011). A segunda etapa do sequenciamento foi realizada com os 8 individuos do grupo
controle negativo e 9 individuos do grupo melanoma para os demais iniciadores (206, 450,
763, 927 e 930), totalizando 17 individuos, utilizando os iniciadores da Thermo Fisher
Scientific que se ligam em diferentes regides do gene CDKN2A, com amplicons maiores de
400pb e que apresentam variaveis indicadas como patogénicas para melanoma, mas ndo
exclusivamente no Brasil (Quadro 1).

As informacbes obtidas nos questionadrios foram tabuladas em planilhas
eletrbnicas, sendo as variaveis independentes: idade, género, ascendéncia, tempo de
residéncia em Missal, habitos de vida (criacdo de animais e plantacdo na propria residéncia,
tipo de trabalho, trabalhos anteriores, uso de tabaco, uso de protetor solar, exposicdo solar),
historico de cancer na familia (se tem parentes com outros tipos de cancer como, por exemplo,
cancer de pele; grau de parentesco e parentes com algum tipo de cancer), consumo alimentar
(consumo de churrascos, carne vermelha, frituras, doces, frutas, legumes e verduras,
embutidos, industrializados, chd de ervas, chimarrdo, captacdo de agua e o consumo de
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alcool) e tipos de residéncias (urbana ou rural e também se as residéncias permanecem em
regides epicentrais).

Para avaliar de forma mais eficaz os tipos de trabalhos e trabalhos anteriores
foram considerados apenas para o tipo de trabalho: aposentados, agricultores e “outros”. A
classificagdo “outros” referente ao tipo de trabalho ¢ determinada quanto ao conjunto de
trabalhos que ndo estdo relacionados aos aposentados ou agricultores. Por exemplo, secretéria
(0), administradores, frentistas, entre outros. Quanto aos trabalhos anteriores, foram
classificados apenas se os individuos tivessem respondido como agricultores, ndo declarado
ou ndo tinham e “outros”. Novamente, a classificagdo outros foi considerada como o conjunto
de trabalhos que ndo estdo enquadrados a agricultura.

As andlises das varidveis de consumos alimentares foram determinadas no
questionario pela frequéncia de tempo de consumo, ou seja, 0s individuos necessitavam
responder o questionario conforme o tempo pré-estabelecido. O questionario estabelecia um
padrdo de consumo de 1 dia a 7 dias ou mais por semana para 0 consumo de alimentos e
chimarrdo e de 1 dia a 5 dias ou mais por semana para o consumo de cha de ervas. Com
relacdo ao habito etilista, os entrevistados se autodeclararam como consumo baixo, médio e
alto, de acordo com sua autopercepcao. A variavel do uso de protetor solar e exposicao solar
também foram preenchidos de 1 dia a 5 dias ou mais por semana.

O histérico de cancer familiar no questionério foi respondido conforme o
grau de parentesco (1°, 2° e 3°), o tipo de cancer e 0 ano do diagndstico.

Individuos que possuiam algum parente com cancer foram contabilizados
como “sim” e caso contrario como “nao”. Foram descartados 0s parentes que, considerados
familiares pelos individuos, porém, ndo haviam consanguinidade, tais como: esposa, marido,
cunhado, sogra, sogro, entre outros.

As andlises descritivas foram realizadas no estudo qualitativo através das
variaveis independentes relacionadas ao questionario. Varidveis como idade, idade do
diagnostico, tabagistas e género foram avaliados com média, desvio padrdo, erro padrdo e
porcentagem.

As variaveis continuas foram analisadas por meio de medidas de tendéncia
central e as categoricas por meio de medidas de frequéncias (absoluta e relativa). Para
comparacéo entre grupos foi feito o teste de qui quadrado com post hoc nos dados categdricos

e teste t de t Student entre grupos nos dados continuos, considerando significantes valores de
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p<0,05. O banco de dados foi analisado por meio do pacote estatistico SPSS (Statistical
Package for Social Science for Windows, Inc., USA) versdo 20.0.

Para comparacdo entre grupos foi feito o teste de qui quadrado com post hoc
nos dados categoricos e teste t de Student entre grupos nos dados continuos. Correlacdo de
Spearman confianga 0.05.

Para verificar as varidveis que mais contribuiram na distincdo dos grupos
(saudaveis, cancer de pele ndo melanoma e melanoma) foi feita a analise de analise de

SIMPER no programa livre Past.

6 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em duas partes. A primeira (item 6.1) se
refere ao perfil da populacdo de Missal obtido pela analise dos questionérios respondidos por
6648 pessoas (62% da populagéo total), sendo 3.180 homens e 3.468 mulheres, com idade
média populacional de 41.39 anos, com énfase nos dados da populacdo portadora de
melanoma e cancer de pele ndo melanoma (Tabela 2). A segunda etapa (item 6.2) se refere
aos resultados da analise molecular dos pacientes portadores de melanoma e cancer de pele

ndo melanoma, bem como a relacéo entre estes dados e suas informacdes sociobioldgicas.

6.1 PERFIL DA POPULACAO DE MISSAL

A maioria dos moradores de Missal relata ter parentes com algum tipo de
cancer (56%). Em relacdo a populacdo com cancer de pele ndo melanoma e melanoma este
numero é 67% e 100%, respectivamente. Ainda, maioria dos portadores de cancer de pele ndo
melanoma e melanoma relata ndo possuir outros tipos de canceres, sendo 96% no primeiro
grupo e 67% no segundo grupo. Porém, dentre os portadores de melanoma, 2 relatam
apresentar outros canceres, tais como cancer de cérebro, mama e linfoma.

A prevaléncia do melanoma em Missal é de 0.08%, sendo 0.03% no sexo
masculino e 0.05% no sexo feminino. A ocorréncia do melanoma é de 84/100 mil habitantes,
sendo 27/100 mil habitantes do sexo masculino e 57/100 mil habitantes do sexo feminino. A
presenca de pelo menos um critério clinico importante para o desenvolvimento do melanoma
hereditario neste grupo em Missal foi de 11% e quatro portadores de melanoma se
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enquadraram nos critérios de rastreamento de melanoma familiar, totalizando 44% da
amostra. O cancer de pele ndo melanoma ocorre em 1.708/100 mil habitantes, sendo 897/100
mil habitantes do sexo masculino e 811/100 mil habitantes do sexo feminino.

Na tabela 2 pode ser observado o perfil da populacdo de Missal (PR), incluindo
os portadores de melanoma e cancer de pele ndo melanoma, demonstrando idade, idade de
diagndstico do cancer de pele (melanoma e ndo melanoma), género e habito tabagista.

Tabela 2 - Perfil da populacéo de Missal. *Erro padrdo (Standard error).

Variavel Populagio total

Idade (anos) n %
30239 856 13%
40249 908 14%
50 a 59 1028 15%
Acima de 60 1617 24%
Total 6648 66%

Meédia 41.39+22 58SE10.27

Idade do diagnoéstico (Populagédo
cancer de pele ndo melanoma e

melanoma)
Nao definido 25 13%
20a29 10 5%
30a39 19 10%
40a49 36 19%
50a59 45 23%
Acima de 60 55 29%
Total 188
Média 51.71+15.65SE10.19
Género
Feminino com cancer de pele ndo
melanoma 85 48%
Masculino com cancer de pele ndo
melanoma 94 52%
Feminino com melanoma 6 67%
Masculino com melanoma 3 33%
Feminino total 3468 52%
Masculino total 3180 48%
Fumantes
Nao (populagdo total) 5519 83%
Sim (populagdo total) 1129 17%
Né&o (melanoma) 7 78%
Sim (melanoma) 2 22%
N&o (com cancer de pele ndo melanoma) 120 68%
Sim (com cancer de pele ndo melanoma) 59 32%
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A frequéncia de exposicdo solar e uso de protetor solar da populacdo total e dos

pacientes portadores de cancer de pele melanoma e ndo melanoma podem ser vistos no

gréfico 1.
Exposicdo solar Protetorsolar

5 dias/semana 5 dias/semana —

4 dias/semana 4 dias/zemana

3 dias/semana 3 dias/semana

2 dias/=emana 2 dias/zemana

1 dias/semana 1 dias/semana ‘

N&o se expde N &o utiliza

0% 10% 20% 30% 40% 50% 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%
M Populagiio total [l Capele 1 Mel

Gréafico 1 - Grafico da exposicao solar e da utilizacdo de protetor solar referente a populacao

de Missal, populacdo com populacdo com melanoma e a cancer de pele ndo melanoma.

Os graficos 2 a 5 demonstram os habitos de consumo da populacgdo total de Missal,
dos portadores de melanoma e de cancer de pele ndo melanoma, enfatizando a frequéncia do

consumo semanal. O grafico 6 mostra as formas de captagdo de agua para consumo.

Consumo de frutas Consumo de legumes e verduras
7 dias/semana 7 dias/semana
6 dias/semana 6 dias/semana
5 dias/semana 5 dias/semana
4 dias/semana 4 dias/semana
3 dias/semana 3 dias/semana
2 dias/semana 2 dias/semana

1 dias/semana

N&o consome

1 dias/semana

N&o consome

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%
Consumo de industrializados Consumo de embutidos

7 dias/semana : i 7 dias/semana

6 dias/semana 6 dias/semana

5 dias/semana 5 dias/semana

4 dias/semana 4 dias/semana

3 dias/semana 3 dias/semana

2 dias/semana 2 dias/semana

1 dias/semana 1 dias/semana

N&o consome N&o consome ‘ ‘ ‘ ‘
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

M Populagéo total [l Capele 1 Mel

Grafico 2 — Frequéncia semanal (em %) do consumo de frutas, industrializados,
legumes/verduras e embutidos declarados pela populacdo de Missal, PR, portadores de cancer
de pele ndo melanoma e melanoma.
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Consumo de carnes Consumo de doces

7 dias/semana - 7 dias/semana I
6 dias/semana 6 dias/semana
5 dias/semana 5 dias/semana
4 dias/semana 4 dias/semana
3 dias/semana — 3 dias/semana
2 dias/semana 2 dias/semana -
1 dias/semana 1 dias/semana
N&o consome | | N&o consome
0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%
Consumo de churrasco Consumo de frituras
7 dias/semana 7 dias/semana
6 dias/semana 6 dias/semana
:5 dias/semana 5 dias/semana
4 dias/semana 4 dias/semana
:3 dias/semana 3 dias/semana o
i2 dias/semana 2 dias/semana
il dias/semana 1 dias/semana
" NZo consome N&o consome
0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 10% 20% 30% 40% 50%

M Populagio total [l Capele B Mel

Gréfico 3 - Frequéncia semanal (em %) do consumo de carnes vermelhas, doces, churrasco e
frituras na populacéo de Missal, PR, portadores de cancer de pele ndo melanoma e melanoma.

Consumo de cha Consumo de chimarrdao
5 dias/semana 7 dias/semana
6 dias/semana
4 dias/semana =/
5 dias/semana
3 dias/semana 4 dias/semana
2 dias/semana 3dias/ semana
2 di
1 dias/semana ias/semana
1 dig/semana
N&o consome N3o consome
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 0% 20% 40% 60% 80% IOD%I

M Populagio total [l Capele B Mel

Gréfico 4 - Frequéncia semanal (em %) do consumo ch& de ervas e chimarrdo da populacéo
de Missal, PR, portadores de cancer de pele ndo melanoma e melanoma.
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Consumo de alcool

Alto
Medio §

Baixo

N3o consome

0% 10% 20% 30% 40% 50%  60%

B Populagio total i Capele B Mel

Gréfico 5 — Padrdo de consumo de bebidas alcodlicas pela populagdo de Missal (barra azul),
cancer de pele ndo melanoma (barra vermelha) e melanoma (barra alaranjada). Eixo “x”
representa a porcentagem e o eixo “Y” 0 padréo de consumo de alcool.

Captacdaode agua
N&o declarado

Sanepar

Poco

Caixa comunitaria

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

B Populagio total i Ca pele B Mel

Gréfico 6 — Tipos de captacdo de &gua para consumo pela populacdo de Missal (barra azul),
portadores de pele ndo melanoma (barra vermelha) e de melanoma (barra alaranjada).

A anélise descritiva completa dos dados disponibilizados no Sysgeo esta
disponibilizada na tabela 3.

48



Tabela 3 - Anélise descritiva dos dados disponibilizados no Sysgeo em 31/05/2020 em
namero absoluto e porcentagem nos grupos amostrados, sendo: Populagdo - todos o0s
individuos amostrados; Ca Pele - portadores de cancer de pele ndo melanoma; Mel -

portadores de melanoma.

Cancer de pele

Variavel PG nao melanoma elErmere
total (%0) (%) (%)
Urbano 70% 62% 67%
Local de residéncia | Rural 29% 37% 33%
N4o declarado 1% 1% 0%
A 19% 15% 22%
B 3% 2% 22%
Tipo sanguineo AB 2% 3% 11%
0] 22% 22% 22%
N4o declarado 55% 53% 22%
N&o consome 34% 18% 22%
1 dias/semana 9% 50 0%
2 dias/semana 9% 5% 0%
Chimarréio 3 dias/semana 11% 11% 0%
4 dias/semana 1% 4% 0%
5 dias/semana 0% 1% 0%
6 dias/semana 0% 0% 0%
7 dias/semana 37% 57% 78%
Néo consome 29% 15% 0%
1 dias/semana 26% 29% 11%
Cha 2 dias/semana 17% 23% 22%
3 dias/semana 4% 10% 0%
4 dias/semana 10% 2% 0%
5 dias/semana 13% 21% 67%
Né&o consome 50 4% 0%
1 dias/semana 9% 3% 0%
2 dias/semana 11% 7% 0%
Frutas 3 dias/semana 11% 9% 2204
4 dias/semana 7% 10% 2204
5 dias/semana 8% 4% 0%
6 dias/semana 5% 5% 11%
7 dias/semana 44% 57% 44%
Né&o consome 204 204 0%
Legumes e verduras L dias/semana 5% 3% 22%
2 dias/semana 6% 204 0%
3 dias/semana 8% 50 0%
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4 dias/semana 5% 4% 0%
5 dias/semana 7% 4% 11%
6 dias/semana 5% 8% 11%
7 dias/semana 59% 72% 56%
Né&o consome 33% 48% 56%
1 dias/semana 22% 22% 0%
2 dias/semana 12% 7% 11%
o 3 dias/semana 8% 7% 0%
Industrializados -
4 dias/semana 5% 4% 11%
5 dias/semana 4% 204 0%
6 dias/semana 2% 0% 0%
7 dias/semana 17% 11% 22%
Né&o consome 3% 3% 22%
1 dias/semana 5% 2% 0%
2 dias/semana 9% 12% 11%
3 dias/semana 16% 21% 11%
Carnes -
4 dias/semana 12% 13% 22%
5 dias/semana 11% 7% 0%
6 dias/semana 7% 11% 11%
7 dias/semana 37% 31% 22%
Né&o consome 16% 13% 22%
1 dias/semana 73% 79% 67%
2 dias/semana 8% 6% 0%
3 dias/semana 1% 0% 0%
Churrasco -
4 dias/semana 1% 2% 0%
5 dias/semana 0% 0% 0%
6 dias/semana 0% 0% 0%
7 dias/semana 1% 1% 11%
Né&o consome 25% 28% 22%
1 dias/semana 21% 28% 67%
2 dias/semana 15% 10% 0%
S 3 d?as/semana 12% 7% 0%
4 dias/semana 5% 6% 0%
5 dias/semana 5% 3% 0%
6 dias/semana 2% 2% 0%
7 dias/semana 14% 15% 11%
Né&o consome 14% 13% 22%
1 dias/semana 19% 26% 33%
2 dias/semana 14% 14% 22%
Doces -
3 dias/semana 13% 12% 11%
4 dias/semana 6% 6% 0%
5 dias/semana 7% 6% 0%
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6 dias/semana 4% 3% 0%
7 dias/semana 23% 19% 11%
Né&o consome 14% 19% 11%
1 dias/semana 31% 37% 33%
2 dias/semana 19% 19% 2204
3 dias/semana 12% 6% 0%
4 dias/semana 6% 3% 0%
Frituras :
5 dias/semana 506 506 0%
6 dias/semana 3% 0% 0%
7 dias/semana 10% 6% 33%
N4o se expoe 5% 9% 0%
1 dias/semana 37% 32% 33%
L 2 dias/semana 7% 8% 22%
Exposicéo solar -
3 dias/semana 4% 4% 11%
4 dias/semana 4% 3% 0%
5 dias/semana 43% 40% 33%
N&o utiliza 56% 27% 22%
1 dias/semana 11% 15% 22%
2 dias/semana 12% 11% 0%
Uso de protetor solar :
3 dias/semana 0% 1% 22%
4 dias/semana 7% 13% 11%
5 dias/semana 14% 33% 22%
Agricultor 9% 12% 11%
Aposentado 11% 24% 33%
Trabalho atual
Outros 71% 31% 33%
N&o declarado 9% 33% 22%
Agricultor 17% 32% 44%
Trabalho anterior Nao definido ou ndo teve 60% 46% 33%
Outros 24% 22% 22%
) Né&o 60% 27% 33%
Medicamentos -
Sim 40% 68% 67%
) N&o 44% 33% 0%
Parentes com cancer -
Sim 56% 67% 100%
) N&o 0% 4% 22%
Outro tipo de cancer -
Sim 0% 96% 78%
. . N&o 83% 68% 78%
Habito tabagista :
Sim 17% 32% 22%
N&o consome 56% 50% 56%
. Baixo 33% 38% 33%
Consumo etilico —
Médio 9% 12% 11%
Alto 1% 0% 0%
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Caixa comunitaria

26%

37%

33%

Poco

9%

7%

22%

Agua de consumo
Sanepar

57%

47%

44%

Nao declarado

8%

8%

0%

6.1 MARCADORES MOLECULARES

6.1.1 Sequenciamento de DNA

Dos 55 individuos amostrados, foi detectada apenas uma mutagcdo no gene

CDKN2A em 1 individuo pertencente ao grupo melanoma utilizando o iniciador CDKN2A.

Este individuo apresentou um SNP (Single nucleotide Polimorphism), sendo este uma

substituicdo de uma guanina por uma adenina na posicdo 436 (c.436G>A) o qual afeta 0 éxon
3 do gene CDKN2A trocando um Aspartato por uma Asparagina no codon 146
(p-Asp146Asn). N&o foram encontradas outras mutag0es nas demais amostras e em nenhum

dos outros iniciadores (figuras 6 e 7). Os demais alinhamentos podem ser conferidos no

apéndice deste trabalho.
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CDKN2A
Skin Cancer
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CDKN2A
Skin Cancer
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Mel SNP

CDKN2A
Skin Cancer
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Mel SNP

CDKN2A
Skin Cancer
Mel

Mel SNP

CDKN2ZA
Skin Cancer
Mel

Mel SNP

10 20 30 40 50 60 70
PSP [P P P I I TR [P PRI I I IR TPy [
CGCGATGCCTGGGGCCGTCTGCCCGTGGACCTGGCTGAGGAGCTGGGCCATCGCGATGTCGCACGGTACC

......................................................................

R I FETT FTTTS FTYY Uy ryrorosy [Puvepavey [Appave) [PRpQpupey IFpRpRpa) IFPRpR [FRPPRR IPaPam
TGCGCGCGGLCTGCGGGGGGCACCAGAGGCAGTAACCATGCCCGCATAGATGCCGCGGAAGGTCCCTCAGG

sesslececlacanlesanlosae]ananlanealacacloneclesac]anaclasac]acaalanascl
TGAGGACTGATGATCTGAGAATTTGTACCCTGAGAGCTTCCAAAGCTCAGAGCATTCATTTTCCAGCACA

sessleces]eveilecanlesaelacaelavanlacseleveclesae]aveclacaelacaalanasl
GAAAGTTCAGCCCGGGAGACCAGTCTCCGGTCTTGCCTCAGCTCACGCGCCAATCGGTGGGACGGCCTGA

N I O I T T T T ERERY PR PR P [ [P
GTCTCCCTATCGCCCTGCCCCGCCAGGGCGGCAAATGGGAARTAATCCCGARATGGACTTGCGCACGTGA

430 440
sesslecec]acenlanacls
GCCTAGACTGCGGAGCAATGA

Figura 6 - Alinhamento de consenso das sequéncias das amostras de cancer de pele nédo
melanoma (Skin Cancer) e melanoma (Mel) usando o primer CDKN2A mostrando um SNP
na posicdo 436, que afeta o exon 3 do gene CDKNZ2A, trocando um Aspartato por uma
Asparagina no codon 146 individuo com melanoma (Mel SNP). A sequencia de referéncia
gene CDKN2A é apresentado na primeira linha dos grupos (CDKN2A) e foi obtido no banco
de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1029).
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Figura 7 - Representacdo do resultado do comprimento de ondas do eletroferograma do
respectivo SNP.

Com relacdo ao iniciador 206, apenas as amostras do grupo controle
negativo amplificaram. Para o iniciador 450 uma amostra do controle negativo nao
amplificou, bem como 3 amostras do grupo melanoma. Para os iniciadores 763 e 927 todas as
amostras do grupo controle negativo e somente quatro amostras do grupo melanoma foram

amplificadas e para o iniciador 930 todos amplificaram menos 1 amostra do grupo melanoma.

6.1.1.1 Multiplex ligation-dependent probe amplification

As caracteristicas parciais dos individuos dos grupos melanoma, cancer de
pele ndo melanoma e controle negativo submetidos a técnica de MLPA estdo demonstradas no
quadro 3.

Alteragdes ndo foram observadas em 79,2% das amostras, 11,36%
apresentaram delecdes e 9,47% duplicacdes, estando estas indicadas no Quadro 4. Ressalta-se
que o grupo controle negativo ndo possui nenhuma alteracdo gendmica. Foram encontradas
107 mutacGes (63 duplicacdes e 44 dele¢des) no total, sendo 28,97% das duplicacdes e 21,5%
das delecdes no grupo cancer de pele ndo melanoma e 29,9% das duplicagdes e 19,63% das
delec¢des no grupo melanoma. Contudo, somente 30 delec¢des (17 no grupo melanoma e 13 no
grupo cancer de pele ndo melanoma) e 26 duplicacGes (16 cancer de pele ndo melanoma e 10
melanoma) sdo consideradas significativas (Figura 7 e 8). Ainda, dois dados inconclusivos
foram encontrados para a sonda CDKN2A-2- 391, sendo um no melanoma e um no cancer de
pele ndo melanoma. Dentre os individuos que apresentaram mais alteracdes, um individuo do

grupo cancer pele apresentou 15 mutacles e outro do grupo melanoma apresentou 22
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mutacdes. Quanto aos valores médios de todas as altera¢des encontradas, ndo houve diferenca

significativa entre os grupos melanoma e cancer de pele ndo melanoma (Tabela 4).
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Tabela 4 - Caracteristicas dos individuos e as varidveis dos grupos controle negativo, cancer de pele ndo melanoma (CPNM) e melanoma (mel).

Idade Cor da Tipo de trabalho Tipo de trabalho
Identificagdo (anos) Sexo Grupo Descendéncia Pele atual anterior
Montador de Ndo declarado ou
6 51 | Masculino | CPNM Italiana Branca moéveis nao tinha
Assistente técnico
12 40 | Feminino | CPNM Alema Branca Vendedor em agricultura
Ndo declarado ou
19 78 | Masculino | CPNM Alema Branca Aposentado nao tinha
29 70| Feminino | CPNM ltaliana Pardo Aposentado Agricultor(a)
Operador de Ndo declarado ou
33 58 | Masculino | CPNM Alem3/Indigena | Pardo Maquinas nao tinha
34 71| Masculino | CPNM Alem3 Branca Aposentado Agricultor(a)
15 58 | Feminino | Melanoma Polonés Branca Artesanato Agricultor(a)
Ndo declarado ou
61 80 | Masculino | Melanoma Holandés Branca Ndo declarado N3do tinha
70 53 | Feminino | Melanoma Alem3 Branca Aposentado Doméstico(a)
71 56 | Feminino | Melanoma Alem3 Branca Do lar Agricultor (a)
125 69 | Masculino | Melanoma Alem3 Branca Aposentado Agricultor(a)
Ndo declarado ou
180 65 | Feminino | Melanoma Alema Branca Do lar N3do tinha
143 49 | Masculino | Controle Nao declarado |Branca Agente Fiscal Agricultor(a)
Nao declarado ou
146 48 | Masculino | Controle Alema Branca Pecuarista Nao tinha
148 48 | Feminino |Controle Alem3 Branca Professor Agricultor(a)
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0,0 0,0 0,0 16,7 0,0 0,0 333 | 16,7 | 16,7 | 167 0,0 BE,7 0,0 0,0 0,0 a0
Total alteragdes 16,7 16,7 16,7 33,3 0,0 33,3 33,3 E3,3 0,0 0,0 16,7 BB, 7 333 0.0 15,7 0,0
Rielannen Alteraghes ﬂ!‘ﬂﬂr.!ﬁl! 16,7 16,7 16,7 16,7 0,0 16,7 0,0 50,0 0.0 a,0 16,7 50,0 0,0 0,0 0,0 0.0
Duplicaghes !'II'I“E.H'IHII 0.0 0,0 0.0 0,0 0.0 16,7 0,0 33.3 0.0 0,0 0,0 0.0 0,0 0,0 0,0 0.0
Delegfies significativas | 15,7 16,7 | 167 | 167 0,0 0,0 0,0 16,7 0,0 0,0 16,7 30 0,0 0,0 0,0 a0

Figura 9 - Quantidade percentual de pessoas que apresentam as altera¢fes nas sondas do MLPA.
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Tabela 5 - Valores médios de todas as alteracfes encontradas nos grupos melanoma e cancer
de pele nd&o melanoma*.

Cancer de pele
Melanoma nao melanoma

Média do total alteragdes 1,61 1,64
Media do total Duplicagdes 0,94 0,94
Média das duplicagdes significativas 0,30 0,45
Media do total Delecbes 0,63 0,63
Média das deleces significativas 0,51 0,39
Meédia dos dados inconclusivo 0,03 0,03

*N&o houveram diferencas significativas (p < 0.05) entre 0s grupos

Dentre as 27 sondas que hibridizaram no grupo portador de melanoma,
apenas 16 possuem alteracbes que foram consideradas significativas. Destas, 4 sondas
apresentaram alteragdes em pelo menos 50% dos portadores de melanoma, sendo elas CDK4-
7-400 (66,7%), CDK4_6_190nt (50%), CDKN2A-1-486 (50%) e CDKN2B-1-140 (50%).
Das 22 sondas que hibridizaram no grupo portador de cancer de pele ndo melanoma, 15
apresentaram alteracOes significativas e destas 5 sondas apresentaram alteracdes em pelo
menos 50% dos portadores de cancer de pele ndo melanoma, sendo elas CDK4-7-400 (50%),
CDKN2A-1-486 (50%), CDKN2B-1-140 (66,7%), CDK4-6-190 (66,7%) e MLLT3-2-202nt
(50%) (Figura 8).

No grupo melanoma, o individuo 71 apresenta 0 maior nimero de
alteracdes, com 73,33% das sondas que tiveram alteragdes na amostra populacional mutadas
neste individuo, sendo a maioria delecdes. Ainda, este individuo foi o Unico a apresentar
alteracdo em CDK4-4-357nt, CDK4-3-151nt, MTAP-5-440nt, MTAP-7-301nt, CDKN2A-4-
264nt, CDKN2A-4-283nt, CDKN2A-3-385, CDKN2A-3-256, CDKN2B-2-229 (Figura 7).

Relacionado ao grupo melanoma, o individuo 61 ndo apresentou nenhuma
mutacdo e 0 125 n&o apresentou nenhuma alteracdo considerada significativa (Figura 7).

Na sonda CDK4-7-400nt todos os individuos com cancer de pele nédo
melanoma apresentaram alteragOes, enquanto no melanoma dois ndo apresentam nenhuma
variacdo. Porém, dos quatro mutados no grupo melanoma, apenas uma mulher de
descendéncia polonesa apresentou duplicacdo, enquanto os demais sdo de descendéncia alema

e apresentaram delecéo (Figura 8, tabela 4).
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A sonda MLLT3 — 2 — 202nt apresentou-se alterada em 4 individuos
portadores de cancer de pele ndo melanoma e 3 individuos portadores de melanoma, sendo
visualizada apenas duplicacfes em ambos os grupos (Figura 8).

Alguns individuos do grupo melanoma apresentaram similaridade nas
mutacdes nas sondas CDK4-7-400nt, CDK4-6-190nt, MLLT3-2-202nt, CDKN2B-1-409,
sendo estes individuos do sexo feminino, com idade entre 50 a 65 anos, de ascendéncia alema.
Dois destes individuos possuem outros tipos de cancer como cérebro, mama e linfoma (Figura
8, tabela 4).

Observou-se também que individuos que possuem melanoma e que ndo séo
de ascendéncia alemd, possuem menos alteracfes em seus gendtipos. Por outro lado, ndo se
verificou diferencas em relacbes as ancestralidades entre os individuos do grupo céancer de
pele ndo melanoma (Figura 8, tabela 4).

Além disso, o individuo de origem polonesa possui algumas alteracdes que
sdo inversas as alteracGes dos individuos de origem alemd. Ou seja, onde este individuo
apresenta duplicaces, individuos de origem alemd possuem delecBes. Estas diferencas sao
encontradas nas sondas CDK4-7-400nt, CDK4-6-190nt, CDKN2A-2-391 e CDKN2A-1-486
(Figura 8, tabela 4).

Dentre os individuos que apresentaram mais alteragdes, um individuo do
grupo cancer pele apresentou 15 mutagfes e outro do grupo melanoma apresentou 22

mutacdes (Figura 8).

6.1.1.2 Analise dos questionarios dos grupos submetidos as analises moleculares por
MLPA

Na tabela 6 pode ser observado o perfil dos individuos submetidos a anélise de
MLPA, incluindo os individuos saudaveis, os portadores de melanoma e os portadores de
cancer de pele ndo melanoma, demonstrando idade, idade de diagnostico do cancer de pele
(melanoma e ndo melanoma), género e habito tabagista.

Os gréficos 7 a 11 demonstram os habitos de exposi¢do solar, uso de protetor
solar e consumo dos individuos saudaveis que pertencem ao grupo controle, bem como os dos
portadores de melanoma e de cancer de pele ndo melanoma, enfatizando a frequéncia do

consumo semanal.
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Tabela 6 - Perfil dos grupos controle negativo (que compreendem os individuos saudaveis), dos
portadores de melanoma e de cancer de pele ndo melanoma. * Erro padréo .

Variavel Controle negativo Melanoma Cancer de pele ndo melanoma Total
Idade (anos) n % n % n % n %
30a39 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
40a49 3 100% 0 0% 1 17% 4 27%
50a59 0 0% 3 50% 2 33% 5 33%
Acima de 60 0 0% 3 50% 3 50% 6 40%
Total 3 100% 6 100% 6 100% 15 100%
Média 48.33+0.47SE0.27 61.33+18.40SE7.51 63.66+17.86SE7.26 59.66+60.78SE115.69
Idade do
diagnéstico
Néo definido 2 33% 0 0% 2 17%
20a29 0 0% 1 17% 8%
30a39 0 0% 1 17% 1 8%
40a49 2 33% 0 0% 2 17%
50 a 59 2 33% 1 17% 3 25%
Acima de 60 0 0% 3 50% 3 25%
Total 6 6 12 100%
Média 30.16+28.34SE111.57 51.83+18.85SE7.69
Género
Feminino 1 25% 4 67% 2 33% 7 47%
Masculino 2 75% 2 33% 4 67%% 8 53%
Fumantes
Nao 3 100% 4 67% 4 67% 11 73%
Sim 0 0% 2 33% 2 33% 4 27%
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Exposicdo solar Uso de protetor solar

5 dias/semana 5 dias/semana
4 dias/semana — 4 dias/semana
3 dias/semana 3 dias/semana
2 dias/semana — 2 dias/semana
1 dias/semana 1 dias/semana [re—
N &o se exple N&o utiliza
0% 20% 40% 60% 80% 100% 120% 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

® Controle ™ Capele " Mel

Gréfico 7 - Exposicdo solar e uso do protetor solar dos grupos: individuos saudaveis
(Controle), com cancer de pele ndo melanoma (Ca pele) e melanoma (Mel).

Consumo de frutas Consumo de industrializados

7 dias/semana I 7 dias/semana ——]

6 dias/semana 6 dias/semana

5 dias/semana 5 dias/semana

4 dias/semana 4 dias/semana

3 dias/semana E 3 dias/semana

2 dias/semana 2 dias/semana

1 dias/semana 1 dias/semana

N&o consome N&o consome %—

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 0% 10% 20% 30% 40% 50% B60% 70%
Consumo de legumes e verduras Consumo de embutidos

7 dias/semana 7 dias/semana

& dias/semana [Fr— & dias/semana

5 dias/semana [r— 5 dias/semana

4 dias/semana 4 dias/semana

3 dias/semana  |— 3 dias/semana

2 dias/semana 2 dias/semana

1 dias/semana [r— 1 dias/semana

NEo consome e— N&o consome

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120% 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

B Controle ™ Capele = Mel

Gréfico 8 - Frequéncia semanal (em %) do consumo de frutas, produtos industrializados,
legumes e verduras e embutidos dos grupos: individuos saudaveis (Controle), com céancer de
pele ndo melanoma (Ca pele) e melanoma (Mel).
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7 dias/semana
6 dias/semana
5 dias/semana
4 dias/semana
3 dias/zemana
2 dias/semana
1 dias/semana

N&o consome

7 dias/semana
6 dias/semana
5 dias/semana
4 dias/semana
3 dias/semana
2 dias/semana
1 dias/semana
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e
[ [
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Consumo de doces
*
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| I
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7 dias/semana
6 dias/semana
5 dias/semana
4 dias/semana
3 dias/=emana
2 dias/semana
1 dias/semana

N&o consome

7 dias/semana
6 dias/semana
5 dias/semana
4 dias/semana
3 dias/semana
2 dias/semana
1 dias/semana
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Consumo de churrasco
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Gréfico 9 - Frequéncia semanal (em %) do consumo de carnes vermelhas, doces, churrasco e
frituras dos grupos: individuos saudaveis (Controle), com cancer de pele ndo melanoma (Ca
pele) e melanoma (Mel).

7 dias/semana
6 dias/semana
5 dias/semana
4 dias/semana
3dias/ semana
2 dias/semana
1 dig/semana

N&o consome

Consumo de chimarrdo

60%

80%

100% 120%

B Controle

5 dias/semana
4 dias/semana
3 dias/semana
2 dias/semana
1 dias/semana

N&o consome

B Capele

0%

Mel

Consumo de cha

20%

60%

80%

100%

120%

Gréfico 10 - Frequéncia semanal (em %) do consumo de chimarrdo e cha de ervas dos grupos:
individuos saudaveis (Controle), com cancer de pele ndo melanoma (Ca pele) e melanoma

(Mel).
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Consumo de agua

Mao declarado
Sanepar
Poco

Caixa comunitaria

0% 20% 40% 60% 80% 100%
M Populacio total [l Capele Mel

Gréfico 11 - Frequéncia semanal (em %) do consumo de &gua dos grupos: individuos
saudaveis (Controle), com cancer de pele ndo melanoma (Ca pele) e melanoma (Mel).

A analise descritiva completa dos dados disponibilizados no Sysgeo

relacionados ao grupos submetido ao MLPA esta disponibilizada na tabela 7 e 8.

Tabela 7 - Andlise descritiva dos dados disponibilizados no Sysgeo em 31/05/2020 em
nimero absoluto e porcentagem nos grupos amostrados: Individuos saudaveis (controle
negativo); portadores de cancer de pele ndo melanoma; portadores de melanoma.

o cSr:;Jr%(IJe Cfmcer e[zl Melanoma

Variaveis negativo | 120 mglanoma (%)

(%) e

Urbano 33% 83% 33%
Local de residéncia | Rural 67% 17% 67%
Né&o declarado 0% 0% 0%
A 33% 33% 33%
B 33% 0% 17%
Tipo sanguineo AB 0% 0% 17%
0 0% 17% 17%
N&o declarado 33% 50% 17%
N&o consome 0% 17% 0%
1 dias/semana 0% 0% 0%
Chimarrao 2 dias/semana 0% 0% 0%
3 dias/semana 0% 0% 0%
4 dias/semana 0% 0% 0%
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5 dias/semana 0% 0% 0%

6 dias/semana 0% 0% 0%

7 dias/semana 100% 83% 100%

N&o consome 0% 33% 0%

1 dias/semana 33% 17% 17%

Cha 2 dias/semana 0% 17% 33%

3 dias/semana 0% 0% 0%

4 dias/semana 33% 0% 0%

5 dias/semana 33% 33% 50%

N&o consome 0% 0% 0%

1 dias/semana 0% 17% 0%

2 dias/semana 0% 17% 0%

Erutas 3 dias/semana 33% 17% 33%

4 dias/semana 0% 0% 17%

5 dias/semana 0% 0% 0%

6 dias/semana 0% 0% 100%

7 dias/semana 67% 50% 33%

N&o consome 0% 17% 0%

1 dias/semana 0% 0% 17%

2 dias/semana 0% 0% 0%

3 dias/semana 0% 17% 0%
Legumes e verduras :

4 dias/semana 0% 0% 0%

5 dias/semana 0% 0% 17%

6 dias/semana 0% 0% 17%

7 dias/semana 100% 67% 50%

N&o consome 33% 67% 50%

1 dias/semana 67% 17% 0%

2 dias/semana 0% 0% 17%

o 3 dias/semana 0% 0% 0%
Industrializados -

4 dias/semana 0% 0% 17%

5 dias/semana 0% 0% 0%

6 dias/semana 0% 0% 0%

7 dias/semana 0% 17% 17%

N&o consome 0% 0% 17%

1 dias/semana 0% 0% 0%

2 dias/semana 0% 17% 17%

Carnes 3 dias/semana 33% 17% 17%

4 dias/semana 67% 17% 17%

5 dias/semana 0% 0% 0%

6 dias/semana 0% 0% 0%

7 dias/semana 0% 50% 33%

Churrasco N&o consome 0% 17% 17%
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1 dias/semana 100% 67% 67%
2 dias/semana 0% 0% 0%
3 dias/semana 0% 0% 0%
4 dias/semana 0% 17% 0%
5 dias/semana 0% 0% 0%
6 dias/semana 0% 0% 0%
7 dias/semana 0% 0% 17%
N&o consome 33% 33% 33%
1 dias/semana 33% 17% 33%
2 dias/semana 33% 17% 0%
SN 3 dias/semana 0% 17% 17%
4 dias/semana 0% 17% 0%
5 dias/semana 0% 0% 0%
6 dias/semana 0% 0% 0%
7 dias/semana 0% 0% 17%
N&o consome 0% 17% 17%
1 dias/semana 33% 33% 17%
2 dias/semana 0% 17% 33%
3 dias/semana 0% 0% 17%
Doces -
4 dias/semana 0% 0% 0%
5 dias/semana 0% 0% 0%
6 dias/semana 0% 0% 0%
7 dias/semana 67% 33% 17%
N&o consome 0% 33% 0%
1 dias/semana 67% 0% 33%
2 dias/semana 0% 50% 33%
3 dias/semana 0% 0% 0%
_ 4 dias/semana 0% 17% 0%
Frituras 5 dias/semana 0% 0% 0%
6 dias/semana 0% 0% 0%
7 dias/semana 33% 0% 33%
NAo se expde 0% 0% 0%
1 dias/semana 0% 0% 50%
Exposicio solar 2 dias/semana 0% 17% 0%
3 dias/semana 0% 17% 17%
4 dias/semana 0% 33% 0%
5 dias/semana 100% 33% 33%
Néo utiliza 0% 0% 0%
1 dias/semana 67% 0% 17%
Uso de protetor solar |2 dias/semana 0% 0% 0%
3 dias/semana 0% 17% 33%
4 dias/semana 0% 17% 17%
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5 dias/semana 33% 67% 33%

Agricultor 0% 0% 0%

Trabalho atual Aposentado 0% 50% 33%

Outros 100% 50% 50%

N&o declarado 0% 0% 17%

Agricultor 67% 50% 67%

Trabalho anterior | Ndo definido ou nio teve 33% 50% 17%

Outros 0% 0% 17%

Medicamentos Nao 33% 83% 33%

Sim 67% 17% 67%

Parente com cancer Nao 33% 17% 0%

Sim 67% 83% 100%

Outro tipo de cancer Nao 0% 100% 0%

Sim 0% 0% 100%

Habito tabagista Nao 100% o7% o7%

Sim 0% 33% 33%

N&o consome 67% 33% 50%

Consumo etilico Baixo 33% 33% 33%

Médio 0% 33% 17%

Alto 0% 0% 0%

Caixa comunitaria 26% 37% 33%

; Pogo 9% % 22%
Agua de consumo

Sanepar 57% 47% 44%

Né&o declarado 8% 8% 0%
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Tabela 8 - Relacdo em frequéncias e médias entre as variaveis e 0s grupos.

Cancer de pele

Variaveis ndo melanoma Melanoma
Idade 61.3+14.3° 63.5+10.0%
Género 4 (66.6%)" 2 (33.3%)"
Cor de pele 4 (66.6%)" 6 (100%”"
Exposicéo solar 3.83 (1.17)° 2.67 (1.97)°
Fumantes 2 (33.3%)" 2 (33.3%)"
Consumos

Legumes e verduras 52(3.0)° 5.5 (2.3)°
Frutas 45(2.8)° 5.0(1.9)°
Industrializados 1.3(2.8)°¢ 2.2(2.9)°¢
Carne vermelha 50(2.3)° 3.9(2.8)°¢
Churrasco 1.3 (1.4)¢ 1.8 (2.6) ¢
Embutidos 1.7 (1.6)° 202.7°
Doces 30(3.2)° 25(2.4)°
Frituras 1.7 (1.5)° 3.3(2.9)°

a — desvio padrao
b - Frequéncia

¢ - média de dias consumidos

6.1.2 Analise estatistica das variaveis do questionario do MLPA

Os dados das anélises de estatisticas realizados através do teste estatistico
SIMPER demonstraram que as varidveis possuiram uma variacdo de menos de 10% quando
realizada a comparacgdo entre os grupos. As porcentagens de contribuicbes mais relevantes
entre os grupos controle e melanoma resultaram em 8,131% para o tipo sanguineo; 6,621%
para idade do diagndstico e 5,918% para consumo de cha (Tabela 9). Para os grupos controle
e cancer de pele ndo melanoma foram: tipo sanguineo (7,97%), idade do diagndstico (7,38%)
e local de captacdo de agua (7,30%) (Tabela 10). E por ultimo, entre os grupos melanoma e

cancer de pele ndo melanoma as variaveis que mais contribuiram com a porcentagem foram o
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tipo sanguineo (8.131%), idade do diagnostico (6.621%) e consumo de ché de ervas (5.918%)

(Tabela 11).

Tabela 9 - Resultado do teste estatistico SIMPER demonstrando a relacdo de resultados de
taxa de contribuicdo gerados no programa Past entre grupo controle negativo (individuos

saudaveis) e portadores de melanoma.

Variaveis Contribuicédo %
Tipo sanguineo 8.131
Idade do diagnostico 6.621
Consumo de cha 5.918
Tipo de trabalho 4718
Consumo industrializados 4,701
Exposicao solar 4.505
Consumo de doces 4.5
Consumo de frituras 4.435
Consumo de carnes vermelhas 4.301
Consumo de embutidos 4.035
Trabalhos anteriores 3.64
Captacdo de agua 3.626
Consumo de alcool 3.599
Consumo de frutas 3.432
Consumo de legumes e verduras 3.333
Uso de protetor solar 2.914
Consumo de churrasco 2.866
Tipo de residéncia 2.759
Idade 2.725
Medicamento 2.525
Moradores de regides periféricas 2.481
Sexo 2.266
Consumo de chimarrdo 2.211
Plantacao residencial 2.077
Criagdo de animais 2.043
Ascendéncia 1.827
Fumantes 1.791
Outros tipos de cancer 1.368
Parentes com cancer 0.6512
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Tabela 10 - Resultado do teste estatistico SIMPER demonstrando a relacao de resultados de
taxa de contribuicdo gerados no programa Past entre grupo controle negativo (individuos
saudaveis) e cancer de pele ndo melanoma.

Variaveis Contribuicdo %
Tipo sanguineo 7.97
Idade do diagndstico 7.38
Captacdo de agua 7.307
Consumo de cha 5.498
Idade 5.443
Consumo de doces 5.256
Uso de protetor solar 5.032
Consumo de frituras 4.373
Tipo de trabalho 4.05
Consumo de alcool 3.578
Consumo de industrializados 3.577
Exposicao solar 3.541
Consumo de frutas 3.452
Consumo de embutidos 3.184
Trabalhos anteriores 2.742
Consumo de carnes vermelhas 2.735
Consumo de legumes e verduras 2.641
Plantacao residencial 2.529
Tipo de residéncia 2.521
Medicamento 2.518
Criagdo de animais 2.498
Consumo de chimarrdo 2.221
Moradores de regides periféricas 2.042
Ascendéncia 1.852
Sexo 1.82
Parente com cancer 1.572
Consumo de tabaco 1.336
Consumo de churrasco 1.331

Outro tipo de cancer 0




Tabela 11 - Resultado do teste estatistico SIMPER demonstrando a relacao de resultados de

taxa de contribuicdo gerados no programa Past entre o grupo melanoma e cancer de pele néo

melanoma.

Variaveis Contribuicéo %
Sangue 7.442
Idade do diagndstico 6.101
Protetor solar 5.169
Cha 5.039
Frituras 4.995
Industrializados 4.962
Trabalho atual 4.832
Exposigdo solar 4.675
Chimarrao 4511
Carnes vermelhas 4.391
Doces 4.272
Embutidos 4.169
Consumo de agua 3.711
Trabalhos anteriores 3.305
Residéncia 3.116
Frutas 3.052
Alcool 2.644
Idade 2.596
Churrasco 241
Legumes e verduras 2.368
Residéncia 2.211
Sexo 2.139
Animal 2.127
Plantacdo 2.115
Medicamento 1.885
Tabaco 1.772
Descendéncia 1.422
Parentes com cancer 1.38
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6.1.3 Testes de correlacdo MLPA x Questionario

Os resultados referentes aos testes de correlacéo entre as analises de MLPA
e 0s questiondrios estdo expressos no quadro 3. No grupo melanoma foi encontrada relacdo
significativa apenas entre consumo de churrasco, embutidos, legumes, verduras e frutas, com
0s genes CDK4, MLLT3 e CDKN2A e B. No grupo cancer de pele ndo melanoma foi
encontrada relacdo significativa entre consumo de frutas e industrializados, embutidos e

exposicdo solar com os genes CDK4 e CDKN2B (Tabela 12).
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Tabela 12 - Dados referentes aos resultados obtidos nos testes de correlacdes. Foram aceitos resultados apenas os resultados com p < 0.05

Nivel de
Grupo Genes Variavel significancia Coefic. de
(p <0.05) correlacéo
Melanoma CDK4_7_400nt Frutas 0.018 -0.89
Legumes e
CDK4_6_190nt verduras 0.001 -0.93
MLLT3_ 2 202nt Embutidos 0.031 -0.85
CDKN2A 1 342 Churrasco 0.001 0.93
CDKN2A 1 486 Consumo de frutas 0.038 -0.84
Legumes e
CDKN2B_1 409 Verduras 0.001 -0.93
Cancer de
pele ndo
melanoma CDK4_7_400nt Consumo de frutas 0.031 0.85
Industrializados 0.022 -0.88
CDKN2B_1 409 Exposigéo solar 0.018 0.89
Embutidos 0.049 0.81
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7 DISCUSSAO

O melanoma estd associado tanto as questdes genotipicas quanto as
fenotipicas (Geller e Annas, 2003; Arnold et al., 2013; Mangas et al., 2016; Schadendorf et
al., 2018) e populagdes caucasianas tendem a apresentar melanoma muito mais facilmente
que outras populacGes (Udayakumar et al., 2010). Isto se deve ao fato da populagédo
caucasoide apresentar uma pele menos provida de melanina, o que Ihe confere uma baixa
defesa contra raios ultravioletas UVA e UVB, principalmente UVB (Grigalavicius et al.,
2016). Por este motivo, em populagcdes com a pele mais escura a incidéncia de melanoma é
mais baixa (Brenner e Hearing, 2008).

No Brasil ja foi evidenciado que descendentes de europeus possuem maior
suscetibilidade ao melanoma, sendo isso mais nitido na regido sul do pais, que possui
populacbes com caracteristicas predominantemente europeias e onde os indices de melanoma
sd0 maiores que em outras regifes do pais (Naser, 2010; Bakos et al., 2011; Moreno et al.,
2012; Amancio e Nascimento, 2014; Steglich et al., 2015; Puig et al., 2016; Melo et al., 2019;
INCA, 2020). A incidéncia de melanoma de Missal € 6,5 vezes maior que a encontrada na
regido sul do Brasil e para o cancer de pele ndo melanoma incidéncia é 7,33 maior que a
encontrada para a mesma regido (presente trabalho, INCA, 2020).

Estes resultados estdo relacionados a casuistica, que € composta
predominantemente por descendentes de europeus, sendo notavel que poucos individuos da
populagdo com cancer de pele ndo melanoma se declaram descendentes de brasileiros e
nenhum dos individuos com melanoma possuem algum tipo de descendéncia brasileira,
apenas europeias. Esta realidade esta relacionada ao fato da cidade de Missal ser uma cidade
relativamente nova, com 56 anos de idade de fundacdo, e 0s seus pioneiros serem antigos
residentes do estado do Rio Grande do Sul, estado que abarcou um grande nimero de
imigrantes Europeus. Além disso, na época da sua colonizagdo Missal adotou uma politica
muito restrita, sendo permitido apenas individuos de origem alema e religido cat6lica como
cidadéos missalenses (Lunkes, 2005).

Individuos que possuem caracteristicas fenotipicas caucasianas e se expdem
ao sol tanto recreacionalmente quanto ocupacionalmente, sem nenhum tipo de protecéo tém o
risco mais elevado em desenvolver o melanoma (Thomas et al., 2010; Lomas et al., 2012;

Fartasch et al., 2012; Chang et al., 2014). Regides localizadas em baixas latitudes possuem
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maiores radiacOes solares que outras latitudes e a maior parte do Brasil esta localizada entre o
trépico de capricérnio e a linha de equador, o que consecutivamente Ihe confere um aspecto
de maior incidéncia solar (Correa, 2015). Apesar da regido sul do Brasil estar abaixo do
tropico de capricérnio, sendo considerada latitude média, a radiacdo solar atinge o seu pico
mais alto no verdo, desde a regido sul ao norte do pais (Correa, 2015).

Em Missal, além da maior parte da populacdo possuir caracteristicas
fenotipicas caucasianas, a maioria se expde diariamente ao sol e metade da populacdo néo
utiliza produtos fotoprotetores, sendo este um dos motivos do surgimento dos canceres
dermatoldgicos. Contudo, esta exposicdo ndo esta diretamente vinculada as atividades
ocupacionais. Outro fato que chama atencdo é que, apesar da economia do municipio basear-
se em agricultura e pecuaria, foi observado um baixo nimero de trabalhadores agricolas
atuais, pode estar atrelado a uma série de circunstancias, especialmente devido aos cadastros
terem sido realizados, em sua maioria, em perimetros urbanos.

Além da protecdo mediada pelo espessamento da pele, ha outro fator que
contribui contra a acdo dos raios UV, a melanizacdo da pele. A producdo de melanina e a
acumulacdo destas na epiderme, sdo controladas pela resposta da exposicdo a radiacdo UV.
AlteracGes e danos causadas pelos raios UV nessas vias, sao responsaveis pela inducdo ao
cancer de pele ndo melanoma, dentre eles o melanoma (Mitra et al., 2009; Schadendorf et al.,
2018).

De maneira geral, os individuos do sexo feminino estdo menos propensos a
desenvolverem o melanoma por uma série de questdes hormonais que implicam na protecao
contra 0 melanoma e na melhor sobrevida em estagios avancados. Apesar destas implicacGes
de protecdo ao cancer de pele melanoma, este nimero cresce em periodos reprodutivos até
aproximadamente os 50 anos e diminui consecutivamente com a vinda da menopausa (Strouse
et al.,, 2005; Roy et al., 2011). Por outro lado, individuos do sexo masculino estdo mais
propensos a desenvolverem o melanoma pelo fato da testosterona ser um horménio de
potencial estresse oxidativo (Arjen et al., 2010).

Ao depararmos com os dados de géneros da nossa pesquisa com outros
estudos relacionados ao melanoma, observamos que na nossa amostragem, além de termos o
género predominantemente feminino, o nimero de individuos do sexo feminino foi superior
ao numero de individuos do mesmo sexo de outras pesquisas realizadas na regido sul do
Brasil (Bakos et al., 2011; Moreno, 2011; Naser, 2011). Esta proporcdo ocorre de maneira

similar em apenas alguns lugares da Europa. Paises que ficam ao leste da Europa, com a
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excecdo da Austria, possuem uma maior taxa de melanoma no sexo feminino. Por outro lado,
paises que se concentram ao leste da Europa, a taxa de melanoma € maior no sexo masculino.
Além desta diferenca na Europa, a maior ocorréncia do melanoma no sexo masculino também
acontece em outros continentes como a Oceania e a América do Norte (Forsea et al., 2012;
Wau et al., 2015; GLOBOCAN, 2020).

A comparacao de idade de diagnoéstico do presente estudo com os dados da
populacdo com melanoma descrita na literatura brasileira nos mostra que a média de idade de
diagnostico, 47 anos, estd mais proxima da média de um estudo realizado no estado do Rio
Grande do Sul (Carvalho et al., 2004) e um pouco abaixo da meédia de outros estudos
realizados nos estados de Santa Catarina (50.6 anos) e S&o Paulo (51.7 anos) (Moreno et al.,
2011; Luiz et al., 2012). Ainda, no Rio Grande do Sul foi evidenciado que 16% dos
portadores de melanoma possui pelo menos um critério clinico para melanoma hereditéario,
enquanto que em Missal foi evidenciado 11% dos portadores de melanoma com estas
caracteristicas e a média mundial é de 10% (Carvalho et al., 2004; Winship e Dudding, 2008;
Gabree et al., 2014; Potrony et al., 2015).

O principal gene protagonista do melanoma familiar € o0 CDKN2A o qual
esta presente em pelo menos de 20% — 40% das familias com dois ou mais membros afetados
(Souza et al., 2016), contudo ressalta-se que 0 melanoma é uma doenca multifatorial e apenas
cerca de 10% a 15% de todos os casos de melanoma sdo de carater hereditario (Goldstein et
al., 2007; Leachman et al., 2009; Avila, 2010; Avila et al., 2014; Potrony et al., 2015; Tucker
et al., 2018; Davis et al., 2018), demonstrando a importancia ambiental na determinacdo da
maioria dos casos.

No presente estudo, 44% dos portadores de melanoma se encaixam no
critério de inclusdo de rastreamento de melanoma familiar, tendo como idade de diagnéstico
de melanoma abaixo ou igual a 40 anos de idade. Se considerado apenas individuos que
possuem familiares afetados pelo melanoma a frequéncia passa a ser de 11%, estando dentro
na media normalmente encontrada (Carvalho et al., 2004; Winship e Dudding, 2008; Gabree
et al., 2014; Potrony et al., 2015). Para Australia, Espanha e Reino Unido a probabilidade de
se detectar uma mutagdo em pessoas com histérico familiar (>2 parentes afetados) é 25%,
com trés ou mais melanomas primarios € 29% ou mais de um melanoma primario que
também tenha outros parentes afetados € de 27% (Harland et al., 2014). No presente estudo,

dos nove portadores de melanoma analisados, apenas um apresentou uma variante de
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significado incerto no gene CDKN2A (1/9 = 11,11% da amostra), portanto abaixo da média
esperada de 20-40%.

O paciente portador da mutacdo pontual no CDKN2A é do sexo masculino,
possui ascendéncia alema, cor de pele branca, ndo tabagista, nao etilista, € morador de zona
rural, realiza plantio e criagdo de animais, ndo tem ou ndo definiu trabalhos anteriores, se
expde ao sol a0 menos 5 dias por semana e realiza o uso de fotoprotetor ao menos um dia por
semana. A idade de diagnostico deste paciente é de 40 anos e apresenta familiares portadores
de cancer de pele, ndo sendo especificado se estes parentes possuem cancer de pele melanoma
ou ndao melanoma. De maneira geral, a idade média de diagnéstico do primeiro melanoma é
um fator intimamente relacionado a frequéncia de mutagdes no CDKN2A na Europa,
Australia e Estados Unidos da América, havendo um decréscimo na frequéncia com o
aumento da idade média de diagnostico do melanoma (Goldstein et al., 2007; revisado por
Avila 2010).

A mutacdo evidenciada no presente trabalho é um SNP e se refere a uma
troca da base guanina por uma adenina na posicio de 436 (c.436G>A),
chr9:21970923 (GRCh38.p12). Isso implica na troca do aminoacido acido aspartico (ASP)
pela asparagina (ASN) no codon 146 (p.Aspl46Asn). Dentro das descricbes dadas pelo
NCBI, esta mutacdo € considerada como mutacdo germinativa e relacionada ao melanoma
hereditario cutaneo, porém com significancia clinica incerta (Nykamp et al., 2017). Portanto,
como ndo ha muitas informacdes sobre esta mutacdo na literatura, € interessante que haja uma
rastreabilidade desta mutacdo em individuos considerados parentes de primeiro, segundo e até
terceiro grau deste individuo para saber mais sobre a penetrancia desta mutacdo e suas
caracteristicas mendelianas.

A primeira mutacdo germinativa descrita com significado clinico em regido
ndo codificadora do gene CDKN2A e a primeira evidéncia direta de regides ndo codificadoras
na suscetibilidade ao melanoma, é a mutacdo c.34 G>T, localizada no exon lo. Estudos em
células e tecidos de cultivo demonstraram consequéncias funcionais e a consecutiva
diminuicdo da expressdo da proteina p16 (Liu et al., 1999). A primeira evidéncia encontrada
dessa mutagcdo foi em pacientes ingleses (Liu et al., 1999) e no Brasil também foram
encontradas evidéncias desta mutagdo em pacientes ascendentes de europeus (Prolla et al.,
2008; Puig et al., 2016). Porem no presente trabalho esta mutagdo néo foi evidenciada.

Dentre as outras variantes encontradas no Brasil e que também néo foram

evidenciadas no presente trabalho esta a p.P48T que leva a uma alteracdo da proteina p16 cuja
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funcdo fica impossibilitada de ser exercida. Isto acontece porque ha uma troca de citosina (C)
por adenina (A) na sequencia CCG por ACG levando a uma substituicdo do aminodcido
prolina pela treonina (Huber e Ramos, 2006). Além disso, esta muta¢do ocorre no éxon lo
afetando apenas a proteina p16 mais precisamente na primeira parte da repeticdo de anquirina
localizagcdo muito importante para a atividade inibitoria da p16 em relagdo a proteina CDK4
(Lilischkis et al., 1996). A maioria das variantes relacionadas a p.P48T foram encontradas em
familias de ascendéncia italiana (Della Torre et al., 2001; Mantelli et al., 2002). No Brasil,
Huber e Ramos (2006) encontraram esta mesma mutacdo em um paciente com melanoma
com ascendéncia de italianos indicando um possivel hotspot. Ainda, no maior estudo
realizado na América Latina relacionado ao melanoma familiar envolvendo as cidades de
Porto Alegre e Sdo Paulo e outros paises da América Latina, esta mutacdo foi encontrada em
4 familias, uma delas ascendente de italianos sugerindo um possivel efeito fundador (Puig et
al., 2016).

Outra variante mais comumente encontrada em popula¢ées com melanoma
hereditario é a p.A148T, localizada no éxon 3 e codifica o transcrito p16. Esta mutacédo leva a
substituicdo da base guanina (G) pela adenina (A) (GCG /ACG) trocando o aminoacido
alanina pela treonina (Bakos et al., 2011). Esta é uma muta¢do muito controversa quanto a sua
penetrancia e o seu valor significativo clinico (Lilischkis et al., 1996; Bertram et al., 2002;
Debniak et al., 2005) e se mostrou mais comum em alguns paises da Europa onde foram
encontrados pacientes com suscetibilidade ao melanoma (Ruiz et al., 1999; Debniak et al.,
2005; Mangas et al., 2016), além de ser a mais comum na regido sul do Brasil (Bakos et al.,
2011), porem também ndo foi evidenciada no presente trabalho.

Além destas, outra mutacdo frequente ocorrendo em diferentes paises como
Italia, Estados Unidos, Australia, Franca, Israel, Espanha e Uruguai é a p.Glyl01Trp
(Hussussian et al., 1994; Soufir et al., 1998; Holland et al., 1999; Ruiz et al., 1999; Ciotti et
al., 2000; Youl et al., 2002; Betti et al., 2016). Esta mutacdo acomete o cddon101 do éxon 2,
afetando tanto a proteina p1l6 quanto a pl14 visto que ambas compartilham o mesmo éxon. A
mutacdo p.Gly101Trp ocorre por conta de uma substituicdo de uma guanina por uma timina
(GGG por TGG) o qual leva a substituicdo da Glicina pelo Triptofano na proteina p16 e na
proteina p14 ocorre a substituicdo da guanina por uma timina (CGG por CTG) trocando uma
Arginina por uma Leucina (Ciotti et al., 2000).

Porém, destaca-se ainda que as mutagdes mais prevalentes e a penetrancia

das variantes do gene CDKN2A em familias de alto risco varia de acordo com a localizagdo
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geogréfica, sendo maiores em localizages com maiores incidéncias de IUV (irradiaces
ultravioletas) (Bishop et al., 2002; Soura et al., 2016; Rossi et al., 2019). Na Europa, a
mutagdo ¢.225 243dell9 é a mais prevalente (18 dos 89 individuos analisados = 20,22%),
sequida pela p.R112_L113insR (11dos 89 individuos analisados = 12,36 %) e p.G101W (10
dos 89 individuos analisados = 11, 24%). Na Australia as mutagdes p.M531 (5 de 32
individuos analisados = 15,63%); p.R24P , p.L32P , c.IVS2-105A .G (todas totalizando 3 de
29 individuos analisados = 10,34%) e na América do Norte as muta¢des c.-34G T (5 de 29
individuos analisados = 17, 24%), p.G101W (4 de 29 individuos analisados = 13,8%),
p.vV126D (4 de 29 individuos analisados = 13,8%) sdo as mais frequentes (Goldstein et al.,
2007). Ainda, na Italia as variantes p.G23S, p.A36T, p.A60V, p.R80, p.R24P relacionadas ao
CDKN2A foram detectadas em 6/16 (37,5%) de pacientes com melanoma primario multiplo
com historico familiar (Casula et al., 2019).

Portanto, a Unica variante encontrada no presente estudo difere das relatadas
para individuos do Brasil associadas ao gene CDKN2A (Huber e Ramos, 2006; Avila 2010,
Bakos et al., 2011; Avila et al., 2014; Puig et al., 2016) e tampouco esta entre as mais comuns
encontradas nos diferentes paises e continentes, indicando que o padrdo de colonizagdo do
Municipio ndo € o fator determinante para o surgimento do melanoma familiar em Missal.
Vale ressaltar que o iniciador 206 apenas amplificou as sequéncias de interesse para 0 grupo
controle negativo e ndo para o grupo melanoma e os iniciadores 763 e 927 se mostraram
efetivos apenas para o grupo controle negativo e quatro individuos do grupo melanoma. Isto
pode ocorrer por alguns fatores como: delecdo em homozigose; falta de qualidade do DNA
extraido dos individuos com melanoma; baixa quantidade de material genético e/ou mutacao
nos sitios de ligacGes dos iniciadores. Contudo, como os demais iniciadores amplificaram

para todos 0s grupos, descartamos as trés primeiras possibilidades.

Além do melanoma, individuos com melanoma familiar possuem o risco de
desenvolver outros tipos de canceres, tais como o cancer de mama, pancreas e cérebro (Borg
et al., 2000; Soura et al., 2016). Varios estudos demonstram o envolvimento de genes,
membros de familia e individuos com melanoma associados ao aumento da propensdo do
cancer de mama e do sistema nervoso central (Borg et al., 2000; D¢bniak et al., 2005; Potrony
et al., 2014; Soura et al., 2016; Leachman et al., 2017). Alguns individuos do nosso estudo
desenvolveram outros tipos de canceres desde a constatagdo do melanoma. Um individuo
desenvolveu céncer de cérebro e outro individuo cancer de mama e linfoma. Além de ambos

os individuos possuirem parentes com algum tipo de cancer.
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Portanto, a anélise de MLPA foi efetuada para avaliar se outros genes
poderiam estar envolvidos no surgimento do melanoma na populagéo analisada. Além do
CDKN2A, foram encontradas grandes alteracdes (duplicaces ou dele¢des) em MLLT, MIR,
MTAP e PTEN tanto em individuos portadores de melanoma como em portadores de cancer
de pele ndo melanoma, ndo havendo nenhuma alteracdo em individuos saudaveis. O gene
MIR31 (Micro RNA 31) esté localizado no cromossomo 9p21.3 e codifica 0 micro RNA 31.
Este micro RNA pode atuar tanto como oncomicro RNA quanto micro RNA supressor
tumoral de tumores especificos (Asangani et al., 2012). Este microRNA pode estar
superexpresso em alguns tipos de tumores, como por exemplo: carcinomas de pulméo, do
colorretal, cabeca e pescoco. Enquanto que pode estar expresso em baixos niveis como
acontece no caso do melanoma e em outras doencas malignas (Bandrés et al., 2006; Valastyan
et al., 2010; Asangani et al., 2012). O MTAP (5-Methylthioadenosine phosphorylase) € um
gene localizado no cromossomo 9p21 responsavel por metabolizar a methylthioadenosina
(MTA) em adenina e metionina. Este gene esta relacionado a diversos tipos de tumores
devido a sua proximidade com o gene CDKN2A. Tumores estes gque sdo glioblastoma, cancer
do pancreas, melanoma e entre outros (Mavrakis et al., 2016). J& o gene PTEN (Phosphatase
and Tensin homolog) € um supressor tumoral que abrange varios tipos de tumores malignos
incluindo o cancer de mama, de tireoide, gliobastomas, prostata e inclusive melanoma. A
funcdo deste gene é auxiliar na regulacdo do ciclo celular e é considerado um supressor tumor
por conta do bloqueio de sua funcionalidade a partir de mutacdes (Aguissa-Touré et al.,
2011). O gene MLLT3 (Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated to, 3) é
um proto-oncogene, possui mais de 100kb, localizado no cromossomo 9p21.3 codifica a
proteina AF9. E responsavel por alguns processos bioldgicos celulares como diferenciagio
celular, especificacdo celular autbnoma e no desenvolvimento do sistema nervoso. Este gene
guando alterado, normalmente esta relacionado a céanceres do sistema circulatério como
linfoma e leucemia (Pina et al., 2008; VVogel et al., 2009; Bdttner et al., 2010; Kawashima et
al., 2013; Hiroki et al., 2019).

Contudo, apesar de grandes alteracdes (duplicagdes ou delecdes) terem sido
evidenciadas por MLPA, ndo foi possivel verificar nenhum marcador efetivo para o
melanoma, pois as alteragdes ocorreram tanto no grupo melanoma quanto no grupo cancer de
pele ndo melanoma. Apesar dos genes amplificados acometerem ambos os canceres, algumas

alteracOes se diferenciaram das outras. Isto pode explicar a ocorréncia de melanoma em uns
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individuos e o cancer de pele ndo melanoma em outros, além de indicar uma heranca
poligénica no surgimento destes canceres dermatoldgicos em Missal.

Estas alteracdes evidenciadas pelo MLPA sdo CNVs (Copy number
varations), que englobam alteracbes na estrutura do DNA que podem ser tanto por
duplicacdes quanto por delecdes (ganhos ou perdas). Muito pouco se sabe sobre CNVs
relacionados ao melanoma. Alguns poucos estudos identificaram CNVs em individuos
propensos ao melanoma (Carvalho et al., 2016; Shi et al., 2016; Dalmasso e Ghiorzo, 2020).
Yang et al (2012), identificaram uma duplicacdo no cromossomo 4g13 em uma familia. Esta
duplicacdo esta relacionada a diversos genes relacionados as familias de quimiocinas CXC.
Além disso, foi descrito também como um gene com potencial caracteristica tumorigénica
(Yang et al., 2012).

Carvalho et al. (2016), realizaram uma pesquisa em um grupo de individuos
brasileiros em busca de CNVs relacionados ao melanoma hereditario e encontraram 10
mutacdes raras em 9 pacientes, onde a sua grande maioria possui caracteristica de duplicacao,
além de ter encontrado CNVs em genes ja& muito conhecidos na doenca como CDK4,
CDKN2A e MITF (Carvalho, 2016). Shi et al (2016) encontrou resultados semelhantes em
sua coorte apenas diferindo no grupo de genes raros relacionados ao melanoma (Shi et al.,
2016).

Na presente pesquisa, foi encontrada 1 mutacdo em um gene sobre o qual
ndo se tem muita informacdo na literatura e 1 mutacdo considerada rara para 0 melanoma.
Interessantemente, o individuo que apresentou estas mutagdes raras além das mais conhecidas
como 0 CDKN2A, CDK4 e MTAP , também possui outros tipos de canceres, como o linfoma
e mama.

Em relacdo a estratégia de separacdo da populacdo em trés grupos, sendo:
individuos grupo controle (saudaveis), individuos com céancer de pele ndo melanoma e
melanoma. Foi adotada porque existe uma ampla variacdo nos genes e patogenicidade dos
mesmos quando relacionados ao surgimento do melanoma nas diferentes populagdes
estudadas mundialmente, sendo necessario conhecer a variacao local.

Ao analisar a associagdo entre os fatores socio-biologicos e grandes
alteracdes gendmicas para a determinacdo do cancer melanoma em Missal ficou nitido que
cada um dos fatores, separados, contribui menos de 10% para o surgimento desta patologia na

populacédo, tais como 8,131% para o tipo sanguineo, 6,621% para idade do diagnostico e
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5,918% para consumo de ch& se comparado a populacdo sauddvel com a portadora de
melanoma. Portanto, o surgimento de melanoma em Missal de fato é multifatorial.

Pesquisas sobre a associacdo dos fatores ABO com doencas, sejam elas
hemostéaticas ou outras, vém abrindo um horizonte de descobertas acerca desta relagdo. Os
mecanismos que envolvem a relagdo entre 0s grupos sanguineos ABO e o cancer, ainda é um
assunto muito pouco compreendido e um problema a ser pesquisado. Apesar disso, algumas
hipdteses vém sendo discutidos acerca deste assunto. Uma delas € a desregulacdo da atividade
enzimatica da glycosyltransferase que esta especificamente envolvida no processo de adesdo
intracelular, na sinalizagdo da membrana celular assim como na resposta imune (Hakomori,
2001; Rummel e Ellsworth, 2016; Groot et al., 2020).

Existem alguns grupos sanguineos que estdo mais suscetiveis a
determinados tipos de cancer. Por exemplo, em varios estudos envolvendo o cancer de
pancreas foi demonstrado que o sangue do tipo O estd menos relacionado com esse tipo de
cancer que outros grupos (Wolpin et al., 2009; lodice et al., 2010; Risch et al., 2013; Zhang et
al., 2014). Outro cancer que também pode estar associado a fatores sanguineos é o cancer de
mama. Em alguns estudos foram notados que individuos que possuem o tipo sanguineo A
tendem a maiores riscos de desenvolverem este tipo de cancer quando relacionados aos outros
tipos sanguineos. Além de terem sidos observados maiores taxas de sobrevidas e de
progndsticos em individuos com o tipo O. Também foram vistos relacbes de tipos sanguineos
em outros tipos de canceres como o do sistema respiratorio, do trato urinario, gastrico, entre
outros (Gwin et al., 1994; Kaffenberger et al., 2012; Zhang et al., 2014; Duell et al., 2015).

Novamente, poucos estudos relacionados a fatores sanguineos ligados ao
cancer de pele ndo melanoma foram encontrados na literatura. Além de poucas pesquisas,
foram encontrados dados conflitantes acerca deste tema. Segundo Vincenzo et al. (2011), em
uma pesquisa realizada na Europa envolvendo 445 pacientes de diferentes tipos sanguineos
com melanoma e 38321 individuos controle demonstrou que individuos com fator O- estavam
ligeiramente mais propensos a desenvolverem melanoma que outros tipos sanguineos
(Vincenzo et al., 2011). Porém, em pesquisa mais recente, Chang et al. (2014) demonstrou em
seu estudo realizado na China com 482 individuos portadores de melanoma e 3068 individuos
controle com o tipo sanguineo A estavam mais suscetiveis ao melanoma e ainda com alto
risco a desenvolverem metéstase desta doenca. (Chang et al., 2014) Em estudos relacionados
ao cancer de pele ndo melanoma, Xie et al. (2010) demonstraram que individuos com cancer

de pele ndo melanoma e com tipo sanguineo ndo relacionado ao O estavam menos sujeitos a
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susceptibilidade ao cancer de pele ndo melanoma (Xie et al., 2010). Porém, por outro lado,
Cihan et al. (2013) em sua pesquisa observaram que individuos com fator A estavam mais
sujeitos a este tipo de cancer (Cihan et al., 2013). Para a populacdo analisada no presente
trabalho, 22% dos portadores de melanoma apresenta sangue do tipo A, contra 16% dos
pacientes com cancer de pele ndo melanoma. Contudo, ressalta-se que a maior parte da
populacdo ndo conhece o0 seu tipo sanguineo ou ndo declarou, ndo sendo possivel chegar a
uma conclusdo efetiva sobre a influéncia do tipo sanguineo e o surgimento de cancer
dermatolégico na populacéo.

De uns anos pra c4, dietas derivadas de vegetais e frutas tém tomado
atencdo voltada a prevencgdo ao cancer por conta dos seus fatores anti-inflamatérios, processos
imunomodulatorios e propriedades anti-oxidantes. De fato, alguns deles tém chamado a
atencdo pelo fato do seu grande valor nutricional ter caracteristicas fotoprotetivas como por
exemplo, o cha verde (Hardy e Tollefsbol, 2011; Sung et al., 2011; Wang et al., 2019). O ch&
verde é considerado como um composto rico em cateninas que sdo comumente denominados
como polifenodis. As maiorias das cateninas encontradas no cha verde sdo: a epicatenina,
epigalocatequina, epicatenina-3-galato e a epigalocatequina-3-galato. Estas substancias
possuem caracteristicas anti-inflamatorias e antioxidantes que sdo compostos de poder
anticarcinogénico (Katiyar et al., 2007). A maior parte da populacdo de Missal ndo tem o
habito de consumir cha de ervas nenhuma vez na semana (29%), habito este que é relatado
por 66% dos portadores de melanoma, com consumo em pelo menos 5 dias na semana, contra
21% dos portadores de cancer de pele ndo melanoma nesta mesma frequéncia.

Além do ch4, estudos realizados com a erva-mate (llex paraguariensis) tém
demonstrado resultados positivos com relacdo a inibicdo de processos tumorigénicos in vitro
(Mejia et al., 2010). Isso se deve aos compostos nutritivos 0s quais compdem esta planta
como derivados de cafedis, aminoacidos, flavonoides, minerais e vitaminas (Pomi-lio et al.,
2002; Zaporozhets et al., 2004 ; Bastos et al., 2007). A maior parte da populagdo de Missal
consome a erva-mate diariamente, tanto individuos saudaveis quanto portadores de cancer de
pele melanoma e ndo melanoma, ndo sendo observada correlacdo entre efeito protetor ou
indutor cancerigeno do consumo de chimarrdo nesta populacéo.

Porém, foram evidenciadas correlacbes entre outros habitos como
influenciadores genéticos. No grupo melanoma, verificou-se que o consumo de frutas e
legumes e verduras tiveram caracteristicas de fatores protetores associados aos genes CDK4,

CDKN2A e CDKN2B que estdo ligados diretamente ao surgimento do melanoma. Ja no

83



grupo cancer de pele ndo melanoma, foi evidenciado que a exposicao solar influencia o gene
CDKNZ2B, estando relacionada com surgimento deste tipo de cancer.

A dieta € um fator importante e que vem chamando a atencdo de
pesquisadores em relacdo ao cancer desde a década de 1950. Em uma pesquisa com células
cancerigenas, Warburg (1950) evidenciou que as células malignas sdo capazes de, mesmo na
presenca do Oy, reprogramarem a metabolizacdo de glicose e a producdo da sua energia e
quando estas células estdo desprovidas de oxigénio, elas sdo capazes de ativar vias
secundarias para resolver estes tipos de impasses. Este fendmeno é denominado de Efeito
Warburg. Portanto, o consumo exagerado de produtos que possuem um indice elevado de
glicose, como os doces, sdo capazes de favorecerem na promog&o e na agressao dos tumores
malignos (Wahdan-Alaswad et al., 2013; McDonald et al., 2017; Seleit et al., 2017). Além do
consumo de doces, também h& evidéncias de que o consumo de comidas industrializadas,
embutidos, carnes vermelhas e churrasco também estejam envolvido no processo de
tumorigenese, tal como parcialmente observado no presente trabalho (Mathers et al., 2010;
Freitas et al., 2015; Ma et al., 2018; Magalhdes et al., 2019). Isso acontece porque alguns
alimentos podem induzir alteracGes genéticas e epigenéticas que podem contribuir com
fatores de protecdo ou elevar os riscos de cancer, tais como o melanoma e o cancer de pele
ndo melanoma (Jensen et al., 2010; Mathers et al., 2010; Tong e Young, 2014; Katta e
Brown, 2015; Freitas et al., 2015; Sreedhar e Zhao, 2018).

Dietas ricas em frutas, legumes e verduras podem contribuir com a
diminuicdo do risco de melanoma, tal como observado no presente estudo. Isso acontece
porque estes alimentos assim sdo ricos em agentes antioxidantes e anti-inflamatérios (Tong e
Young, 2014; Sreedhar e Zhao, 2018; Magalhdes et al., 2019). Além disso, algumas
moléculas presentes nestes alimentos exercem funcBes importantes como a recuperacdo da
homeostase bioguimica celular que incluem desde inducBes a apoptose, regulacdes do ciclo
celular, inibicdo do estresse oxidativo, inibicdo da angiogenese, até a transducdo de sinais,
impedindo a progressdo da célula cancerosa (Yang et al.,, 2009). Um exemplo de
componentes que sdo importantes no processo de protecdo antitumoral sdo as vitaminas e
minerais (Mathers et al., 2010). As vitaminas possuem fun¢des essenciais que estdo ligadas a
sua estrutura e atividade biogquimica. Dessa maneira, podem exercer funcbes tanto de
cofatores de enzimas quanto agentes antioxidantes ou mesmo como hormonios regulando
expressao génica (Olson, 1996). Alguns estudos demonstram que a ingestdo de vitamina A

pode ser benéfico reduzindo a atividade tumoral (Asgari et al., 2012). Isso se deve porque a
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vitamina A esta envolvida em multiplos processos fisioldgicos, que incluem desde a
diferenciacdo celular até a morte celular, atuando também na inibicdo da proliferacdo de
células malignas (Fenech e Ferguson, 2001).

Para a populacdo de Missal foi evidenciado que frutas e legumes/verduras
sdo consumidos pela maior parte da populacdo diariamente, sendo 44 e 59%, respectivamente.
Mas ndo foi avaliado a quantidade consumida diariamente, sendo que para a prevengao do
cancer ¢ recomendado um consumo de, no minimo, 600g de frutas, legumes e verduras
diariamente, o que equivale a 5 por¢des de cada grupo (WCRF, 2018).

Ainda, no presente trabalho, para o gene CDK4 no grupo céancer de pele néo
melanoma, o consumo de frutas aparece como um indutor de danos no material genético,
enguanto o consumo de produtos industrializado aparece com um efeito protetor relacionado.
Contudo, ressalta-se que estas informac6es estdo relacionadas aos habitos alimentares atuais
de pacientes oncologicos, ou seja, apds diagnostico de cancer. Portanto, a relacdo encontrada
no presente estudo sobre as frutas apresentarem efeitos indutores de danos no material
genético pode estar com um viés amostral, tanto pela coleta de informac6es atuais quanto pelo
0 baixo namero de individuos com cancer de pele ndo melanoma amostrados e analisados
pelo MLPA se comparado com a amostra populacional que apresenta esta patologia. Da
mesma forma que para o melanoma, estudos demonstram influéncia protetora da ingestéo
alimentar de vitaminas A e E na reducédo do estresse oxidativo, uma vez que esses nutrientes
se comportam como importantes antioxidantes, enfatizando a importancia de adotar habitos
alimentares saudaveis que otimizem o consumo de nutrientes antioxidantes como estratégia
para prevenir danos oxidativos a pele (Katta e Brown, 2015; Freitas et al., 2015; Sreedhar e
Zhao, 2018).

Além dos alimentos, a agua consumida pela populacdo também influencia o
processo oncoldgico, pois muitos componentes e micropoluentes podem permanecer na agua
e, por conta disso, bioacumular nos individuos que as consome (Mayon et al., 2006; Rocco et
al., 2010; Nikinmaa, 2014), especialmente quando estas recebem descarga de efluentes
domésticos, industriais e até agricolas (Morais et al., 2017; Salehi et al., 2017; Freitag et al.,
2018;). No presente estudo a maior parte da populacdo atualmente faz uso de agua tratada,
porém dados pretéritos ndo foram avaliados e também podem ter exercido alguma influéncia.

Além dos habitos alimentares, hd uma influéncia direta do consumo de
tabaco e o surgimento dos mais diversos canceres, uma vez que 0 cigarro € tem na sua

composigdo elementos que sdo capazes de realizar efeitos modulatorios sobre os as diversas

85



vias celulares como a proliferacdo, migracao, invasdo e angiogénese, além de permitir uma
sobrevida maior as células cancerigenas evitando a sua morte celular apds exposi¢des a
agentes citotdxicos, como os quimioterapéuticos e radioterapéuticos (Schuller, 2009; Warren
e Cummings, 2013; Catsburg et al., 2014). Apesar da maior parte da populacdo de Missal ndo
apresentar habito tabagista, 32% dos portadores de cancer de pele ndo melanoma se declara
fumante, contra 22% dos portadores de melanoma.

Ainda, o consumo de alcool causar cancer nos individuos, por ser capaz de
modular uma série de mecanismos patolégicos. Alguns dos mecanismos mais conhecidos no
processo de carcinogénese é o efeito do acetaldeido, o estresse oxidativo e alteracdes
epigenéticas (Seitz e Stickel, 2007; Kobor e Weinberg, 2011; Scoccianti et al., 2013; Nelson
et al., 2013; Lee e Hashibe, 2014; Seitz e Mueller, 2015; Connor, 2016; Loconte et al., 2018).
Porém na populacdo de Missal este fator ndo apresentou alta relevancia, uma vez que a

maioria declara ndo consumir bebidas alcodlicas.

Estratégias de prevencdo do cancer dermatoldgico e recomendacdes para o municipio de
Missal, PR

Na Australia, um programa tem se demonstrado muito importante e
referéncia para 0 mundo todo no combate ao cancer de pele, incentivando o uso de EPI
(Equipamento de protecdo individual — protetor solar, 6culos de sol, bonés e afins, camisa de
manga comprida), banimento do uso de cdmaras de bronzeamento artificial e propagandas
sobre a prevencéo do cancer de pele (Shih et al., 2017).

Nos Estados Unidos alguns estados como a Califérnia, Oregon e Texas, tém
adotado medidas preventivas no combate ao cancer de pele durante o periodo escolar de
jovens. Esta descrito em lei que estudantes sdo permitidos de carregar fotoprotetores e a sua
aplicacdo durante o periodo de aula. Alguns estados também adotaram medidas de combate
ao cancer de pele acrescentando nas grades curriculares dos alunos instruc@es de prevencdes
deste cancer (U.S. Department of Health and Human Services, 2014; Tripp et al., 2016).

No Brasil, existe um programa gerenciado pelo INCA denominado de
“Cancer de pele: vamos falar sobre isso ?”” (INCA, 2020). Este programa cita a importancia,
as causas, 0s tipos de prevengdes e como identificar as lesbes causadas pelos canceres de pele

melanoma e ndo melanoma. Além deste programa, existem outras ONGs e empresas
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(organizacGes ndo governamentais) que realizam programas de prevengdo ao cancer de pele
através de campanhas publicitéarias e atividades para a promoc¢do da prevencdo da salde da
pele.

Em 2019, o Projeto de Lei 4234/08 que incentiva 0 combate ao cancer de
pele atraves de campanhas publicitérias, apoio as pesquisas e formacéo de profissionais para a
prevencéo e detecgédo precoce da doenga no Brasil foi aprovado pela comisséo de seguridade
social e familia. Além disso, este projeto de lei visa a importancia desta pauta como parte de
curriculos escolares. Agora este projeto de lei sera analisado pelas comissdes de financgas e
tributacdo para entrar em vigor apds a votacdo em plenario (Camara dos Deputados, 2019).

Em Missal serd necessario desenvolver uma gama de estratégias de politicas
publicas na prevencdo de cancer dermatoldgico, jA que nenhuma das variaveis analisadas
chegou a contribuir 10% para o surgimento dos canceres. Portanto, a origem destes canceres
ndo é relacionada apenas com a exposi¢cdo solar dos individuos e tampouco a um efeito
genético fundador e sim a somatéria de varios fatores que se automodulam e influenciam
mutuamente.

Contudo, é nitido que a exposicao solar é um dos fatores importantes e com
efeitos em alguns genes relacionados ao melanoma e cancer de pele, assim como o0s habitos
alimentares. Desta forma, estratégias de prevencdo do cancer dermatoldgicos devem estar
relacionadas a mudanca do estilo de vida desta populacdo, as quais devem ser iniciadas ja nos
primeiros anos de vida, com a participacdo das familias e escolas neste processo,
demonstrando e incentivando uma alimentacdo correta, com uma dieta rica em frutas,
verduras e legumes. Ainda, a importancia do uso de equipamentos de protecdo individual
deve ser enfatizada, tais como uso como camisetas de manga comprida, protetor solar, 6culos
de sol, bonés e afins. Além disso, € necessario desenvolver uma estratégia de consciéncia
interpessoal familiar através de medidas educativas para o conhecimento das diferencas dos
tipos de cancer de pele, as suas causas e sua susceptibilidade.

Portanto, as estratégias podem ser realizadas através de programas de
prevencdes como propagandas, incentivo do uso de EPI’s, palestras em escolas e incentivo de
formagao de profissionais capazes de realizar o diagnostico e prevengdo desta doenga. Desta
forma, se espera ter um declinio no niimero de 6bitos e nos casos relacionados a essas doencas

dermatoldgicas, além de diminuir os gastos publicos.
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8 CONCLUSAO

Apesar da incidéncia de canceres dermatoldgicos no municipio de Missal
ser maior que a encontrada na regido sul do Brasil como um todo, ndo foi evidenciado efeito
fundador nesta populagéo nos genes analisados. Ainda, 11% dos portadores de melanoma de
Missal possui pelo menos um critério clinico para melanoma hereditario, o que demonstra o
carater multifatorial da patologia e indica que os habitos de vida estdo intimamente ligados ao
surgimento desta patologia nesta tltima populacéo.

Foi evidenciada a exposi¢do continuada ao sol e a ndo utilizacdo massiva de
protetor solar em maior parte da populacdo. Além da maioria dos individuos possuirem
caracteristicas fenotipicas caucasianas e os padrfes alimentares, que foram evidenciados
como influenciadores genéticos, uma vez que no grupo melanoma verificou-se que o consumo
de frutas e legumes e verduras tiveram caracteristicas de fatores protetores associados aos
genes CDK4, CDKN2A e CDKN2B que estdo ligados diretamente ao surgimento do
melanoma e no grupo cancer de pele ndo melanoma foi evidenciado que a exposi¢do solar
influencia 0 gene CDKNZ2B, estando relacionada com surgimento deste tipo de cancer.

Portanto, sera necessario desenvolver uma gama de estratégias de politicas
publicas na prevencao de cancer dermatoldgico nesta localidade, especialmente voltadas para

mudanca nos estilos de vida.
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10 APENDICES

APENCICE 1 — Sequéncia referéncia do gene CDKN2A (NCBI Reference Sequence: NG_007485.1) utilizada para ancorar os iniciadores em
destaque.
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APENDICE A — Alinhamento das sequéncias das amostras do iniciador 206. GB-F (Forward) e GB-R (Reverse) estdo indicando os
alinhamentos relacionados as amostras controle. A parte superior representa a orientacdo da fita de DNA, sendo o sentido 3’ no canto superior
esquerdo e o sentido 5’ no canto superior direito. A régua métrica destacada representa o tamanho dos amplicons.
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APENDICE B — Alinhamento das sequéncias das amostras do iniciador 450. GB-F (Forward) e GB-R (Reverse) est&o indicando os alinhamentos
relacionados as amostras controle. B-F (Forward) e B-R (Reverse) estdo indicando os alinhamentos relacionados as amostras de melanoma. A
parte superior representa a orientagdo da fita de DNA, sendo o sentido 3’ no canto superior esquerdo e o sentido 5’ no canto superior direito. A
régua métrica destacada representa o tamanho dos amplicons.
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APENDICE C — Alinhamento das sequéncias das amostras do iniciador 763. GC-F (Forward) e GC-R (Reverse) estio indicando os alinhamentos
relacionados as amostras controle. C-F (Forward) e C-R (Reverse) estdo indicando os alinhamentos relacionados as amostras de melanoma. A
parte superior representa a orientagdo da fita de DNA, sendo o sentido 3’ no canto superior esquerdo e o sentido 5’ no canto superior direito. A

régua métrica destacada representa o tamanho dos amplicons.
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APENDICE D — Alinhamento das sequéncias das amostras do iniciador 927. GE-F (Forward) e GE-R (Reverse) estdo indicando os alinhamentos
relacionados as amostras controle. E-F (Forward) e E-R (Reverse) estdo indicando os alinhamentos relacionados as amostras de melanoma. A
parte superior representa a orientagdo da fita de DNA, sendo o sentido 3’ no canto superior esquerdo e o sentido 5’ no canto superior direito. A

régua métrica destacada representa o tamanho dos amplicons.
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11 ANEXOS

11.1 ANEXO 1-PARECER SUBSTANCIADO DO CEP

UMIOESTE - CENTRO DE

CIENCIAS BIOLOGICAS E DA W

SAUDE DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
DADCS DO PROJETO DE PESQUISA

ESTABELECIMENTO DO PERFIL DE ADOECIMENTD ONCOLOGICD DA
POPULAGAD DE MISEALIPR

Paxquisader; Mars Lescdm Terenco

Aron Temdiica Genitica Humana

[Trata-s= de pascuisa anvohmnds: Gandtics Humans que rdn recessita de andlss
#ica por parte da CONEP):

Thuln da Prsgs

versdo: 3

CAAE: THI2151T S0000 60T

Instituigin Proponants: UNIVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRACAD LATING-AMERICANA
Pairecimader Principal: Financiamenic Frépric

DADCE DD PARECER

Namero do Parecer: 2.756.831

Aprosendacan do Projetn;

Fmaprmsnntagio

Dbjedhve da Pesquiza:

Reapanniagio

#veallagan dos Hiscas o benaficion:

Reaprmsentagdo

Comentirios # Consideragier sobm a Pesquina;
Fmaprmsnntagio

Gansdaragtos soben o Termos do aprosentaghn ahngatoris:
Reapwanniagin

Conciumins ou Frndinciar o Lista e Inadecuagtes:
Atpnce 35 solictaches arinricms

Esti parooer 1ol Haborsss DIsess i doCUmEnos sbalks relsdonados;

| Tpo Bomumenta | Arguv | Posagen | Auizr | B

Esdurego.  UNNVERSTARM,

Bl USVERSTARK CEF: peamtin
ur: P Menicipio: CASCAVEL
Teiwhire: (421220072 s it

UNIOESTE - CENTRO DE

GIENCIAS BIDLOGICAS E DA %"‘ﬁ erme

SAUDE DA UNIVERSIDADE

ot oo Swecer & T

CASCAVEL. U5 s Jutho da 2010

Assinade por:
Darted Feivar de Lima
[Coordenader}

UMIOESTE - CENTRO DE

CIENCIAS BIOLOGICAS E DA %"‘ﬁ Sk

SAUDE DA UNIVERSIDADE

Ereras g S & TS

CASCAVEL. 05 o Jutho de 2010

Assiran por!
Dariel Farrari de Lims
ICoorderanor)

UNIDESTE - CENTRO DE
CIENCIAS BIOLOGICAS E DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE

b £ Swme § T8

@t

nirmagies fecs| PH_NFORMACCES_DASIGAS_DO_P [ 0507200 Acaitn
LT Marns Leandes Acein
Teeenrio
[TCLE / Termcs de Maria Loanda Acoiin
Assentimontn / Tesencin
hustificativa de
T
e Cadastra_S3tal_indiidual jpeg 231102047 | Maria Laanda Acsiln
146 wrencin
e Cadastra_Sytal Somiciko |peg 23102047 | Maria Laanda Acsiln
1508 | Terennio
(Chrce: Lhestmnana_frequencis_simenisr pdl AT [Marns Leands Acmia
Iecencia
e WHOCOL Maria Laandra ACEEID
Err Escala HAD paf Maria Laandma Acasin
Tesencio
(Chrce: Algrca_pimans, pd taris Leande Acmia
ornno
(Dutros Roteina_enresta_Anamnese pdf Maria Leandm Accii
Terencig
[iros Lisa_dadcs pdf Maria Leandm Aodin
TEcengio
i oo e, O] 00T, oot Wiria Loanoen e
£ et (zrenGo
(Coclaragde do Canvenic. paf 1\_.'ariaLnJr|d'a Accii
o,
[Propin Cetaihsco /| Projets_deiathace. et Mans Leandts Acwmin
[Brochura Terencio
sarinad
F‘d'u de Rosio Faha_de_rosic_pl 23T |Mania Leandm Acciio
0230848 I TErencio
Susghn 0o Parecer:
Aprowvada
MNicessits Aprecingio da CONEP:
Maa
Easarsgo:  UMNIRSTARIS
Babvar UNMERETARD CEF mmawiiD
ur: #R Menickiio:  CASCAVEL
z E-malt o pppaenme
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11.2 ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNILA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA lNTL‘,GR_.ﬂn{;_'ﬁl:J LATIMNO-AMERICANA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVHE E ESCLARECIDM) PARA REALIZACAQ DE
TESTE GENETICO

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

Este projeto pretende identificar mutagdes (alteragdes) génicas em pacientes e em seus familiares com
suspeita da Sindrome Hereditina de Clincer, residentes em Missal e assistidos pelo Sistema Unico de
Saude.

Para participar da pesquisa, seré realizada a retirada de 10ml de sangue por uma pungde dewmavela do
brago. O local da pungBo pode apresentar leve dor ouw inchago que regnidem espontancaments. Mo
laboraténo de pesquisa em Ciéncias Meédicas da Umiversidade Federal da Integragio Latino-
Americana, o sangue sera wtilizado para extragdo de DNA eanalises celulares e de genes relacionados ao
cancer hereditario que forem prevalentes na populagio de Missal. Omatenal ficard estocado em freezer
por tempe indeterminedo ¢ nio  sera  dispombilizado  para oulras pesquisas semosua prévia
autorizagio.

A sua identidede e as formagdes obtides durante a pesquisa serdo confidenciuz e somente
membros da eguipe terio acesso durants o processe, entretanto, vocE nio ¢ obrigedo o continuar
participands do projeto « pode a qualguer momento pedir para que os seus dados nde fagam parte da
pesguisa. Também podera requisitar, particularmente, seus dados referentes & andbise do seu DNA e
oricntagio adictonal, fornecidas pelo pesquisador. Ademas, nio haverd qualgquer custo por vocé estar
participandodestetrabalho, portantoniohaverd nenhumaforma depagamento pela sua participagio.

Assim, declaro gue fin esclarecido:

+  Sohre as caracteristicas da Sindrome Hereditana do Cancer;

» Sobre o perantia de receber resposta a qualguer pergunta ou esclarecimento sobre procedimentos,
nscos, beneficios, imitagbes do teste genético, resultados do exame ao qual seren submetido, por
profissional habilitade;

+ Sobre a minha liberdade em retirar meu consentimento a gqualguer momento, sem gue isso traga
prejuizs as acompanhamento médico ¢ continudade do meu tratamento;

» Hobre ondo receimento de nenhum tipo de remunera;de financeira;

+ Sobre a seguranga de gue minha identidade serd preservada, que todas as informagfes por nm
fomecidas secio confidenciais ¢ gque o DNA do mew sangue armazenado no laboratorio sera
utilizado apenas para este projeto;

Concordo em participar deste estudo.

Foz do [puagu, de ) de

Nome do paciente: — S I
Local de Mascimento: S ~ Data de nascimente: [/
Enderego: e
Crdade: R _ Estado: . Fone:
Assinatura do paelenie ou responsavel:

Assinatura do pesguizador responsavel:

Foneparacontato: (45)3529-2761
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11.3 ANEXO 3 - QUESTIONARIO

CADASTRO INDIVIDUAL
| — e )
Mn’-m ; éa? Nacionalidade %mmmm Descendéngias

Estado Cvil Arura Circunferéncia Abdominal
M e OO B9

S r—|— !_Mﬁ

umaw
0 (@] @]
0 0 8]

domiclio  Relacdo com o responsével pelo domiclio
EN* u] m(imw——) Onents)  [] peworsta (] #ihota) (7] temdntay (7] Agregadota)
e [rwmte [ conppeconsmguines (] sunetois) [ sopoisr [ atet) (] Gomrmivons (7] Commerne

Chideervas
[wna el ( )2wsorans [ )dwSemans ( JwSomars ( )Suouman/Semans
O wursace [ fmauerte ( )20 ( Y300 ( Jxcsmente

B Flostinn (R it

Ose [Jodwmeo [Jrhen []oosrta
Consumo de dlcocd (em anos) Chimarrdo
Nonca Moderndo (i [ JMenca [ Regie ( yawsenens ( )3wSamens ( JwSemar () Sesumansamans
Olaminimtn, O SN, [oveiso (et (1208 (100 ¢ 1camatn
Quantas vezes por semand vock ngere (08 7 vezes):

Fazusode. Sesim, [ ]

Osm [Onse
—— D%
8 guantos s Fregudnce

t]t] D"- Ogmemmusr Ogrmez=s, O
(Y ( )Esporkdics ( J2uSemans ( J3gSemans ( JewSemans () SxoummsSemana

:.- n.-—.
Faead [ ages [ Amador

taeacse  [) A [) Amador ( JMnc: ( )Esporitico ( )2wSemans ( )3wSemana ( )ewSemwns ( )SvoumswSemans
Bodets [ e [) Amador ( Ynca ( YEsporktion ( )2w/Semans ( JIwSemans ( )AwSemsns ( )SuoumsaSemena
Comeraca [) Aees [ Amacor C mca ( )isporkion ( JawSemans ( )IwSemans ( JAwSemans () SwoumsnSenans
Vol [O) Ao [ Amacor (Inca ( JEspordtcs ( )2uSemana ( )IwSemana ( JeuSemana ( )SxoumawSemana
o [Jaden [ amacor ( IMmca ( JEmorkics ( )2Semans ( )IwSemans ( )4wSemana ( )SxoumsSemsns
o [ aemn [ Armador ( Ymes ( JEsporbdios ( )2w/Semana ( JIwSemans ( )AwSemans ( )StoumssSenscs
olie [ At [ Amacor ( Imea ( Ysporktion ( Y2uSemana ( )lwSemans ( )AwSemans () SxoumenSenana
oenca [ ades [ Amador ( Jmca ( )Esporddics ( )2wSemana ( JlwSemana ( )AwSemans ( )StoumswSemans
scasemie  [) aders [ amador ( YNuncs ( YEsporidin ( )2x/Semsna ( )3wSomans ( )AwSemsns ( )SxoumssSemans

€ Jrcs ( Esporktico ( )2uSemans ( )IwSemana ( JeuSemans ( )Sxoumsa/Semans

[mem (e (st D"' Dw- Oowas o Jomee ]

Seexpdem20sol

It = - )

() tonscamene (] 2semara (7] tu/semans [j-—-- Ok Canger Jafez Jafez Jafez:

o - Quneranmam Jateve/tem? Gagnéstico Tadioterapia “,w'
t O D D D O [ ] J . Bt B8
por dia em uma semana: gw L omcocki ki T - R —— ':mm.m%m'l
Sofredestress? teetetenl s i O=Oee O O | O Do
8:—0—.- tratamento? ;- [ sosei by kg 8- o st 8 B r—Tow) O (Onse s [Oso Idadedo Quala

el Osm Owe - - -~ — el s o (s (o || 190ame?  frequéncia?
JYifoivacinadoparaHPV?  JiteveHPV? 3 fol diagnosticado com: Fa i 1) OO Qs [ |
8— 8 Bm“ 8@-‘&- vt ety mertan.

C]:- g Nocaso de muheres: Icadedo Qula Idadedo Quala
Woutwate ] ousees Freslzoueane 1°exame? Hresaou | 1oeme? _ frequéinda?

Fazoufezusode ok Sesim, [ ] Osm Ono [:][: Osm (s

D" O ) S:MCIJL_ EL_ manop Ewﬁmmamm
i D“' DL‘:—"- D“ D‘?-'- O scmfuffmv Scfufmm [ﬁiﬁ]

CADASTRO DOMICILIO

Codigoimovel Tﬁgiﬂnéve! PEr]é;s}'f:‘o
[ rural [nso

Origem da agua (Anos de Consumo
[ Redede abastecimento/ Sanepar Cai O / Nascente

[:] Ha Criaou cri proprio?
D G ? C]Quantosgadodecorte?

[:] Quantos gado de leite? [:] Quantas nascentes de agua?
[:! Quantosagudes? D Areade soloirrigada?

Soja/Milho/Trigo (Area)

Fumo (Area)

l

Hortalias (Area) Mandioca (Area)

Outros (Especifique) (Area) ]
Méode obra utilizada

[eropria [ Terceirizada ] Ambas

Proprietario

Bairro ACS

l J l
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11.4 ANEXO 4 - SONDAS DO KIT SALSA MLPA P419-A2 CDKN2A/2B-CDK4

MELANOMA
Length Chromosomal position
(nt) SALSA MLPA probe eh Chr. 9 Chr. 12 Mutation specific or
COENZASEE LD WT far specific endon
-7 0-7E-A2 Q-fragments: D, quantity: onky wisble with ke than 100 no camale DRk
859795 D-fragmints: Low sgread of B8 ar 56 nt fragment indicates incomplkete deraturation
100 X-fragment: Specific for the X dwomasome
105 ¥-fragment: Speciflic for the ¥ deromaiomea
Lig ¥ Reference probe LA7DE-L26E4T Sg3l.l
Lig¥ Reference probe 07529-128355 d2olldl
139 CDKMZB prooe 11867123435 Exon 1
144 Reference probe 14184-L23409 2gl2.3
150 + CDKS probe DAL3-L22410 Exon 3
157 m ¥ | COKN2A probe 17807-L22411 s -
(play spadcific)
LBl § MITF proge 1F30B-L331491 EJLBK=952G>A
166 + COK4E probe 17809-L21943 Exon 2
12 Reference probe 12741-L21583 21223
178 £ COK4 probe 17510-L21944 Exon 1
164m | COKMZA proze 17811-121945 a [:,:;“J:E”:‘f "
190 + COK4E probe 17E12-L23573 Exon 6
196 Reference probe 0321 7-L13363 10g25.1
M2 % MLLT3 probe OL287-LEILES apdl.3
B CDEMIB prooe 1606E-L33393 Exon 1
Jlboo ¥ + %) CDKS probe 17813-5P0552- 23575 Exon 2 WT for codon 24
prry COKMIB prooe 11871-122416 Exaon 1
220 CDEMZB prooe 16058-118233 Exon 2
2ig ¥ CDEMZA prooe 01285-128373 Exon 2
244 Reference probe 16430-L19464 1Bg21.1
250 CDEMZA prooe 16060-L22417 Exon 2
A5E COEMIA proge 15957411 /640 Exon 3
B4 Y CDEMIA prooe 15675-L32418 Exon 3
269 + CDK& probe 17735-L 22574 Exon B
] CDEMIA proge 1653]-132503 Exon 3
243 CDEMZA prooe 0129]1-132450 Exon 4
JHB8 Reference probe 05713-L20268 2pll.2
2L = ¥ DMBTAL probe LE2S2-L 2314932 gpdl.3
0L = ¥ MTAP probe 15677-L21991 apdl.d
308 = TMLCL prooe 0B9ES-L33572 9921.13
314 Reference probe 17878-L23170 19013.11
319 5 MTAP probe 01293-L32907 gpdl.3
33 = MTAP probe 01294-LL327E gpdl.3
335 Reference probe D97 78-L23522 15971.1
3492 COEMZA proce 14004-123510 Exaon 1
349 - ¥ DMRBTAL probe LE2<3-L253511 ap2l.3
e ¥ COK4 probe 17B15-L23512 Exon 4
A ¥ M CDEMIA proce 1FHLE-SR0553-L28434 Exon 3
372 CDEMZB prooe 15992-1 23650 Exon 1
3B Reference probe D52E8-L23394 149331
B4 ¥ CDEMZA prooe 1FHLS-L333495 Exaon 3
3491 COKMZA prooe OBER5S-1 32426 Exon 2
400 + CDK4E probe 17E18-L21952 Exon 7
404 CDEMZB prooe 03814-L03851 Exon 1
418 Reference probe 07924-L07ES4 J0pl3
27 CDEMZA prooe 15680-119745 Exon 1
433 5 PTEMPI probe 10311-023180 aplsd
440 = ¥ MTAP probs 17E19-L331E81 gpdl.3

117



Length Chromosomal position
{nt) SALSA MLPA probe 5 chr. 9 chr. 12 Mutation specific or
COEMEASFE Chxg WT flar specific codon
4443 CDKN2B prooe 1FHE0-LIZ182 Exon 2
45¢ | Reference probe 09107-L21096 agds
453 CDKNZB prooe 1F821-131955 Exon 2
452 = MIR3]1 prooe 13865-LA25800 gpil.3
q50 W+ COK4 probe L/EL2-5P0554-L23430 Exon 5
485 COKMNZIA profe 12475124314 Exon 1
ah0 ¥ Reference probe 13814-L23438 3gla.3
2 Reference probe 086F-L23430 11pl5.4

¥ Changed im wersion A2 (frorm lot A2-D215 oowards). Small change in length, no change in sequence
detected.

+ These probes are located within, or dose to, a very strang CpG island. A low signal of this probe can be
due b incomplete sample DMA denaturation, e.9. due to the presence of salt in the sample DMA.

B Mutation-specific prabe. This probe will only generate a signal when the E31BK [952G>A) mutation is
present. IE has been tesbed on artificial test DMNA but not on positive human samples!

oo Wild type sequence debected. The presence of the COK4 codan 24 mutation, in exon 2, will result in a
decreased probe signal.

@ This probe is targeting an alternative exan present in NM_001195132.1 transcript wariant 5, also known
a5 pley. Clinical and/or diagnostic significance of copy number alterations in this albernative exon is not pet
ki, plesase see Schematic representation 1 and nobe IIT below it for further information.

K This probe consists of three parts and has two ligation sites.

- Flanking probe. Included to faciitate the determination of the extent of a deletion/duplication. Copy
nurmber alberations of flanking and refierenoe probes are unlikely to be related to the<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>