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RESUMO

O cancer de mama e o cancer de ovario sdo doencas de base hormonal e
polimorfismos em genes de suscetibilidade genética envolvidos na biossintese e
metabolizacdo de hormonios esteroides parecem ter um papel importante na
carcinogénese desses tumores. Particularmente, a analise de polimorfismos nas
regides repetidas em tandem (STR — Short tandem repeat) permite a identificacao
de dois eventos: a instabilidade de microssatélites (MSI) e a perda de heterozigose
(LOH). Para verificar a presenca de MSI e LOH nos tumores da mama e do ovario,
12 marcadores do tipo STR (CYP11, CYP19, UGT1A1, AR, ERa, ERB, D5S346,
D17S250, D10S197, D8S135, D3S1611 e D2S119) foram analisados neste estudo
pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR - Polymerase Chain
Reaction) em 107 casos de cancer de mama e em 24 amostras de cancer ovariano.
Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs - Single Nucleotide Polymorphism)
A313G em GSTP1 e T27C em CYP17 também foram analisados com o intuito de
estimar a frequéncia de polimorfismos nesses genes de suscetibilidade. Além do
estudo molecular, um levantamento epidemiolégico foi realizado por meio da andlise
de registros dos servi¢os de Patologia de dois hospitais referéncias em oncologia no
Espirito Santo, durante os periodos de 2001 a 2004 e 2009-2010. O estudo
epidemioldgico observou 1.758 tumores malignos da mama e 119 tumores malignos
do ovério, os quais apresentaram idade média ao tempo de diagnéstico de 53,59
anos para os tumores da mama e 52,98 para os tumores do ovario. Entre os
tumores da mama, o carcinoma ductal infiltrante foi o tipo histologico mais frequente,
e um aumento de casos de tumores malignos na mama foi observado em mulheres
com idade < 35 anos durante o periodo de 2009-2010 em relacdo ao periodo de
2001-2004. O estudo molecular demonstrou que LOH é um evento mais
frequentemente observado que a MSI, tanto no cancer mamario quanto no cancer
ovariano. Nos carcinomas da mama, a combinacdo de marcadores do tipo STR
demonstrou que CYP19, AR e ERB, quando analisados juntos, foram
correlacionados com os parametros de grau histolégico Ill, tumores RE (receptor de
estrogénio) negativos e tumores RP (receptor de progesterona) negativos. A
combinacdo de marcadores nao apresentou resultados significantes nos tumores do

ovario. Combinacao entre os marcadores do tipo STR e os genotipos de GSTP1 e



CYP17 foram realizadas e correlagdes positivas foram observadas entre portadoras
do gendtipo lle/lle no gene GSTP1 e alteracbes em AR+CYP19 (p=0.021) e
AR+ERB+CYP19 (p=0.036) em tumores da mama PR negativos, e entre portadoras
do gendtipo A1/Al no gene CYP17 e alteracbes em AR+ERP e AR+ERB+CYP19 em
tumores da mama ER negativos e PR negativos (p=0.039 para todas as
combinagdes). Para os casos de cancer ovariano néao foram observadas correlacées
entre a combinacdo de marcadores do tipo STR e os genotipos de GSTP1 e CYP17.
Estes resultados suportam a hipétese que genes relacionados ao metabolismo de
esteroides sdo importantes na caracterizacdo do cancer de mama e que a andlise de
um unico marcador é frequentemente nado indicativa de associagcdo positiva com o

carcinoma mamario.

Palavras-chave: Céncer de mama. Céancer de ovario. Epidemiologia. Estudo
molecular. Marcadores do tipo STR. SNP. Espirito Santo.



ABSTRACT

Breast and ovarian cancers are hormone-related diseases and polymorphisms in
cancer genetic susceptibility genes involved in the production and metabolism of
steroid hormones play an important role in the carcinogenesis of these tumors.
Particularly, polymorphisms in short tandem repeat regions (STR) provide information
about two events: microsatellite instability (MSI) and loss of heterozygosis (LOH). To
check the presence of MSI and LOH in breast and ovarian cancers, 12 STR markers
(CYP11, CYP19, UGT1Al, AR, ERa, ERpB, D5S345, D17S250, D10S197, D8S135,
D3S1611 and D2S119) were analyzed in this study by Polymerase Chain Reaction
(PCR) in 107 breast and 24 ovarian tumors. Single nucleotide polymorphisms (SNPs)
in GSTP1 (A313G) and CYP17 (T27C) genes were also analyzed to estimate the
frequency of susceptibility gene polymorphisms. In addition to the molecular analysis,
an epidemiological study was conducted through the analysis of two oncology
reference Hospital Pathology Service records in Espirito Santo, Brazil, during years
2001 to 2004 and 2009 to 2010. The epidemiological study detected 1,758 malignant
breast and 119 ovarian tumors. Mean ages for malignant breast and ovarian tumors
were 53.59 and 52.98 years, respectively. Among breast tumors, infiltrating ductal
carcinoma was the most frequent malignant tumor and an increased tumor frequency
in age group < 35 years was observed for other malignant tumors of the breast in the
time period 2009-2010, as compared to time period 2001-2004. The molecular study
has shown that LOH is an event more frequently observed that MSI, in both breast
and ovarian cancers. In breast carcinomas, the combination of STR markers showed
that AR, CYP19 and ERf, when analyzed together, were correlated with parameters
of histological grade Ill, ER (estrogen receptor) negative tumors and PR
(progesterone receptor) negative tumors. The combination of markers did not show
significant results in ovarian tumors. Combination between STR markers and GSTP1
and CYP17 genotypes were performed, showing positive correlations among GSTP1
lle/lle genotype, AR+CYP19 (p=0.021) and AR+ERB+CYP19 (p=0.036) alteration in
PR negatives breast cancers, while CYP17 A1/Al genotype was associated with
AR+ERB and AR+ERB+CYP19 alterations in ER and PR negative breast tumors
(p=0.039 to all combinations). We did not find associations between gene

combinations and ovarian tumors. These data support the hypothesis that genes



related to steroid metabolism are important in the characterization of breast cancer
and that the analysis of a single polymorphism may not be enough to molecular

characterize a tumor.

Keywords: Breast cancer. Ovarian cancer. Epidemiology. Molecular study. STR
markers. SNP. Espirito Santo.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Taxas de incidéncia e de mortalidade por cancer de mama na populacéo
feminina para o ano de 2008 segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS).....25
Figura 2 - Fatores associados com aumento (1) ou diminui¢do (|) do risco do cancer
de mama em MUINEIES. ... 28
Figura 3 - Esquematizacdo da microanatomia da mama: representacdo da unidade
terminal dUCTOIODUIAN. ....... oo e e e e eeeees 35
Figura 4 - Classificagéo molecular do cancer de mama...............eeeeevmeeeemniemnnnnnnnnnnnns 39
Figura 5 - Taxas de incidéncia e de mortalidade por cancer de ovario na populacdo
feminina para o ano de 2008 segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS).....46

Figura 6 - Fatores associados com aumento (1) ou diminui¢do (|) do risco do cancer

de OVArio €M MUINEIES ... 49
Figura 7 - Biossintese do estradiol a partir da cadeia do colesterol .......................... 66
Figura 8 - Metabolismo do eStradiol ............o.oevuuiiiiii e 69

Figura 9 - llustracdo do mecanismo de slipped que pode ocorrer durante a replicacéo



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Estimativa para o ano de 2012 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil

habitantes para o cancer de mama nas regides e estados brasileiros segundo o

Tabela 2 - Classificacdo histologica dos carcinomas da mama segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (2003).......uiiiiieeeiiieiiiiiie e e e e e e e e 36
Tabela 3 - Estimativa para o ano de 2012 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil

habitantes para o cancer de ovario nas regides e estados brasileiros segundo o

[N C A ettt nn 47
Tabela 4 - Classificacdo das neoplasias ovarianas segundo a OMS - verséo
simplificada (2003) .....coooiiiiiiiiii 54

Tabela 5 - Estadiamento dos tumores ovarianos definido pela FIGO ..........ccccc....... 57



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Al — Alelo normal em CYP17

A2 — Alelo polimérfico em CYP17

Ala — Alanina

AR — Receptor de androgénio

BAT25 — Marcador microssatélite mononucleotidico

BAT26 — Marcador microssatélite mononucleotidico

BRCAL - Breast cancer 1 gene

BRCAZ2 — Breast cancer 2 gene

CA125 — Marcador soroldgico tumoral para cancer ovariano
CCNBL1 - Ciclina B1

CDIS — Carcinoma ductal in situ

CD24 - Glicoproteina de superficie celular

CD44 - Glicoproteina de superficie celular
CDH1/E-cadherin — Caderina 1, tipo 1, E-caderina

CYP1AL1l — Citocromo P450, familia 1, subfamilia A, polipeptideo 1
CYP1B1 - Citocromo P450, familia 1, subfamilia B, polipeptideo 1
CYP11A — Citocromo P450, familia 11, subfamilia A

CYP17 — Citocromo P450, familia 17

CYP19 - Citocromo P450, familia 19

COMT - Catecol-O-metiltransferase

DHEA — Dehidroepiandrosterona

DNA — Acido desoxirribonucleico

D2S119 — Marcador microssatélite dinucleotidico

D2S123 — Marcador microssatélite dinucleotidico

D3S1611 — Marcador microssatélite dinucleotidico

D5S346 — Marcador microssatélite dinucleotidico

D8S135 — Marcador microssatélite dinucleotidico

D10S197 — Marcador microssatélite dinucleotidico
D17S250 — Marcador microssatélite dinucleotidico

El — Estrona

E2 — 17B-estradiol ou estradiol



ERa — Receptor de estrogénio alfa

ERB — Receptor de estrogénio beta

EUA — Estados Unidos

FDA — United States Food and Drug Administration

FIGO - International Federation of Gynecology and Obstetrics

FSH — Hormanio foliculo-estimulante

GST - Glutationa-S-transferase

GSTP1 - Glutationa-S-transferase pi 1

B-HCG — Gonadotrofina coridnica, subunidade beta

HER1 — Receptor do fator de crescimento epidérmico

HER?2 — Receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano

HER2 1+ — Tumores néo elegiveis para tratamento com anticorpo anti-HER?2

HER2 2+ — Tumores de resultado indeterminado para tratamento com anticorpo anti-
HER2

HER2 3+ — Tumores elegiveis para tratamento com anticorpo anti-HER2

HNPCC — Sindrome do cancer colorretal hereditario nédo polipoide

IGF1 — Fator | de crescimento semelhante a insulina

IGFBP — Proteina de ligacéo ao fator de crescimento semelhante a insulina

lle — Isoleucina

INCA — Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva

Ki-67 — Marcador de proliferacéo celular

LH — Hormonio luteinizante

LKB1/STK11 — Serinaltreonina quinase

LOH — Perda de heterozigose

MKI167 — Gene que codifica o marcador de proliferacéo celular Ki-67

MLH1 — Human mutL homolog 1

MMR — Mismatch repair

MSH2 — Human mutS homolog 2

MSH6 — Human mutS homolog 6

MSI - Instabilidade de microssatélites

MSI-H — Alto grau de instabilidade de microssatélite

MSI-L — Baixo grau de instabilidade de microssatélite

MYBL2 — V-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-like 2

NCI — National Cancer Institute



NSABP-P-1 — National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
OMS - Organizagdo Mundial de Saude

PAH — Hidrocarboneto aromatico policiclico

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase

PMS2 — Human PSM2 protein homolog 2

PTEN — Proteina homdloga da tensina e fosfatase

RB — Retinoblastoma

RE — Receptor de estrogénio

RP — Receptor de progesterona

SERM - Modulador seletivo de receptores de estrogénio
SHBG - Globulina de ligacdo ao horménio sexual

SNP — Polimorfismo de nucleotideo Gnico

SOD - Superéxido dismutase

SOE - Carcinoma ductal infiltrante sem outra especificacao
STR — Regibes repetidas em tandem

SULT - Sulfotransferase

TP53 — Gene codificador da proteina de supressao tumoral p53
TRH — Terapia de reposi¢cao hormonal

UGT — UDP glucoronosiltransferase

UGT1A1 — UDP glucoronosiltransferase, familial, polipeptideo A1
UGT1A1*1 — alelo com seis repetices TA no gene UGT1Al
UGT1A1*28 — alelo com sete repeticdes TA no gene UGT1Al
UGT1A1*33 — alelo com cinco repeticdes TA no gene UGT1Al
UGT1A1*34 — alelo com oito repeticdes TA no gene UGT1A1
UTDL — Unidade terminal ductolobular da mama

Val — Valina

3B-HSB — 3-beta-hidroxisteroide desidrogenase

17B-HSD — 17-beta-hidroxisteroide desidrogenase

2-OHE; — 2-hidroxiestradiol

4-OHE; — 4-hidroxiestradiol

2-MeOE; — 2-metoxiestradiol

4-MeOE; — 4-metoxiestradiol

E»-2,3SQ — Semiquinona

E»-3,4SQ — Semiquinona



SUMARIO

L INTRODUGAO .....coivvoiieeeeee e 20
2 OBIETIVOS ... 23
2.1 OBIETIVO GERAL ..o e e e 23
2.1.1 ODjJetiVOS €SPECITICOS ..uuuiiiiiiieeiiiiiiiiei e 23

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..........ovoiieeeeeveeiesees e 24
3.1 CANCER DE MAMA .......ooitiiiiiieieee ettt 24
G200 0t =1 oY o =10 0 o] Ko Yo | > NP 24

3. L2 FAtOrES U MISCO cooeieie e 27
3.1.2.1 Historia familiar de cAncer de mama ..........ccccevvvvvevevninenninennnnnnnnnnn. 28

Tt A o - o [ =Y = o LT 29

TN e B =1 4 1= 4 = Lo PSS 29
3.1.2.4 Fatores reprodutivos € hOrmonais ........c.ccceevvvvviiiiiiiee e, 30
3.1.2.4.1 MeNarca € MENOPAUSA ......ccuuierrureerineeerineeerineeerreserneeenneeennaans 30

3.1.2.4.2 Gestagcao € amamentaCao.........coeevverruiiereiriiieeeeeriin e eeiin e e eenaan 30

3.1.2.4.3 HOrmONIOS EXOQENOS......eeiiiieeeiiiiiiiiiieeeeaa e e et e e e e e e e eneeeeees 31

3.1.2.5 Obesidade € SedentariSmMO ..............uuuueuummiimrimiiiiiiiiii ... 32
3.1.2.6 Densidad® MamMATia ..........uuuuuuuuuuuniiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeieeeeee—.. 32
3.1.2.7 Doencgas benignas da Mama...............uuuuueimiiiiiiniiiiiiiiiiiiiieeanes 33

T D2 S < To L= o3> o N 33

0 2 B 1T 1S 1 o 33
3.1.2.20 TADAGISMO c.eevuiiiiii e et e e e e e e e e 34

3.1.3 Classificacdo dos carcinomas MamarioS ..............eeuvvvrremrmnennmnmnnnnnnnnnnnn 34
3.1.3.1 Classificagao hiStOlOQICa .......uuuuuuruiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaeees 34
3.1.3.2 Classificaga80o MOIECUIAr ........ccooviiiiiieii e 37

3.1.4 DIiagnNOStiCO € PrEVENGAD ....uuvvvrrrurrrirurenreeiueeeneennenneeenennnnnsnnnnnnsssnssnsnnnnnnnns 39

IO I R @ U [ 4 T Lo o] =V 4= s [k o N 40

3.1.5 FAtOresS ProgNOSTICOS ..uuuuuuuuiirrriiiiiiitiiiiiritiieetieseeeaeaebsaabeeebebaeeeeseeananeaennnee 41
3.1.5.1 Receptores NOrmMoONaIS .......coovuiiiiiiiiie e 43
3.1.5.2 Status da oncoproteina HER2.............cooiiiiiiiiiic e, 43

3.1.6 TrataAmMENTO. oo 44

3.2 CANCER DE OVARIO ... ettt 45



3.2. 1 EPIAEMIOIOQIA +evvviuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii it 45

3.2.2 FALOIES A€ MSCO wuvuuiiieeeiieeiiiiiee ettt e e e e e e e e et b e e e e e e 48
3.2.2.1 Historia familiar de cAncer de mama e/ou de ovario .................... 49
3.2.2.2 Fatores reprodutivos € hOrmonaiS........cccoeeeevvivveiiiiiiiee e 50

3.2.2.2.1 Gestagcao € amamentaCa0.........ovveveeruuiiereeriiieeeeeiiineeeeeiin e s eeaanns 50
3.2.2.2.2 HOrmONIOS €XOQENOS......cuuuuuiieeeeeeeeeeiiiiiiseeeeeeeeeeassnnneeeeeeseeeennns 50
3.2.2.2.3 Cirurgias ginecColOgICas...........uuvveeiieiiieiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 51
3.2.2.3 Diet@ AliMENTAT .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiib bbb 52
3.2.2.4 ODESIAAUE ..o 52
I o3 =1 g Yo o] 4 011 4 [0 F] = PR 52
I Sl @ 11| 4 g0 F N = L0 =N 53

3.2.3 Classificac8o dos carcinomas ovarianOoS ..........ccuuvveiiiieeeeeeeeeiiiiiineeeeeen 53
3.2.3.1 Classificagdo histol0giCa ......cceeeiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 53

3.2.4 DiagnNOStiCO € PrEVENGEAD ....eeviiiieeeiiiiiiiiieiiee e e e e ettt e e e e e ee e 56

3.2.5 Fatores PrognOStiCOS ..oovviiiiiiiiie e e 57

3.2.6 Trata@mMENTO ...coeeiii e e e e e e e e e e e e s 58

3.3 GENETICA DO CANCER DE MAMA E DE OVARIO......ccccoceiiiririeeiennne, 59

3.3.1 Mutacdes em genes de predispoSiCa0 genétiCa......ccccceeeeviiiiirieeennnnnn. 59

3.3.2 Polimorfismos em genes de suscetibilidade ...........cccooooviiiiiiiiiiinn 62

3.3.2.1 Polimorfismos em enzimas envolvidas na sintese do estrogénio

........................................................................................................................ 63
63.3.2.2 Polimorfismos em enzimas envolvidas no metabolismo do
LT Lo Yo =] 0T Lo TN 67
3.3.2.3 Polimorfismos em marcadores do tipo STR .......cccceeveeieiiiiiiiinnnnnnn. 70
3.3.2.3.1 Polimorfismos nos ERa, ERBEAR .......coovveiiiieiiieeeeiie e, 73
A REFERENCIAS ........oooiirieieee e 76
5 ARTIGOS DERIVADOS DA TESE.........oooeeeeeeee 87
5.1 MANUSCRITO ..ot e et e e e e e e e eaas 87
5.2 MANUSCRITO 2.ttt ettt e e e e e e e s s e re e e e e e e e e e aaans 94
5.3 MANUSCRITO 3.ttt ettt e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e eanns 101
5.4 MANUSCRITO 4 ..o e e e e e e e e eaaeeees 113
6 CONSIDERACOES FINAIS ..o 140

6.1 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO.......coiiieeieeeeeeeeeeeeee e 140



6.2 ANALISE DE MARCADORES DO TIPO STR.....ccoviiiieieieeeeeeeeeeee e 141

6.3 ANALISE DOS POLIMORFISMOS EM GSTP1 E CYP17......ccovvveveriiennne, 142

6.4 ANALISE DA COMBINACAO DE MSI/LOH NOS MARCADORES DO TIPO

STR E POLIMORFISMOS NOS GENES GSTP1 E CYPL17 ..cccoooiiiiiiiiiiiie, 143
ANEXO .o 144



20

1 INTRODUCAO

O céancer de mama é a neoplasia maligna de maior incidéncia na
populacdo feminina e a principal causa de morte por cancer nas mulheres
(YOULDEN et al., 2012), enquanto o cancer de ovario € o cancer do aparelho
reprodutor feminino mais dificil de ser diagnosticado, sendo o cancer ginecolégico de
maior letalidade na populacdo do sexo feminino (HUAN et al.,, 2008; MURPHY;
WENTZENSEN, 2011), embora seja menos frequente que o cancer de colo do utero.

Apesar de ser considerado um cancer de relativamente bom prognéstico,
se diagnosticado e tratado precocemente, as taxas de mortalidade por cancer de
mama continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenca ainda é
diagnosticada em estdgios avancados. Nos paises desenvolvidos, estima-se que a
sobrevida média geral, apds cinco anos, seja de 85%, enquanto nos paises em
desenvolvimento, a sobrevida seja de, aproximadamente, 60% (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011).

A alta mortalidade ocasionada pelo cancer de ovario €, por sua vez,
atribuida a falta de estratégias de screening efetivas e a auséncia de sintomas
clinicos na fase inicial. Muitas pacientes apresentam a doenca em um estagio
avancado, onde a sobrevida é inferior a 30%. No entanto, se a doenca fosse
detectada em estdgios iniciais, a sobrevida de cinco anos aumentaria para,
aproximadamente, 90% (HICKEY et al., 1999; HUAN et al., 2008; PAL; PERMUTH-
WEY; SELLERS, 2008). Entre os métodos de screening atuais para esta neoplasia,
incluem-se os marcadores soroldgicos tumorais como o CA125. Estes marcadores
apresentam baixa especificidade e a sele¢cdo de pacientes de alto risco através
dessa técnica néo é eficiente, tornando-se pouco confiavel para o diagnéstico inicial
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, acesso em 20 set. 2012).

A etiologia dos canceres de mama e de ovario € complexa e a interacao
de fatores genéticos, hormonais e ambientais parece contribuir para a génese e
progressdo dessas doencas. Mutacdes germinativas em genes de predisposicao
genética, como os genes BRCALl e 2, parecem conferir um alto risco para o
desenvolvimento do canceres mamarios e ovarianos. No entanto, estes genes séo
responsaveis pela maioria dos casos hereditarios, 0os quais representam apenas 5-

10% dos casos de cancer de mama e até 15% dos casos de cancer de ovario (KIM



21

et al., 2005; LYNCH et al, 2009; RAMALHINHO; FONSECA-MOUTINHO;
GRANADEIRO, 2012).

A maioria dos casos de canceres mamarios e ovarianos € esporadica e
parece estar associada a polimorfismo em genes de suscetibilidade, os quais estao
envolvidos em uma grande variedade de fungdes que incluem metabolismo de
hormbénio esteroide e detoxificacdo de carcin6genos ambientais (MIYOSHI;
NOGUCHI, 2003).

Particularmente, SNPs e polimorfismos em regides do tipo STR
relacionados ao metabolismo e biossintese de esteroides tém recebido uma especial
atencdo nos estudos sobre os canceres de mama e de ovério, visto que essas
neoplasias sdo doencas de base hormonal.

O estrogénio € um dos horménios com especial importancia nos canceres
mamarios e ovarianos, pois parece ter uma forte influéncia na carcinogénese dessas
neoplasias (KIM et al., 2009; LURIE et al., 2009), induzindo alteracbes genéticas
importantes na células (RAMALHINHO; FONSECA-MOUTINHO; GRANADEIRO,
2012).

As enzimas CYP11, CYP17 e CYP19, assim como enzimas de fase | e I,
desempenham um importante papel na biossintese e metabolizacdo do estrogénio, e
SNPs e polimorfismos em marcadores do tipo STR distribuidos nos genes
codificadores de tais enzimas poderiam afetar os niveis de estrogénio nas células e
de seus metabdlitos potencialmente carcinogénicos, influenciando o risco do cancer
de mama e de ovario (DELORT et al., 2008; TORRESAN et al., 2008).

A andlise de polimorfismos em marcadores do tipo STR permite identificar
a ocorréncia de MSI e LOH. Estes dois eventos sao frequentemente observados em
muitos tipos de canceres e tém sido constantemente analisados nos tumores com o
intuito de se verificar 0s seus potenciais usos no diagnostico, prognostico, previsao
de resposta ao tratamento, assim como na caracterizacdo da biologia tumoral.

Nos tumores da mama e do ovario a frequéncia destes dois eventos é
variavel, e tal variacdo pode ser decorrente de diferencas no estadiamento dos
tumores e no numero e tipo de marcadores utilizados para analise (MURATA et al.,
2002; PAL et al., 200; SOOD et al, 2001).

Considerando as informagOes apresentadas, este trabalho objetivou
analisar a presenca de MSI/LOH em marcadores do tipo STR e SNPs em amostras

de céncer de mama e de ovario de pacientes residentes no estado do Espirito
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Santo, com o intuito de correlacionar as alteracbes observadas nos marcadores com
parametros clinicos e histopatoldégicos dessas neoplasias, e assim identificar
possiveis marcadores relacionados ao cancer de mama e de ovario. Visto que 0s
carcinomas da mama e do ovario sdo doencas de base hormonal, entre os
marcadores selecionados para analise, encontram-se genes relacionados a
biossintese e metabolismo de esteroides, uma vez que alteracdes em tais genes
podem alterar os niveis hormonais e de seus metabodlicos carcinogénicos,

influenciando a tumorigénese mamaria e ovariana.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

e Definir marcadores correlacionados com os canceres de mama e de ovario
por meio da analise de MSI/LOH em marcadores do tipo STR e SNPs em

genes de suscetibilidade genética.

2.1.1 Objetivos especificos

e Realizar caracterizacédo epidemioldgica dos tumores da mama e do ovario no
Espirito Santo, por meio da analise dos livros de registros dos Servicos de
Patologia de dois hospitais referéncia em oncologia no estado do Espirito
Santo.

e Determinar a frequéncia de MSI e de LOH em 12 marcadores do tipo STR, a
saber: CYP11, CYP19, UGT1Al, AR, ERa, ERp (relacionados ao hormonio
esteroide), D5S346, D17S250 (relacionados a sindrome de Lynch) e
D10S197, D8S135, D3S1611 e D2S119.

e Verificar se MSI, LOH ou ambos estdo igualmente distribuidos em relagdo aos
parametros clinicos e histopatolégicos.

e Analisar a combinacdo de marcadores do tipo STR por parametros clinicos e
histopatoldgicos, avaliando a significancia estatistica.

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos A313G
em GSTP1 e T27C em CYP17 nas pacientes com cancer de mama e de
ovario e no grupo controle, avaliando a significancia estatistica na distribuicdo
alélica e genotipica entre 0s grupos.

e Verificar se as frequéncias genotipicas dos polimorfismos A313G em GSTP1
e T27C em CYP17 nas pacientes estdo igualmente distribuidas em relacédo
aos parametros clinicos e histopatoldgicos.

e Analisar a combinacdo de marcadores do tipo STR com os genotipos dos
polimorfismos A313G em GSTP1l e T27C em CYP17 nas pacientes por
parametros clinicos e histopatolégicos, avaliando se a presenca de MSI+LOH

associado a algum genotipo em particular apresenta significancia estatistica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANCER DE MAMA
3.1.1 Epidemiologia

O cancer de mama € o tumor maligno mais prevalente na populacao
feminina, sendo responsavel por um a quatro casos de cancer que acometem as
mulheres. Mais de um milhdo de mulheres sdo diagnosticadas a cada ano com essa
doenca e as taxas de incidéncia ainda estdo aumentado em muitos paises
(ASHTON-PROLLA et al., 2009).

As maiores incidéncias do cancer de mama sao registradas na Europa do
Norte e Ocidental, América do Norte, Australia e Nova Zelandia, e em muitos paises
da América do Sul, notavelmente Uruguai e Argentina, enquanto as menores
incidéncias podem ser observadas na Africa Oriental, Africa Central e paises
asiaticos (DIKSHIT et al., 2012; YOULDEN et al., 2012) (figura 1).

Na Europa, o cancer de mama € a principal causa de morte por cancer na
populacdo feminina de faixa etaria entre 35 e 55 anos, sendo em Portugal a doenca
gue apresenta as maiores taxas de incidéncia e mortalidade entre as enfermidades
que afetam as mulheres (RAMALHINHO; FONSECA-MOUTINHO; GRANADEIRO,
2012).

Nos Estados Unidos (EUA) sédo esperados 226.870 novos casos de
cancer de mama invasivo na populacao feminina no ano de 2012 e 2.190 casos na
populacdo masculina. O cancer de mama ocupa nos EUA o segundo lugar como
causa de morte por cancer em mulheres; o cancer de pulmdo ocupa a primeira
posicdo. De 39.920 mortes esperadas ocorrer por cancer de mama na populacao
dos EUA em 2012, 39.510 sao esperadas em mulheres e 410 em homens
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

Em paises das regides leste e sudeste da Asia, as taxas de incidéncia do
cancer de mama sao quatro a cinco vezes menores em relacdo as incidéncias
observadas em paises localizados na parte norte e ocidental da Europa e na
América do Norte (TROISI et al., 2012). Em paises asiaticos, as taxas de incidéncia
sdo de 27/100.000 mulheres (JIAO et al., 2010). Apesar de uma menor incidéncia na

Asia, o nimero de casos de cancer de mama na China tem aumentado anualmente
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e esta malignidade tem se tornado o céancer mais comum na populagao feminina
(LIU et al., 2009).
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Figura 1 - Taxas de incidéncia e de mortalidade por cancer de mama na populagéo

feminina para o ano de 2008 segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
Fonte: World Health Organization/GLOBOCAN 2008 (acesso em 15 set. 2012).

No Brasil, o cancer de mama também se apresenta como 0 cancer que
mais acomete a populacio do sexo feminino (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011), e as taxas de mortalidade por esta
neoplasia ainda continuam elevadas no pais, provavelmente devido ao diagndstico
ainda em estagios avancados (TORRESAN et al, 2008), o que diminui as
possibilidades de cura da paciente (BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011).

Segundo o Instituto Nacional do Céancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA) (2011) sao esperados para o ano de 2012, 52.680 novos casos e um risco
estimado de 52 casos por 100.000 mulheres. A regido Sudeste é o local de maior

incidéncia desta neoplasia entre a populagédo feminina, com um risco estimado de 69
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novos casos por 100 mil, sendo alguns estados que compreendem esta regido uns
dos que apresentam as maiores taxas de incidéncia de cancer de mama do pais: o
Rio de Janeiro ocupa a primeira posicdo entre os estados com maior incidéncia
(94,93/100.000), enquanto o estado de Sao Paulo ocupa a terceira posicao
(71,77/100.000). O estado do Espirito Santo, também localizado na regido Sudeste,
apresenta uma taxa estimada de 49,2 casos por 100.000 mulheres para o ano de
2012, e a capital do estado, Vitéria, apresenta uma taxa de 71,28 casos por 100.000.

As incidéncias do cancer de mama por regides brasileiras e por seus

respectivos estados foram apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 - Estimativa para o ano de 2012 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
habitantes para o cancer de mama nas regides e estados brasileiros segundo o
INCA.

Regiéo Taxa bruta Estados Taxa bruta
(continua)
Sudeste 68,93 Rio de Janeiro 94,93
Séo Paulo 71,77
Minas Gerais 45,04
Espirito Santo 49,42
Sul 64,80 Parana 55,83
Rio Grande do Sul 81,07
Santa Catarina 51,38
Centro-Oeste 47,56 Distrito Federal 61,26
Goias 42,56
Mato Grosso 34,48
Mato Grosso do Sul 60,55
Nordeste 31,90 Alagoas 26,21
Bahia 27,64
Ceara 39,11
Maranhao 13,97
Paraiba 32,41
Pernambuco 46,88

Piaui 24 .89



Regiao Taxa bruta Estados

Rio Grande do Norte
Sergipe
Norte 19,38 Acre
Amapa
Amazonas
Para
Rondonia
Roraima

Tocantins

Taxa bruta

35,34
34,95
10,68
10,45
19,39
19,29
24,52
17,26
23,98

(concluséo)

Fonte: Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (2011).

A variacdo observada nas taxas de incidéncia do cancer de mama entre
0s varios paises presume ser decorrente de diferencas no estilo de vida das
populacées. Essa teoria € corroborada por estudos que demonstram um aumento na
incidéncia do cancer de mama em populacbes que migraram de uma regido de
baixo risco para outra de alto risco. Ademais, a baixa incidéncia do cancer de mama
observada em paises menos desenvolvidos pode ser em parte devido a auséncia de
programas de saude mais modernos e organizados, exacerbado pela auséncia de

um sistema de registro de cancer, ocasionando o ndo diagndstico e a nao

computacdo de muitos casos de cancer de mama (YOULDEN et al., 2012).

3.1.2 Fatores derisco

O céancer de mama é uma doenca multifatorial, e fatores de risco de
natureza genética e ndo-genética, os quais incluem fatores reprodutivos, hormonais,
ambientais, habitos e estilo de vida, interagem entre si, contribuindo para a

patogénese e progressdo do cancer de mama (AMORIM et al., 2002; ANTOGNELLI

et al., 2009) (figura 2).
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/ Fatores reprodutivos e \

hormonais:

Menarca precoce T
Menopausa tardia T
Gesta¢do e amamentagao
Terapia Reposicdo Hormonal T

\ Contraceptivos orais ‘T* /

- Fatores ambientais e
Fatores clinicos l / estilo de vida: \
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i 4 — G Obesidade T
Densidade mamaria T Sedomariomo A
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mama T

\ Etilismo T /

I Tabagismo T

Historia FAMILIAR de cancer de mama

Figura 2 - Fatores associados com aumento (1) ou diminui¢do (|) do risco do cancer

de mama em mulheres.
*A incidéncia varia entre os diferentes grupos étnicos e raciais.

3.1.2.1 Histériafamiliar de cancer de mama

Entre todos os fatores de risco associados ao cancer de mama, a historia
familiar € o mais bem estabelecido. O risco para o desenvolvimento de cancer de
mama em mulheres que apresentam um parente de primeiro grau (mae, pai, irma,
irm&o, filha) com esta doenca € 1,8 vezes maior em relagdo a mulheres sem historia
familiar positiva, sendo o risco 3 vezes maior para mulheres com dois parentes
apresentando cancer de mama e, aproximadamente, 4 vezes maior para mulheres
gue apresentam trés ou mais parentes com casos da doenca. O risco também
aumenta quanto menor for a idade de diagndstico do carcinoma mamario nos
parentes de primeiro grau (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011).

No entanto, o cancer de mama de carater hereditario corresponde a,
aproximadamente, 5 a 10% de todos os casos e é atribuido a mutacdes
germinativas em um dos genes de predisposicéo para esta doenca, como BRCAL e
BRCA2 (PALMERO et al., 2007).
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3.1.2.2 Idade e sexo

A incidéncia e as taxas de morte por cancer de mama, geralmente,
aumentam com a idade (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011). Em paises
industrializados, o risco para o desenvolvimento do cancer mamario depois dos 65
anos € 5,8 vezes maior em relacado a mulheres com idade inferior aos 65 anos e 150
vezes maior em relacdo a mulheres com menos de 30 anos de idade (IMYANITOV;
HANSON, 2004). Globalmente, 89% dos casos de céancer de mama s&o
diagnosticados a partir dos 40 anos de idade (YOULDEN et al., 2012), e a incidéncia
dessa doenca em mulheres com idade menor ou igual a 25 anos é de menos de 10
casos por 100.000 mulheres (OLDENBURG et al., 2007).

Apesar da menor incidéncia em mulheres jovens (com idade < 35 anos), o
cancer de mama em tal grupo apresenta-se, geralmente, relacionado a um pior
progndéstico com tumores maiores, indiferenciados e apresentando maior nimero de
metastase (YOULDEN et al., 2012).

Em relacdo ao sexo, a incidéncia do cancer de mama nos individuos
masculinos € inferior & incidéncia observada na populagdo feminina.
Aproximadamente, um entre 150 casos diagnosticados de cancer de mama ocorrem
em homens (OLDENBURG et al., 2007).

3.1.2.3 Etnia/raca

A incidéncia e a mortalidade por cancer de mama variam
consideravelmente entre os diferentes grupos étnicos e raciais. Segundo a American
Cancer Society (2011), nos EUA, a taxa de incidéncia do cancer de mama € maior
entre caucasoides (mulheres brancas n&do hispanicas) e afro-americanas,
intermediaria entre hispanicas e amerindias, e menor entre as asiaticas.

As taxas de incidéncia sdo 20-40% mais elevadas em mulheres brancas
nao hispanicas em relagdo as mulheres negras; no entanto as mulheres afro-
americanas tém as maiores taxas de incidéncia antes dos 40 anos e tém uma maior
probabilidade de morrer de cancer de mama em todas as idades (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2011; OLDENBURG et al., 2007).
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3.1.2.4 Fatores reprodutivos e hormonais

A exposicdo a hormoénios sexuais tem sido consistentemente identificada
como fator de risco para o cancer de mama. Ainda néo foram identificados o (S)
hormonio (s) ou combinacao especifica de hormdnios responséveis pela iniciacdo do
cancer de mama, mas acredita-se que 0 estrogénio seja um fator importante na
modificacdo do risco para o cancer mamario (OLDENBURG et al., 2007).

Vérias variaveis parecem influenciar a exposi¢cdo, durante o tempo de
vida, aos horménios sexuais enddégenos e sdo elas a idade da menarca, idade da
menopausa, idade da primeira gestacdo a termo (em média uma gestacdo de 40
semanas ou 280 dias) e numero de gestacdes (MITRUNEN; HIRVONEN, 2003).

3.1.2.4.1 Menarca e menopausa

A idade de inicio da menarca < 12 anos de idade e o inicio tardio da
menopausa (> 55 anos) tém sido associadas com um aumento no risco para o
cancer de mama, provavelmente devido a exposi¢cao prolongada do epitélio mamario
a estrégenos durante varios anos (MITRUNEN; HIRVONEN, 2003; OLDENBURG et
al., 2007).

Mulheres com menarca antes dos 12 anos de idade apresentam aumento
no risco para o cancer de mama em 10-20% em relacdo ao inicio apés os 14 anos
de idade, enquanto a cada ano de retardo da menopausa, aumenta-se em 3% 0
risco para desenvolvimento do cancer de mama (MITRUNEN; HIRVONEN, 2003;
OLDENBURG et al., 2007)

3.1.2.4.2 Gestacdo e amamentacao

O maior numero de filhos e idade precoce da primeira gravidez séo
alguns fatores associados ao menor risco do cancer de mama. Mulheres que tiveram
a primeira gestacdo antes dos 20 anos de idade apresentam metade do risco para o
cancer de mama comparado a mulheres que tiveram a primeira gestacdo depois dos
30 anos (MITRUNEN; HIRVONEN, 2003).
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Igualmente, a amamentacdo tem demonstrado uma diminui¢do no risco
para o desenvolvimento do cancer mamario, com os melhores indices sendo
observados em mulheres que amamentaram por periodos maiores (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2011).

3.1.2.4.3 Hormbnios exdgenos

A Terapia de Reposicdo Hormonal (TRH), apesar de se eficaz no alivio,
em curto prazo, dos sintomas da menopausa, é associada com aumento no risco do
cancer de mama em mulheres pds-menopausicas que fazem seu uso por longos
periodos (MARIE-GENICA CONSORTIUM ON GENETIC SUSCEPTIBILITY FOR
MENOPAUSAL HORMONE THERAPY RELATED BREAST CANCER RISK, 2010).
Um aumento de 35% no risco para o cancer de mama foi observado para as
mulheres que usaram TRH por 5 anos ou mais (MITRUNEN; HIRVONEN, 2003).

O risco parece ainda ser influenciado pelo modelo de terapia utilizado,
sendo as terapias compostas por estrogénio e progestina demonstrando maior risco
de cancer de mama em relagdo as monoterapias de estrogénio (MARIE-GENICA
CONSORTIUM ON GENETIC SUSCEPTIBILITY FOR MENOPAUSAL HORMONE
THERAPY RELATED BREAST CANCER RISK, 2010).

Apesar dos riscos que a TRH pode apresentar para o desenvolvimento do
cancer de mama, ela apresenta um significante beneficio sob o risco de
desenvolvimento de outras doencgas crbnicas, e a proporcdo risco/beneficio da
utilizacdo da TRH deve ser avaliada cuidadosamente (FEIGELSON; HENDERSON,
2000).

O uso dos contraceptivos orais (pilulas) e sua associacdo com o risco de
desenvolvimento do cancer mamario apresenta resultados conflitantes (MITRUNEN;
HIRVONEN, 2003). Alguns estudos tém postulado a existéncia de um risco
levemente aumentado para usuarias das pilulas (OLDENBURG et al., 2007), o qual
parece desaparecer apés 10 anos da cessacdo da utilizacdo (MITRUNEN;
HIRVONEN, 2003).
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3.1.25 Obesidade e sedentarismo

A obesidade e o sedentarismo tém sido associados a altas taxas de
cancer de mama em mulheres pds-menopausicas e a piores prognésticos entre as
pacientes acometidas por essa doencga, aumentando as sugestdes de que a perda
de peso, associado ao aumento da atividade fisica, reduzem o risco do cancer de
mama ou sua recorréncia (NELSON, 2012).

Em um estudo realizado na Suécia, 42% das mulheres submetidas a
cirurgia bariatrica apresentaram uma redugdo no risco para o cancer de mama,
sendo que 31,9% apresentaram menor peso que os individuos controles. A perda de
20 libras (aproximadamente 10 Kg) foi associada com uma reducdo de 19% na
incidéncia do cancer de mama em mulheres pos-menopausica de lowa (Estados
Unidos), enquanto a perda de 22 libras (aproximadamente 11 Kg) foi associada com
uma reducao de 57% no risco de cancer de mama em mulheres pds-menopausicas
em um estudo com enfermeiras (NELSON, 2012).

A hipdtese mais aceita para a obesidade ser considerada um fator de
risco para o cancer de mama é o aumento de esteroides sexuais circulantes devido
a maior conversao periférica de androstenediona em estrona no tecido subcutaneo
(FRASSON et al., 2011).

Em relacdo a atividade fisica, foi observado, em um estudo australiano,
gue mulheres que se exercitavam apresentavam 20 a 30% menos risco de cancer
de mama que mulheres sedentarias, e que 2 a 3 horas de caminhada rapida por
semana reduziu a recorréncia de céncer de mama e de todos os fatores de
mortalidade em 40 a 67% (NELSON, 2012).

3.1.2.6 Densidade mamaéria

A densidade mamaria € um indicador mamografico da quantidade de
tecido glandular em relacdo ao tecido adiposo ha mama, e pode ser influenciada por
fatores genéticos hereditaveis, diminuindo com a idade, gravidez e menopausa
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011).

Mulheres que apresentam mais de 75% de aumento na densidade da

mama na mamografia tém um risco, aproximadamente, cinco vezes maior de
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desenvolver cancer de mama em relacdo a mulheres cujo aumento na densidade
mama@ria for menor que 5% (ERIKSSON et al., 2012; OLDENBURG et al., 2007).

3.1.2.7 Doengas benignas da mama

Em relacdo as doencas benignas da mama, mulheres apresentando
lesbes proliferativas sem atipia (lesbes com crescimento excessivo de células
normais nos ductos e l6bulos mamarios) tém demonstrado um aumento de 1,5 a 2
vezes mais chances para o cancer de mama, enquanto mulheres apresentando
lesbes proliferativas com atipia (lesbes com excessivo crescimento de células
anormais nos ductos ou lébulos do tecido mamario) sdo associadas com um
aumento de 4 a 5 vezes mais chances para o desenvolvimento do cancer mamario
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011; OLDENBURG et al., 2007)

3.1.2.8 Radiacao

A exposicdo a radiacdo ionizante, mesmo em baixas doses, também é
considerada um fator de risco, particularmente durante a puberdade (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011). A associa¢&o
entre a radiacdo e o cancer de mama tem sido demonstrada em estudos com
sobreviventes de bombas atbmicas e com mulheres que fizeram uso de terapia com
altas doses de radiacdo no torax, particularmente aquelas que foram expostas em
idades mais jovens. Entre os sobreviventes de bombas atémicas, o risco para o
cancer de mama foi maior em mulheres expostas a radiacdo durante a adolescéncia
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011).

3.1.2.9 Etilismo

Numerosos estudos tém confirmado que o consumo de alcool aumenta o
risco de cancer de mama em mulheres e que o risco é dose-dependente e existe

independentemente do tipo de bebida alcodlica consumida. Mulheres que
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consomem dois drinques por dia ou 24g de alcool apresentam um aumento de 21%
no risco para o cancer de mama (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011).

Um dos mecanismos mais provaveis pelos quais o alcool aumenta o risco
de cancer mamario € o aumento dos niveis de estrogénio e androgénio no soro
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011; SEITZ et al., 2012).

3.1.2.10 Tabagismo

O tabagismo €é umas das principais fontes de exposicdo aos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs). Apesar da fumaca do cigarro nao
ter demonstrado risco associado ao cancer de mama, alguns estudos tém suportado
a hipbtese da participacdo de PAH na carcinogénese mamaria. PAH tem sido capaz
de induzir tumores em roedores e adutos de PAH tém sido observados no DNA de
células cancerosas da mama humana, mas ndo no DNA de mulheres saudaveis
(AMORIM et al., 2002)

3.1.3 Classificacao dos carcinomas mamarios

3.1.3.1 Classificacao histologica

Os carcinomas da mama sdo classificados, quanto a localizacdo e
extensdo, em dois grandes grupos: carcinoma in situ e carcinoma invasivo, que,
inicialmente, foram divididos em ductal ou lobular, pois se acreditava que tinham
origens distintas. Entretanto, sabe-se que ambos os tipos ductal e lobular se
originam na unidade terminal ductolobular (UTDL) da mama (esquematizada na
figura 3) e os critérios que permitem a distincdo entre esses dois grupos parecem
estar relacionados com a diferenciagédo do que com a origem dos tumores (FILHO,
2011; KUMAR et al. 2010).
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Figura 3 - Esquematizacdo da microanatomia da mama: representacdo da unidade

terminal ductolobular.
Fonte: figura adaptada de Filho (2011).

O carcinoma in situ & definido com uma proliferacdo de células epiteliais
malignas limitadas aos ductos e I6bulos da mama pela membrana basal, sem
evidéncias de invasdo estromal. Os carcinomas invasivos da mama, por sua vez,
sdo considerados aqueles onde as células tumorais invadem os tecidos adjacentes,
penetrando a membrana basal para o estroma, apresentando, assim, potencial de
metastatizar para sitios anatdémicos distantes (FILHO, 2011; FRASSON et al., 2011;
KUMAR et al., 2010).

O carcinoma ductal in situ (CDIS) é consideravelmente mais comum que o
carcinoma lobular in situ e engloba um grupo heterogéneo de tumores. Observacoes
histologicas e estudos moleculares indicam que 10-30% de CDIS puro progridem
para carcinoma ductal invasivo, sugerindo que o CDIS seja precursor do tipo
invasivo do carcinoma mamario (SHEN et al., 2000).

Os carcinomas invasivos (infiltrantes) da mama, similar aos CDIS, s&o um
grupo heterogéneo de tumores diferenciados em subtipos histolégicos. O carcinoma
ductal infiltrante sem outra especificagcdo (SOE) e o lobular sdo os principais tipos
histologicos e séo responsaveis por aproximadamente 75% e 15%, respectivamente,

de todos os casos de carcinoma mamario nos EUA. Os tipos histolégicos raros que
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incluem carcinoma mucinoso, tubular, inflamatério e medular sdo responsaveis,
juntos, por 10% de todos os casos (LI; URIBE; DALING, 2005).
Os principais tipos histolégicos do carcinoma da mama de acordo com a

OMS estao descritos na tabela 2.

Tabela 2 - Classificacdo histolégica dos carcinomas da mama segundo a OMS
(2003).

In situ
e Lobular
e Ductal
- Comedocarcinoma
- Cribiforme
- Micropapilar
- Papilar
- Sdlido
Invasivo
e Lobular

e Ductal Sem outras Especificacdes (SOE)
e Tubular

e Medular

e Mucinoso

e Apdcrino

e Metaplasico

e Secretor

e Papilar

e Cribiforme

e Micropapilar

e Inflamatério

Fonte: Malhotra e outros (2010) e Tavassoli e Devilee (2003).
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3.1.3.2 Classificacdo molecular

O advento da tecnologia de microarranjos de DNA permitiu a analise do
perfil de expressdo génica dos tumores da mama e definiu o cancer de mama em
cinco subgrupos com diferentes prognosticos, conhecidos como os subtipos de
Sorlie-Perou (ERIKSSON et al, 2012). Segundo essa classificacdo o0os tumores
podem ser definidos como: luminal A e luminal B, basaloide, HER2 e tipo mama
normal (PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2003). Mais recentemente, outro subtipo
foi descoberto, denominado claudin-low (CIRQUEIRA et al., 2011; MALHOTRA et
al., 2010).

Na pratica clinica, painéis imunoistoquimicos tém sido propostos para a
identificacdo desses subtipos moleculares por meio da expressédo de RE, RP e da
proteina HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor Type 2) (CIRQUEIRA et
al., 2011).

Os tumores basoloides séo tipicamente negativos para RE, RP e para o
produto proteico do HERZ2; a negatividade para esses trés marcadores denomina-os
triplo-negativos. O subtipo basaloide, assim como o subtipo HER2, tem sido
associado com pior prognostico, além de estar ainda relacionado a mutacao no gene
BRCAL. Outros marcadores comumente expressos neste subtipo molecular séao
citoqueratinas basais 5/6, 14 e 17, P-caderina e o fator de crescimento epidérmico
(EGFR ou HER1) (CARVALHO et al., 2010; FRASSON et al., 2011).

O subtipo luminal A sdo RE positivos e HER2 negativos enquanto o
luminal B sdo RE e HER2 positivos. Os tumores HER2 s&o RE negativo e HER2
positivo, sendo a expressdo de marcadores basais neste grupo variavel por ensaios
imunoistoquimicos (CARVALHO et al., 2010). O subtipo mama normal apresenta a
expressao de genes de tecido adiposo e de outros tipos celulares nao epiteliais, forte
expressdo de genes do epitelial basal e baixa expressédo de genes do epitélio
luminal. No entanto, ainda ndo esta determinado se este subtipo € um grupo distinto
ou representa um tecido mal analisado (ERIKSSON et al., 2012).

Apesar de alguns tumores Iluminal B serem identificados por
apresentarem expressao de HERZ2, a principal distin¢cdo bioldgica entre luminal A e B
€ a expressao aumentada de alguns genes, que incluem CCNB1, MKI67 (que
codifica a proteina Ki-67) e MYBL2, nos tumores do subtipo luminal B (CHEANG et

al., 2009). Assim foi, recentemente, incluida a imunoistoquimica, a analise do
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marcador Ki-67 em conjunto com os marcadores ja analisados RE, RP e HER2 para
distincdo dos subtipos luminal A e B, apresentando o subtipo luminal A indice de Ki-
67 inferior a 14% de células neoplasicas imunomarcadas (CIRQUEIRA et al., 2011).

A distincdo do subtipo luminal B possibilita a identificacdo de um grupo de
pior prognostico e que apresenta resisténcia ao tratamento com hormonioterapia,
possibilitando a tais pacientes uma terapia sistémica adicional aquela propiciada ao
grupo de bom prognéstico dos tumores que Sao positivos para 0s receptores
hormonais (CHEANG et al., 2009).

O subtipo claudin-low, recentemente identificado, é caracterizado por uma
baixa expressdo de genes envolvidos com jungdes celulares ocludentes e
glicoproteinas de adesao célula-célula, incluindo as claudinas 3, 4 e 7, as ocludinas
e a E-caderina. Apresenta aumento na expressdo de marcadores de transicao
epitélio-mesénquima, de marcadores endoteliais e linfociticos e de marcadores
relacionados a células tronco tumorais com fenétipo CD44+/CD24-. No entanto, ndo
possui ainda marcadores imunoistoquimicos protocolados para a sua caracterizacao
e nem terapéutica especifica (CIRQUEIRA et al., 2011; MALHOTRA et al., 2010).

A classificagdo dos carcinomas da mama por seus subtipos moleculares

pode ser observada na figura 4.
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Figura 4 - Classificagdo molecular do cancer de mama.
1: alta expresséo; |: baixa expressao.

3.1.4 Diagnostico e prevencao

Segundo a American Cancer Society (2011), o diagnéstico do carcinoma
mamario é realizado por meio de mamografias e exame clinico das mamas, além de
ressonancia magnética para mulheres com um risco de desenvolvimento de cancer
de mama de, aproximadamente, 20 a 25%, comecando o rastreio por esta
metodologia a partir dos 30 anos. Mulheres com um risco inferior a 15% para o
cancer mamario ndo sdo recomendadas a utilizar a ressonancia como meétodo de
rastreio.

Para mulheres assintomaticas de 20 a 30 anos com risco médio para o
cancer de mama, a OMS preconiza a realizacdo de exames clinicos das mamas, no
minimo, a cada trés anos. Para mulheres com idade = 40 anos, a OMS sugere a
examinagdo clinica das mamas anualmente, atuando como um complemento
importante a mamografia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011).

O rastreamento da populagdo com mamografia e exames fisicos
(examinacao clinica das mamas) séo responsaveis por 10-40% dos casos de cancer
de mama detectados precocemente (ZHU et al., 2003). A mamografia € um dos

métodos mais efetivos disponivel para a identificacdo do cancer de mama em um
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estagio mais precoce, muitas vezes, antes de algum sintoma ser detectado por meio
da examinacdo fisica (YOULDEN et al., 2012).

A implementacdo da mamografia como um método de rastreamento do
cancer de mama foi estabelecida por meio de véarias triagens randomizadas
controladas durante os anos de 1980 e 1990. Um estudo realizado na Suécia foi o
primeiro a relatar uma reducéo de 31% na mortalidade por cancer de mama usando
este método de rastreio e estudos posteriores também demonstraram uma reducao
de 25-30% na mortalidade por cancer de mama (YOULDEN et al., 2012).

A avaliacdo dos programas de rastreio hoje existentes, usando a
mamografia, tem observado uma redugdo na mortalidade similar & observada nos
estudos de triagem inicialmente realizados. Na Austrélia, uma reducéo entre 21% e
28% foi verificada na mortalidade, enquanto na Dinamarca, Inglaterra e Pais de
Gales, Paises baixos e Suécia, esse indice variou entre 19% e 32% (YOULDEN et
al., 2012).

No Brasil, o exame clinico anual das mamas e o rastreamento sdo as
estratégias recomendadas para controle do cancer da mama. As recomendacdes do
Ministério da Saude para deteccao precoce e diagnostico desse cancer baseiam-se
no Controle do cancer de mama: documento de consenso, de 2004, que considera,
como principais estratégias de rastreamento, o exame clinico anual das mamas a
partir dos 40 anos e um exame mamografico, a cada dois anos, para mulheres de 50
a 69 anos. Para as mulheres de grupos populacionais considerados de risco elevado
para cancer da mama (com histéria familiar de cancer da mama em parentes de
primeiro grau antes dos 50 anos de idade; historia familiar de cancer da mama
bilateral ou de ovario em parentes de primeiro grau em qualquer idade; histéria
familiar de cancer da mama masculina; ou mulheres com diagnostico histopatolégico
de lesdo mamaria proliferativa com atipia ou neoplasia lobular in situ), recomenda-se
o exame clinico da mama e a mamografia, anualmente, a partir de 35 anos
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011).

3.1.4.1 Quimioprevengao

A quimioprevengdo consiste no uso de farmacos para prevenir o

desenvolvimento e a progressdo de células malignas. E uma possibilidade
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alternativa para mulheres consideradas de risco elevado para o desenvolvimento do
cancer de mama. O método faz uso de moduladores seletivos de receptores
estrogénicos, SERMs, dos quais fazem parte o tamoxifeno e o raloxifeno (FRASSON
et al., 2011; ROSAL; DA SILVA, 2011).

O tamoxifeno é um modulador de primeira geracdo aprovado em 1998
pela FDA (United States Food and Drug Administration) com base no estudo
NSABP-P-1 (National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project) (MIYOSHI;
NOGUCHI, 2003). Resultados de estudos de triagem clinica demonstraram uma
reducdo de 49% na incidéncia de cancer de mama invasivo RE positivo em
mulheres consideradas de alto risco e que fizerem uso do tamoxifeno. No entanto,
quando utilizado por longos periodos, o tamoxifeno pode induzir atividade
proliferativa no endométrio, ocasionando o surgimento de pdlipos e eventual
carcinoma; o risco de carcinoma endometrial em usuérias do tamoxifeno é estimado
ser de 3 a 7 vezes maior do que em ndo usuarias (ROSAL; DA SILVA, 2011).

O raloxifeno € um modulador de segunda geracdo com efeitos similares
aos do tamoxifeno na reducédo do risco de cancer de mama invasor sem, no entanto,
estimular as células do endométrio como os outros SERMs (LIMA; DA SILVA, 2012;
ROSAL; DA SILVA, 2011).

Ambos o tamoxifeno e o raloxifeno exercem seu mecanismo de acéo por
meio da interacdo com RE, atuando como agonistas ou antagonistas, de acordo com
o tecido alvo. No tecido mamario, esses farmacos exercem efeito anti-estrogénico,
bloqueando os receptores hormonais (ROSAL; DA SILVA, 2011). Além disso, o
tamoxifeno também pode induzir morte celular programada (SINGH; FRANCIS;
MICHAEL, 2011).

A indicacao desses farmacos deve ser precedida de criteriosa avaliacao
sobre o risco de efeitos colaterais da medicacdo e quantificacdo do risco de
surgimento de cancer (FRASSON et al., 2011).

3.1.5 Fatores prognosticos

Fatores progndsticos sao parametros possiveis de serem mensurados no

momento do diagndstico e que servem como preditor da sobrevida do paciente
(BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011; MORABITO et al., 2003).
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Os fatores progndsticos considerados classicos e mais correntemente
utilizados na prética clinica oncoldgica para o cancer de mama sao o envolvimento
dos linfonodos axilares, o tamanho do tumor, o tipo e o grau histologico (ABREU,;
KOIFAN, 2002).

O conhecimento do envolvimento axilar e do numero de linfonodos
comprometidos se constitui na mais importante informacdo prognoéstica, e tem se
mostrado como o indicador mais importante de sobrevida livre da doenca e
sobrevida global da mama com cancer (BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011).
Pacientes sem comprometimento metastatico para linfonodos axilares apresentam
um melhor progndstico tanto para sobrevida global quanto para sobrevida livre de
doenca; apenas 20% a 30% dos pacientes com nodulo negativo irdo desenvolver
recidiva no prazo de 10 anos (ABREU; KOIFAN, 2002; BUITRAGO; UEMURA,;
SENA, 2011; FILHO, 2011).

Em pacientes com axila positiva, o tamanho tumoral é o segundo fator
progndéstico mais importante, enquanto em pacientes com axila negativa, o tamanho
do tumor constitui-se a variavel mais importante a ser analisada e apresenta-se
como fator preditivo fundamental para a recorréncia da doenga (ABREU; KOIFAN,
2002).

Em relagcdo ao tipo histolégico, o carcinoma ductal infiltrante,
classicamente, apresenta um maior envolvimento linfatico e um pior progndstico a
aguele verificado nas pacientes com tipos histolégicos menos frequentes de
carcinoma invasivo de mama (ABREU; KOIFAN, 2002; FILHO, 2011).

O grau histologico reflete o potencial de malignidade do tumor indicando a
sua maior ou menor capacidade de metastatizacdo (ABREU; KOIFAN, 2002). O
método de gradacdo histolégica recomendado é o de Nottingham (modificacdo de
Elston-Ellis do sistema de graduacéo de Scarff-Bloom-Richardson), o qual se baseia
na avaliacdo de padroes morfologicos dos tumores como formacao tubular,
pleomorfismo nuclear e nimero de mitoses, cada um deles sendo pontuados com
valores de 1 (favoravel) a 3 (desfavoravel); os escores dos trés grupos sdao
somados, adequando o0s tumores nas seguintes categorias: grau | - bem
diferenciado ou baixo grau (3 a 5 pontos de escore combinado); grau Il -
moderadamente diferenciado ou grau intermediario (6 a 7 pontos de escore
combinado) e grau lll - pouco diferenciado ou alto grau (8 a 9 ponto de escore
combinado) (FRASSON et al., 2011; FILHO et al, 2011).
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Alguns fatores prognédsticos tem uma dupla funcdo. Além de exercerem
seu papel como fator prognéstico, tem um papel muito importante como fator
preditivo permitindo, assim, o estabelecimento de terapias especificas para o
tratamento do tumor. Os receptores hormonais e a superexpressao da oncoproteina
HER2 estdo entre esses fatores de dupla funcédo (BUITRAGO; UEMURA; SENA,
2011; MORABITO et al., 2003).

3.1.5.1 Receptores hormonais

Aproximadamente 75% dos casos de cancer de mama expressam o RE,
enquanto mais da metade desses tumores também expressam o RP (CUI et al.,
2005).

A quantificagdo de ambos o0s receptores hormonais € clinicamente
relevante na predicdo a resposta a terapia enddcrina com anti-estrogénio
(MORABITO et al., 2003). Casos de cancer de mama metastatico positivos para 0s
ambos os receptores RE e RP tém uma taxa de resposta a terapia anti-hormonal
equivalente a préximo de 80%, enquanto carcinomas mamarios positivos para RE,
mas negativos para RP tém uma taxa de reposta de aproximadamente 40%
(BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011; HIGGINS; STEARNS, 2009).

3.1.5.2 Status da oncoproteina HER2

A expressao aumentada do oncogene HER2 ocorre em aproximadamente
20% de todos os canceres de mama, e se configura como um indicador de mau
prognéstico, com os pacientes HER2 positivos apresentando um alto risco de
recidiva precoce (ABREU; KOIFAN, 2002).

Além do valor prognostico de HER2, a positividade para este marcador
possui um grande valor preditivo em relacédo aos beneficios clinicos a serem obtidos
com a utilizacao de tratamentos especificos (BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011).

A hiperexpressao do HER2 é determinada por imunoistoquimica; casos
com positividade 3+, definida como coloragdo membranosa forte e completa em

mais de 30% das células neoplasicas, sao indicadores de terapia com anticorpo anti-
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HER2, enquanto casos negativos e 1+ ndo sao, em principio, elegiveis para o
tratamento. Casos com positividade 2+ s&o considerados de resultado
indeterminado, devendo ser complementados por métodos moleculares, como
hibridacao in situ por fluorescéncia (FISH) (FILHO, 2011).

3.1.6 Tratamento

As modalidades terapéuticas para o cancer de mama Sao a cirurgia e a
radioterapia para tratamento loco-regional e a quimioterapia e a hormonioterapia
para tratamento sistémico. No entanto, o tratamento deve ser ministrado por uma
equipe multidisciplinar visando o tratamento integral da paciente (ASSOCIACAO
MEDICA BRASILEIRA; CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA, 2001).

A escolha da terapia sistémica adjuvante é baseada na idade do paciente,
tamanho do tumor, grau histolégico, envolvimento linfonodal, status dos receptores
hormonais e status da oncoproteina HER2 (CHEANG et al., 2009).

Para os casos de cancer de mama RE positivos e ou RP positivos, a
terapia enddcrina com tamoxifeno ou inibidores da aromatase € indicada. O
tamoxifeno adjuvante reduz o risco para o desfecho composto de recidiva ou 6bito
em pacientes com tumores positivos para receptores hormonais em,
aproximadamente, 30% (CHEANG et al., 2009). Os inibidores da aromatase, quando
comparados com o tamoxifeno, tem apresentado uma redugéo no risco de recidiva
de, aproximadamente, 13%, no entanto, ainda ndo tem sido verificada a sua
vantagem em relacdo a sobrevida (SINGH; FRANCIS; MICHAEL, 2011).

O céancer de mama que apresenta hiperexpressédo da oncoproteina HER2
€ tratado com uma combinacdo de trastuzumabe (Herceptin®), um anticorpo
monoclonal alvo da proteina HER2 (CHEANG et al., 2009). As terapias-alvo contra
HER2 sdo muito eficazes, tanto na forma adjuvante, quanto no contexto metastatico.
O trastuzumabe melhora as taxas de resposta, reduz a progresséo da doenca e
melhora a sobrevida quando utilizado isoladamente ou adicionado a quimioterapia
em cancer de mama metastatico; o trastuzumabe adjuvante reduz o risco de
recorréncia a metade e a mortalidade em um terco em pacientes com cancer de
mama em estagio priméario. O uso do Lapatinibe®, outro inibidor da tirosina quinase

qgue bloqueia tanto o HER2 quanto o HER1, beneficia as pacientes nas quais 0 uso
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do trastuzumabe foi ineficaz, controlando a doenca metastatica (CIRQUEIRA et al.,
2011).

3.2 CANCER DE OVARIO
3.2.1 Epidemiologia

O cancer de ovéario constitui-se na malignidade ginecolégica mais letal em
mulheres decorrente da apresentacao clinica vaga, estagios avancados no momento
do diagndstico e baixa sobrevida (KOTSOPOULOS et al., 2012). Em comparacao
com o cancer de mama, o cancer ovariano é 10 vezes menos comum, sendo, no
entanto, associado a um numero muito maior de mortes; globalmente, o cancer de
ovario é responséavel pela morte de mais de 100.000 mulheres por ano, constituindo
a quinta causa mais comum de morte por cancer em mulheres no mundo ocidental
(PRAT, 2012).

A incidéncia do cancer de ovario aumenta com a idade, apresentando os
maiores valores por volta da oitava década de vida (SCHUIJER; BERNS, 2003). Um
pouco menos de 1% do cancer ovariano epitelial ocorre antes dos 20 anos de idade
(HOLSCHNEIDER; BEREK, 2000). Na populacdo geral, a idade média ao
diagnéstico € de 63 anos (DERCHAIN; DUARTE-FRANCO; SARIAN, 2009).

Em paises desenvolvidos, a taxa de incidéncia anual para o cancer
ovariano € de 10,3 casos por 100.000 mulheres, enquanto em paises em
desenvolvimento, essa taxa corresponde a 4,9 por 100.000 (ABRAO, 2006).

Nos EUA e Reino Unido, o carcinoma epitelial do ovario é a principal
causa de morte de cancer ginecolégico (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012;
HICKEY et al., 1999). Sdo esperados nos EUA, para o ano de 2012, 15.500 mortes
por esta neoplasia e 22.280 novos casos entre as mulheres (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2012). Na Europa, diferentes taxas de mortalidade sao relatadas. Na
Alemanha e na maioria da Europa Ocidental, a incidéncia do cancer ovariano é
proxima de 12/100.000 mulheres enquanto na Italia e Franca essa taxa apresenta
valores menores e iguais a 9,3 e 9,7, respectivamente. Os paises do norte da
Europa apresentam as maiores taxas de mortalidade, correspondendo a 13,9 na
Noruega e 13,4 no Reino Unido (DANSONKA-MIESZKOWSKA et al., 2006).
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As taxas de incidéncia e mortalidade por cancer de ovario em varios

paises do mundo encontram-se ilustradas na figura 5.

Incidéncia padronizada mundial/100.000
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Figura 5 - Taxas de incidéncia e de mortalidade por cancer de ovario na populacdo

feminina para o ano de 2008 segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
Fonte: World Health Organization/GLOBOCAN 2008 (acesso em 15 set. 2012).

No Brasil, os dados epidemiolégicos para o cancer de ovario sdo em
menor niumero em relagdo aos dados para o cancer de mama. Somente a partir do
ano de 2012, o INCA apresentou dados de incidéncia proprios para o cancer
ovariano, excluindo-o da classificacdo de outros tumores. Segundo os dados do
INCA (2011), séo esperados para o ano de 2012, 6 casos de cancer de ovario por
100.000 mulheres no Brasil (6.190 casos por ano).

Sem considerar os tumores da pele ndo melanoma, o cancer do ovario é
0 sétimo mais incidente na maioria das regides, com um risco estimado de 8 casos
novos a cada 100 mil mulheres na regido Sul, 7 a cada 100 mil na regido Sudeste, 6

por 100 mil na regido Centro-Oeste e 4 por 100 mil na regido Nordeste, enquanto na
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regiao Norte (2/100 mil), é o oitavo tumor mais frequente (tabela 3) (INSTITUTO

NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011).

O estado do Espirito Santo apresenta um taxa estimada de 5,92/100.000

e 110 novos casos de cancer ovariano para o ano de 2012, enquanto Vitoria

apresenta uma taxa de 9,49 casos por 100.000 e 20 novos casos de cancer de
ovario (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA,

2011).

Tabela 3 - Estimativa para o ano de 2012 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
habitantes para o cancer de ovario nas regides e estados brasileiros segundo o

INCA.
Regiéo Taxa bruta Estados Taxa bruta
(continua)

Sudeste 7,53 Rio de Janeiro 8,90
Séo Paulo 7,98
Minas Gerais 572
Espirito Santo 5,92

Sul 7,70 Parana 6,80
Rio Grande do Sul 9,27
Santa Catarina 6,47

Centro-Oeste 5,85 Distrito Federal 7,31
Goias 5,51
Mato Grosso 4,06
Mato Grosso do Sul 7,27

Nordeste 4,45 Alagoas 2,44
Bahia 4,18
Ceara 5,44
Maranhao 2,69
Paraiba 3,94
Pernambuco 6,23
Piaui 4,13
Rio Grande do Norte 3,97
Sergipe 5,04
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Regiao Taxa bruta Estados Taxa bruta

(concluséo)

Norte 2,54 Acre 2,57
Amapa 1,76
Amazonas 2,86
Para 2,35
Rondonia 1,83
Roraima 0,00
Tocantins 4,12

Fonte: Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (2011)

3.2.2 Fatores de risco

A etiologia do cancer de ovario, assim como a do cancer de mama,
parece ser multifatorial, e fatores de risco bem estabelecidos para o
desenvolvimento do cancer ovariano incluem fatores genéticos, hormonais e
reprodutivos e ambientais (LEVINE; BOYD, 2001; REIS, 2005; SUEBLINVONG,;
CARNEY, 2009), como pode ser observado na figura 6.
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/ Fatores reprodutivos e \

hormonais:
Gestagao |
Amamentacdo . (?)
Contraceptivos orais |,

Terapia Reposicdo Hormonal (? . - -
P . POsi¢ . ?) Dieta rica em carboidratos T*
Histerectomia |

Urer e e Dieta rica em fibras |,

\ Ooforectomia |, / \_ Obesidade (?) )

[ Histdria FAMILIAR de cancer de mama e/ou ]

Fatores clinicos e estilo de
vida:
Endometriose T

ovarioT

Figura 6 - Fatores associados com aumento (1) ou diminui¢ao (|) do risco do cancer

de ovéario em mulheres.
(?) Variaveis ainda ndo completamente elucidadas.

3.2.2.1 Histériafamiliar de cancer de mama e/ou de ovario

A historia familiar de cancer da mama ou de ovario constitui-se o fator de
risco mais significante para o desenvolvimento do céncer ovariano apesar de,
aproximadamente, até 15% dos casos de cancer de ovario serem hereditarios
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011;
NUSBAUM; VOGEL; READY, 2006-2007).

Pesquisas informam que o risco de uma mulher desenvolver a doenca €é
de 5% quando h& na familia parente de primeiro grau com carcinoma ovariano,
aumentando o risco para 30% quando ha a ocorréncia do cancer de ovario em duas
ou mais mulheres (LIMA et al., 2009; RISTOW; YAMAMOTO; FAVARO, 2006).
Mulheres que ja desenvolveram céncer da mama e sdo portadoras de mutagdes nos
genes BRCA1 e BRCA2 também apresentam um risco aumentado para desenvolver
cancer de ovario (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES
DA SILVA, 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nusbaum%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17917139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vogel%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17917139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ready%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17917139
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3.2.2.2 Fatores reprodutivos e hormonais

Semelhantemente ao cancer de mama, o cancer ovariano também & uma
doenca de base hormonal, e variaveis que influenciem os niveis de horménios nos
tecidos ovarianos podem apresentar um maior Ou menor risco para o

desenvolvimento desta neoplasia.

3.2.2.2.1 Gestacdo e amamentacao

A gestacao esta associada consistentemente com uma reducdo no risco
para o cancer de ovario e acredita-se que este efeito protetor seja decorrente da
anovulacao e supressao pituitaria (SUEBLINVONG; CARNEY, 2009).

A primeira gestagéo a termo reduz em aproximadamente 40% o risco do
cancer de ovario (RISTOW; YAMAMOTO; FAVARO, 2006) e cada gestacdo
adicional diminui em aproximadamente 15% o risco deste tipo de cancer (SELLERS
et al., 2005). Gestacbes nao levadas a termo parecem ndo proteger contra o
carcinoma ovariano como aquelas que sdo levadas. Contudo, varios autores ainda
as consideram como fator protetor (RISTOW; YAMAMOTO; FAVARO, 2006).

A amamentacédo, similarmente a sua funcéo protetora para o cancer de
mama, também esta associada a diminuicdo do risco carcinogénico no epitélio dos
ovarios e esse papel protetor parece ser decorrente da sua capacidade de inibir
parcialmente a ovulacdo pela refratariedade aos niveis de horménio foliculo-
estimulante (FSH) e de horménio luteinizante (LH) elevados (RISTOW,
YAMAMOTO; FAVARO, 2006; SUEBLINVONG; CARNEY, 2009). No entanto, como
h&a elevagcédo dos niveis de FSH e LH, teoricamente também ha favorecimento da
acao estrogénica no tecido do ovario e logo, aumento do risco. Ademais, torna-se
dificil avaliar o fator protetor da amamentacdo isoladamente, uma vez que esta
relacionada a gestacdo (RISTOW; YAMAMOTO; FAVARO, 2006).

3.2.2.2.2 Hormodnios exégenos
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O uso de contraceptivos orais estd associado com uma diminuicdo no
risco para o desenvolvimento de cancer ovariano e postula-se que tal associacao
seja devido a capacidade dos hormonios existentes nas pilulas de suprimir a
ovulacéo e reduzir a secrecdo de gonadotrofinas pela pituitaria. Uma diminuicdo em
até 50% do risco para o desenvolvimento do cancer de ovario foi conferido em
mulheres que fizeram uso das pilulas por um periodo de cinco anos (RISTOW,
YAMAMOTO; FAVARO, 2006). O efeito protetor dos contraceptivos orais com base
somente na reducdo dos ciclos ovulatérios sugere um papel protetor da progestina,
o principal componente das pilulas (HILDEBRAND et al., 2010).

A TRH, por sua vez, apresenta resultados conflitantes em relacdo a sua
associacdo com o cancer ovariano. O uso apenas do estrogénio nas TRHs tem sido
associado com um aumento de 25-50% no risco do cancer de ovario. No entanto,
ainda ndo estd claro se a adicdo de progestina, apés 1976 as preparacdes
hormonais na p6s-menopausa, poderia suavizar os efeitos prejudiciais do estrogénio
nos ovarios (HILDEBRAND et al., 2010).

3.2.2.2.3 Cirurgias ginecoldgicas

O risco de céancer de ovario parece diminuir em torno de 80% em
mulheres histerectomizadas ou laqueadas (RISTOW; YAMAMOTO; FAVARO, 2006).
A histerectomia e a ligadura tubaria parecem conferir prote¢cdo contra o céancer
ovariano por desligar o acesso de carcindbgenos enddgenos e exdgenos ao ambiente
ovariano via um utero intacto ou tubos falopianos (HILDEBRAND et al., 2010).

A ooforectomia, por sua vez, parece conferir beneficios potenciais a
prevencédo do cancer de ovario, alem de diminuir o risco de cancer de mama e de
cirurgia ovariana subsequente (LIMA et al., 2009). Entretanto, a remocé&o dos ovarios
nao elimina completamente o risco de cancer de ovario, e os efeitos deletérios da
ooforectomia em mulheres na pré-menopausa ultrapassam os beneficios. A perda
prematura da funcdo ovariana antes da menopausa natural aumenta o risco de
doencas cardiovasculares, de deficiéncias cognitivas e deméncia, Parkinson,
reducdo do bem-estar psicolégico e diminuicdo da funcdo sexual (DERCHAIN;
DUARTE-FRANCO; SARIAN, 2009).
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3.2.2.3 Dieta alimentar

Dieta rica em carboidratos acarreta uma hiperinsulinemia crénica, a qual
parece aumentar o risco do cancer de ovario. Tal fungdo como fator de risco
aparente da hiperinsulinemia postula-se ser decorrente da redu¢ao na concentracéo
da proteina de ligacdo ao fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBP —
insulin-like growth factor binding protein), aumentando, consequentemente, a
biodisponibilidade do fator | de crescimento semelhante a insulina (IGF-1 — insulin-
like growth factor). O aumento de IGF-1 reduz a apoptose, estimula a proliferacao
celular e a sintese de hormdnios esteroides e a diminuicdo na concentracdo da
globulina de ligacdo ao hormdnio sexual (SHBG — sex hormone-binding globulin),
favorecendo o desenvolvimento do cancer ovariano (NAGLE et al., 2011).

Contrariamente a dieta rica em carboidratos, uma dieta rica em fibras
parece ter um efeito protetor para o cancer ovariano uma vez que pode reduzir 0s
niveis de hormonios sexuais enddgenos devido ao aumento da SHBG, a qual
diminui os niveis de estrogénio livre (NAGLE et al., 2011). No estudo de Hedelin e
outros (2011), uma associacao inversamente proporcional foi observada entre a alta
ingestdo de fibras e o risco de tumores ovarianos borderline, no entanto, para o

carcinoma de ovario invasivo nenhuma associacao foi verificada.

3.2.2.4 Obesidade

A obesidade ndo é um fator de risco consistente para o cancer de ovario,
apesar de alguns estudos sugerirem que a distribuicdo da gordura corporal, em
particular o tecido adiposo distribuido na circunferéncia abdominal, seria um fator de

risco para o cancer ovariano (SELLERS et al., 2005).

3.2.25 Endometriose

A endometriose € uma doenca frequente durante a vida reprodutiva da

7

mulher e é caracterizada pela presenca de tecido endometrial fora da cavidade

uterina. Essa doenca acarreta estado crénico de inflamacéo, o que pode contribuir
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para o desenvolvimento do cancer ovariano. Estudos sugerem que o risco de cancer
do ovério dobra em mulheres portadoras de endometriose em comparagdo com as
que ndo a possuem (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2011).

3.2.2.6 Outros fatores

Aspectos da historia reprodutiva e que sdo associados ao cancer de
mama como menarca, idade de inicio da menopausa e idade da primeira gravidez
nao sao claramente associados com o risco de desenvolvimento de cancer de ovario
(SELLERS et al., 2005).

3.2.3 Classificacdo dos carcinomas ovarianos

3.2.3.1 Classificacao histologica

A classificacdo dos tumores ovarianos preconizada pela OMS separa as
neoplasias do ovario de acordo com o tecido de origem mais provavel. Segundo
essa classificacdo os tumores ovarianos se originariam de um dos trés componentes
do ovério: a) epitélio de superficie que deriva do epitélio celdmico ou de epitélio
endometrial ectépico; b) células germinativas que migram para os ovarios a partir do
saco vitelino e sao totipotentes; c¢) estroma do ovéario. H4 ainda um grupo de tumores
que foge a classificacdo, além dos tumores secundarios ou metastaticos (FILHO,
2011; KUMAR et al., 2010).

Entre as neoplasias ovarianas malignas, as de origem epitelial séo as
mais frequentes e sao classificadas conforme o tipo celular em: seroso, mucinoso,
endometridide, de células claras, de células transicionais e epiteliais-estromais
(FILHO, 2011; KUMAR et al., 2010), como demonstrado na tabela 4.

Recentemente, no entanto, uma nova teoria sobre a origem dos
carcinomas epiteliais ovarianos tem surgido. Os novos estudos tém evidenciado que
0S tumores ovarianos primarios originam-se nos 6rgaos pélvicos e envolvem o ovario
secundariamente. Dessa forma, tem sido proposto que 0S tumores Serosos Sao

decorrentes da implantacdo do epitélio (benigno ou maligno) das tubas uterinas; o
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carcinoma endometrioide e de células claras tém sido associados a endometriose, a
qual é considerada precursora destes tumores, e uma vez que a endometriose se
desenvolve de tecido endometrial pela menstruacao retrograda, € razoavel supor
qgue o endométrio seja a fonte dessas neoplasias ovarianas. Finalmente, dados
preliminares sugerem que 0s tumores mucinosos e de células transicionais (Brenner)
resultem de um processo de metaplasia entre a disposig¢éo epitelial tipo-transicional
para juncao tubal-mesotelial (DERCHAIN; DUARTE-FRANCO; SARIAN, 2009;
KURMAN; SHIH, 2010; PRAT, 2012).

Tabela 4 - Classificacdo das neoplasias ovarianas segundo a OMS - verséo
simplificada (2003)

Tumores do epitélio superficial/estroma (> 80%)

(continua)

Serosos

- Benigno
- Maligno
- Limitrofe
e Mucinosos, tipo endocervical e tipo intestinal
- Benigno
- Maligno
- Limitrofe
e Endometrioides
- Benigno
- Maligno
- Limitrofe
e Células claras
- Benigno
- Maligno
- Limitrofe
e Células transicionais
- Tumor de Brenner
- Tumor de Brenner de baixo potencial de malignidade

- Tumor de Brenner maligno


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kurman%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shih%20IeM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154587

Tumores do epitélio superficial/estroma (> 80%)

(concluséo)
- Carcinoma de células de transicao (tipo ndo Brenner)
e Epiteliais-estromais
- Adenossarcoma
- Tumor mulleriano misto maligno
Tumores do estroma — cordao sexual (5-10%)
e Tumores da granulosa
e Fibromas
e Fibrotecomas
e Tecomas
e Tumores de células de Sertoli
e Tumores de célula de Leydig
e Tumores do corddo sexual com tubulos anulares
e Ginandroblastoma
e Tumores de células esteroidicas (lipidicas)
Tumores de células germinativas (10-15%)
e Teratoma
- Imaturo
- Maduro: sélido e cistico
- Monodérmico
e Disgerminoma
e Tumor do saco vitelino
e Tumores de células germinativas mistos
Malignos, sem outra especificacao
Céancer metastéatico de tumor primario ndo ovariano
e Colbnico, apendicular
e Gastrico

e Mamario

Fonte: Kumar e outros (2010) e Derchain e outros (2009).
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3.2.4 Diagnostico e prevencao

O diagnostico do cancer de ovario € um problema comum na pratica
clinica. Nao existem programas de rastreio para o diagnéstico precoce do carcinoma
ovariano, e, geralmente, os tumores malignos do ovério sao diagnosticados de forma
ocasional ou quando o tumor j& apresenta sintomas que indicam uma doenca mais
avancada, comumente ja propagados para outros oOrgdos além do ovario
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011).
Aproximadamente 70% das pacientes sao diagnosticadas nos estadios Ill e IV, onde
a sobrevida em cinco anos pode ser inferior a 20% (LIMA et al., 2009).

Os sintomas mais comuns do cancer ovariano sdo dor e distensdo
abdominais, sintomas dos aparelhos urinarios e gastrointestinal decorrentes da
compressdo causada pelo tumor ou da invasdo do cancer, e sangramentos
abdominal e vaginal. As formas benignas podem ser completamente assintométicas
e, ocasionalmente, sdo encontradas de modo inesperado durante um exame
abdominal ou pélvico ou uma cirurgia (KUMAR et al., 2010).

Em mulheres de alto risco para 0 cancer ovariano ou com sintomas
suspeitos persistentes sdo usados como métodos de diagndstico o exame fisico, a
ultrassonografia e a quantificacdo dos niveis séricos do marcador CA125
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012), um antigeno glicoproteico de alto peso
molecular reconhecido por um anticorpo monoclonal OC125 (MEDEIROS et al.,
2009).

O CAL125, apesar de pouco especifico e sensivel em neoplasias iniciais,
tem sido utilizado para deteccdo de tumores epiteliais e acompanhamento das
pacientes com neoplasia diagnosticada (FILHO, 2011). Em geral, apresenta altos
niveis em 80-85% das mulheres com cancer ovariano epitelial avancado e em 65%
das pacientes com carcinoma de ovario mucinoso. Em pacientes no estadio | do
cancer ovariano, apenas 50% apresentardo niveis elevados de CA125 (MEDEIROS
et al., 2009).

Outros marcadores bioquimicos que podem ser usados no diagnostico e
seguimento de pacientes com cancer de ovario de origem nao epitelial sdo a B-HCG
e a a-fetoproteina, bons marcadores de tumores germinativos, além da a-inibina,

utilizada como marcador de tumores dos corddes sexuais (FILHO, 2011).
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3.2.5 Fatores progndsticos

O prognéstico do cancer de ovario é definido pela correlacdo com a
sobrevida, refletindo o estadio, o tipo e grau histolégico e a capacidade da paciente
tolerar o tratamento para a doencga. Além desses fatores pré-tratamento, outros que
podem ter impacto na sobrevida incluem o tipo de tratamento recebido (citorreducgéo
Otima, quimioterapia baseada em derivados da platina) e o efeito da terapéutica
sobre o tumor (ex. resposta completa) ou sobre a paciente (ex. mielossupressao)
(REIS, 2005).

Entre os fatores progndsticos, o estadiamento da FIGO (International
Federation of Gynecology and Obstetrics), descrito na tabela 5, € considerado o fator
mais importante. A sobrevida em cinco anos € de 95% para os casos de tumor
localizado no ovario, 72% para os casos com implantacdo regional e 31% para os
casos com tumor disseminado. No entanto, no momento do diagndstico, 29% dos
casos apresentam-se com tumor restrito aos ovarios, 6% com tumores disseminados

regionalmente e 59% com disseminacao a distancia (REIS, 2005).

Tabela 5 - Estadiamento dos tumores ovarianos definido pela FIGO.

Estadio I: Tumor limitado aos ovarios

(continua)
- la: Tumor limitado a um ovario; cépsula intacta, sem tumor na
superficie ovariana; sem células malignas em liquido ascitico ou em
lavados peritoneais
- Ib: Tumor limitado a ambos os ovarios; capsulas intactas, sem tumor
nas superficies ovarianas; sem células malignas em liquido ascitico ou
em lavados peritoneais
- Ic: Tumor limitado a um ou ambos 0s ovarios, com qualquer um dos
seguintes achados: cépsula rompida, tumor na superficie ovariana,
células malignas em liquido ascitico ou em lavados peritoneais
Estadio II: Tumor que envolve um ou ambos os ovarios, com extensao
pélvica
- lla: Extensdo e/ou implantes no uUtero e/ou trompa(s); sem células

malignas em ligquido ascitico ou em lavados peritoneais
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Estadio II: Tumor que envolve um ou ambos 0s ovérios, com extenséo
pélvica
(concluséo)
- lIb: Extenséo para outros tecidos pélvicos; sem células malignas em
liquido ascitico ou em lavados peritoneais
- llc: Extensdo pélvica (2a ou 2b), com células malignas em liquido
ascitico ou em lavados peritoneais
Estadio Ill: Tumor que envolve um ou ambos os ovarios, com metastase
peritoneal fora da pélvis, confirmada microscopicamente, e/ou
metastase em linfonodo regional
- llla: Metastase peritoneal microscépica, além da pélvis
- lllb: Metastase peritoneal macroscopica, além da pélvis, com 2 cm ou
menos em sua maior dimenséo
- lllc: Metastase peritoneal, além da pélvis, com mais de 2 cm em sua
maior dimensao, e/ou metastase em linfonodo regional

Estadio IV: Metastase a distancia (exclui metastase peritoneal)

Fonte: Instituto Nacional do Cancer (acesso em 20 set. 2012)

3.2.6 Tratamento

Diversas modalidades terapéuticas podem ser oferecidas para o
tratamento do cancer ovariano, as quais incluem cirurgia, quimioterapia e
radioterapia (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, acesso em 20 set. 2012). O
estadiamento definido pela FIGO é usado como referéncia para escolha do
tratamento a ser empregado em pacientes com carcinoma de ovario (NATIONAL
CANCER INSTITUTE, acesso em 20 set. 2012).

Em pacientes que apresentam recorréncia da doenca, as quais sao
frequentes em 80% dos casos (NATIONAL CANCER INSTITUTE, acesso em 20 set.
2012), terapias adicionais podem ainda ser oferecidas com intuito paliativo,
melhorando a qualidade de vida e sobrevida livre de progressédo. Entre essas
terapias, inclui-se a terapia de resgate que € baseada na sensibilidade a platina;

pacientes sdo consideradas refratarias a platina quando apresentam progressao da
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doenca durante o tratamento ou que tém intervalo livre de doenga menor do que seis

meses apos o tratamento primario com platina (ARAUJO et al., 2008).

3.3 GENETICA DO CANCER DE MAMA E DE OVARIO

A carcinogénese dos tumores de mama e de ovario € um processo
complexo associado com diferentes tipos de alteracdes genéticas como mutacdes
em oncogenes, genes supressores tumorais e genes de reparo do DNA (FENG et
al., 2008; KALEMI et al., 2005; SCHWARZENBACH et al., 2007).

Mutacbes germinativas em genes de predisposicdo para o cancer de
mama e de ovario parecem ser responsaveis pela maioria dos casos hereditarios, no
entanto, 0s mesmos representam apenas 5-10% dos casos de cancer de mama e
até 15% dos casos de cancer de ovério (KIM et al., 2005; LYNCH et al., 2009;
RAMALHINHO; FONSECA-MOUTINHO; GRANADEIRO, 2012)

Na maioria dos casos, os canceres de mama e de ovario sado esporadicos
e parecem estar associados a polimorfismos em genes de suscetibilidade, os quais
atuando junto com fatores endbégenos ou fatores de risco associados ao estilo de
vida podem ter uma significante porcentagem no risco para o desenvolvimento
dessas neoplasias (KIM et al., 2005; LURIE et al.,, 2009, MIYOSHI; NOGUCHI,
2003).

3.3.1 Mutacdes em genes de predisposicdo genética

Os genes de predisposicdo ao cancer de mama e de ovario hereditarios
melhores documentados sdo os BRCAl1 e BRCAZ2, identificados, respectivamente,
em 1994 e 1995 (MIKI et al., 1994; WOOSTER et al., 1995).

Ambos o0s genes pertencem a classe dos supressores tumorais e
requerem a perda dos dois alelos funcionais antes do processo de tumorigénese
(CARVALHO et al., 2010; NUSBAUM; VOGEL; READY, 2006-2007).

Os BRCAl e 2 sao considerados cuidadores do genoma, do inglés
“caretakers”, (OLDENBURG et al., 2007) e células deficientes em BRCAs perdem a

habilidade de reparar o cross-link e as quebras na dupla fita do DNA ocasionadas
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por recombinacdo homodloga errdnea, o que provavelmente acarreta a instabilidade
gendmica e a predisposi¢céo ao cancer (BIRGISDOTTIR et al., 2006).

BRCAL é localizado no cromossomo 17921 e é composto de 24 exons,
dos quais 22 exons codificam uma proteina de 1.863 aminoacidos. O gene BRCA2 é
localizado no cromossomo 13q12-gq13, préximo ao gene do retinoblastoma (RB). E
composto de 27 exons que sdo traduzidos em uma proteina de 3.418 aminoacidos
(KIM et al., 2005).

Mutacbes em BRCAL e 2 sdo presentes em menos de 1% da populacéo
geral, mas ocorrem mais frequentemente em certas etnias como 0s judeus
Ashkenazi (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011). Nesse grupo de individuos, trés
mutacfes tém sido identificadas e sdo responsaveis por aproximadamente 98% das
mutacOes detectadas: 185delAG e 5382insC no gene BRCAL e 6174delT no gene
BRCA2. Essas mutacdes sdo conhecidas como “mutacdes fundadoras” e sdo assim
denominadas porque em certas populacdes iniciadas por um grupo ancestral
pequeno, isolado pelo comportamento social ou geografico, alguns genes, nos
“fundadores originais”, podem tornar-se muito mais comuns em geracdes sucessivas
apo6s o inicio do isolamento do que iria ocorrer na populagdo em geral (SHULMAN,
2010).

Na sindrome do cancer de mama-ovario hereditaria, estes dois genes sao
encontrados alterados em 80-90% dos casos (KRISTENSEN; BORRESEN-DALE,
2000). No cancer de mama familial sem associacdo com carcinoma ovariano,
BRCA1 e 2 sdo responsaveis por uma pequena porcentagem dessa neoplasia
(SHULMAN, 2010), enquanto no cancer ovariano hereditario, mutacdes deletérias no
gene BRCA1 séo encontradas em 5-6% dos casos (LYNCH et al., 2009). Mutacoes
em BRCA2 séo, ainda, associadas fortemente com o cancer de mama masculino
(SHULMAN, 2010).

Inicialmente os estudos sugeriram que mutagcdes em BRCA1/2 conferiam
um risco de até 57-87% e 27-44% durante o tempo de vida das mulheres para o
cancer de mama e de ovario, respectivamente. Estudos mais recentes sugerem que
portadoras de mutacdo em BRCAL com idade de 70 anos tenham um risco de 54%
para o cancer de mama e de 39% para o cancer de ovario, enquanto o risco seja de
45% para o cancer de mama e de 16% para o cancer ovariano em portadoras de
mutacdo em BRCA2 (ENGEL et al., 2012). No entanto, os genes BRCAl e 2

apresentam penetrancia incompleta e mulheres portadoras de uma mutacao idéntica
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em uma mesma familia podem ndo apresentar um mesmo fendtipo
(KONTOROVICH et al., 2009).

Outros genes de predisposicdo ao cancer de mama e de ovario
hereditarios conferem um risco menor para o desenvolvimento dessas neoplasias
gue o ocasionado por mutagdes em BRCAs (SHULMAN, 2010).

Entre esses genes, encontra-se o supressor tumoral TP53, responsavel
pela codificacdo de uma fosfoproteina nuclear que atua como um fator de
transcricdo envolvido no controle da proliferacdo celular: modulacdo da progresséo
do ciclo celular, apoptose, reparo do DNA, diferenciacdo celular e senescéncia
(GALLO et al.,, 2005; NAGAI et al.,, 2003). Mutacdes germinativas neste gene
ocasionam a sindrome de Li-fraumeni, responsavel por 1% dos casos de cancer de
mama hereditarios e caracterizada por um inicio precoce dos casos de cancer de
mama, de sarcomas de tecido mole, tumores adrenocorticais, cerebrais e leucemias
(ALLAIN, 2008). Tumores adicionais relatados em familias com essa sindrome
incluem os tumores ovariano, pancreatico, pulmonar, estomacal, melanoma e tumor
de Wilms (SHULMAN, 2010). Mutacdes soméaticas em TP53 também podem ser
observadas em 12 a 60% dos casos de cancer de mama (NAGAI et al., 2003) e em
40 a 55% dos canceres ovarianos (GALLO et al., 2005), sugerindo que alteracdes
neste gene tenham um papel importante na progressao tumoral, independente da
existéncia de uma predisposicao hereditaria.

Trés outros genes que conferem predisposicdo ao cancer de mama
hereditario sdo PTEN (Phosphatase and tensin homolog), LKB1/STK11 e CDH1/E-
cadherin (OLDENBURG et al., 2007).

O gene supressor tumoral PTEN, localizado na posi¢cao 10g23.3, tem sido
encontrado em 85% dos individuos com sindrome de Cowden, a qual é
caracterizada pelo surgimento de diversas alteracdes na pele como triquilemonas e
papilomas, apresentando ainda um risco aumentado para tumores beignos e
malignos da mama, do endométrio e da tireoide (ALLAIN, 2008; NUSBAUM,;
VOGEL; READY, 2006-2007; OLDENBURG et al.,, 2007; SHULMAN, 2010).
Mulheres portadoras de alteragdo no PTEN tém um aumento de 25-50% no risco
para desenvolverem cancer de mama (OLDENBURG et al., 2007) e muta¢cdes neste
gene também foram relatadas nos carcinomas endometrioides do ovario e uterino
(LYNCH et al., 2009).
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O gene LKB1/STK11l também atua como supressor tumoral e codifica
uma serina/treonina quinase. Mutagfes germinativas neste gene causam a sindrome
de Peutz-Jeghers, a qual esta associada com um elevado risco para
desenvolvimento de malignidades gastrointestinais e canceres mamario,
pancreatico, ovariano, uterino, pulmonar e testicular. O risco de cancer de mama
em portadoras de mutagbes neste gene com idade de 65 anos varia entre 29% e
54% (OLDENBURG et al., 2007).

O gene CDH1/E-cadherin codifica uma proteina que desempenha um
papel importante na manutencdo da diferenciacdo celular e na arquitetura normal
dos tecidos epiteliais. Mulheres portadoras de mutacdo em CDH1/E-cadherin
apresentam um risco para desenvolver cancer de mama entre 20 a 40%. Mutacdes
somaticas neste gene sdo frequentemente observadas em cancer de mama lobular
invasivo e in-situ (OLDENBURG et al., 2007; SHULMAN, 2010).

O cancer de ovario, por sua vez, pode ainda ser associado a sindrome de
Lynch, também denominada de HNPCC (sindrome do cancer colorretal hereditario
nao polipoide), causada por mutacbes em genes do sistema de reparo (MMR -
Mismatch repair) e associada com um risco aumentado para cancer em multiplos
orgdos incluindo endométrio, urogenital, trato biliar e pancreatico e ovario
(SHULMAN, 2010).

Em aproximadamente 70% dos casos da sindrome de Lynch familiar, uma
mutacdo germinativa em um dos quatro genes de reparo do DNA - MLH1, MSH2,
MSH6 e PMS2 - pode ser identificada (BUERKI et al., 2012). Pacientes com esta
sindrome possuem um risco de 5 a 12% durante o seu tempo de vida para
desenvolver o céncer de ovario e, aproximadamente, 10 a 15% dos céanceres
ovarianos hereditarios sédo parte da sindrome de Lynch (AYSAL et al., 2012).

Um elevado risco para o cancer de mama na sindrome de Lynch tem sido
sugerido em alguns estudos, mas os resultados permanecem controversos (BUERKI
et al., 2012).

3.3.2 Polimorfismos em genes de suscetibilidade

Os SNPs e os polimorfismos nas regides do tipo STR, as quais sdo

compostas de 1 a 6 nucleotideos (PENA et al.,, 1993), tém sido estudados
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extensivamente em genes de suscetibilidade no campo da oncologia para elucidar
as interagbes genes-genes e gene-ambiente na carcinogénese e suscetibilidade
individual ao cancer (TRAN et al.,, 2004; ZHANG; YU, 2007). Estes polimorfismos
apresentam frequéncia superior a 1% e podem ou ndo causar alteracdo na funcéo
do produto proteico (ZHANG; YU, 2007).

Polimorfismos em genes de suscetibilidade podem estar envolvidos em
uma grande variedade de funcdes que incluem os mecanismos de detoxificacdo de
carcindgenos ambientais, metabolismo de hormonios esteroides, reparos de erros
no DNA e supressores tumorais (DELORT et al., 2008; MIYOSHI; NOGUCHI, 2003;
RAMALHINHO; FONSECA-MOUTINHO; GRANADEIRO, 2012).

Os genes relacionados ao metabolismo e producdo de esteroides tém
recebido uma especial importancia e atencdo no cancer de mama e de ovario, uma
vez que essas doencas tém a sua carcinogénese influenciada por hormdnios, entre
eles, o estrogénio (DUMAS; DIORIO, 2011; GARNER et al.,, 2002; LURIE et al.,
2009). Postula-se que a atividade dos produtos de tais genes possam afetar, em
longo prazo, o0s niveis de estrogénio e seus metabdlitos potencialmente
carcinogénicos, influenciando o risco do cancer de mama e de ovario (GARNER et
al., 2002).

O estrogénio tem sido identificado claramente como um carcinégeno por
induzir aneuploidia e mudancas na estrutura cromossémica, enquanto seus
metabdlitos sdo responsaveis por produzir erros no DNA mediados por radicais
livres, quebras na fita simples, formacdo de adutos no DNA, oxidagcdo proteica e
peroxidacdo lipidica, os quais disparam a instabilidade genética e erros no DNA
(JAKUBOWSKA et al, 2010; RAMALHINHO; FONSECA-MOUTINHO;
GRANADEIRO, 2012). Na mama, o estrogénio promove a estimulacdo das células
mamarias, o que ocasiona uma proliferacdo mais acelerada, propiciando maiores
chances para as células adquirirem mutacdes causadoras de cancer e aumentando
a replicagdo dos clones de células portadores de tais erros genéticos
(RAMALHINHO; FONSECA-MOUTINHO; GRANADEIRO, 2012).

3.3.2.1 Polimorfismos em enzimas envolvidas na sintese do estrogénio
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A biossintese do estrogénio (estradiol) a partir da cadeia do colesterol é
realizada por meio da atividade de diferentes enzimas, demonstradas na figura 7. Os
genes codificadores dessas enzimas tém sido clonados e polimorfismos genéticos
tém sido identificados em muitos deles (KRISTENSEN; BORRESEN-DALE, 2000).

Trés genes particularmente importantes na etapa da biossintese do
estradiol sdo os CYP11A, CYP17 e CYP19.

O gene CYPL11A codifica a enzima P450scc que catalisa a conversdo do
colesterol para pregnenolona. Esta é caracterizada como a primeira etapa para a
biossintese de todos os horménios esteroides, incluindo estrogénio, progesterona e
androgénio. O gene CYP11A é constituido de nove exons que apresentam 29.864
pares de bases localizadas no cromossomo 15g24.1 e € expresso nos tecidos do
cortex adrenal, gbnadas e placenta. (ZHANG; YU, 2007; ZHENG et al., 2004)

Uma repeticdo pentanucleotidica TAAAA foi identificada na regido
promotora do gene CYP11A, localizada a 529 pares de bases a montante do sitio de
inicio da traducéo e 487 pares de base a montante do exon 1 (ZHENG et al., 2004).
Este polimorfismo tem sido associado com o risco de ovarios policisticos e tem sido
correlacionado com o nivel total de testosterona circulante no soro (KRISTENSEN;
BORRESEN-DALE, 2000; ZHENG et al., 2004). No estudo de Zheng e outros
(2004), o alelo apresentando oito repeticdes pentanucleotidicas TAAAA foi
observado em maior numero no grupo de mulheres chinesas com cancer de mama
em relacdo ao grupo controle, sugerindo que este polimorfismo também possa ser
um fator de suscetibilidade importante para o cancer de mama.

O gene CYP17 codifica a enzima do citocromo P450c17a, a qual
apresenta funcgbes fundamentais na biossintese do estrogénio (FEIGELSON;
HENDERSON, 2000). Essa enzima cataliza a 17 a-hidroxilacdo da pregnenolona e
progesterona, além de catalisar a conversdo do C21 esteroide em C17; atividades
requeridas para a sintese de androgénio e estrogénio (KRISTENSEN et al., 1999;
KRISTENSEN; BORRESEN-DALE, 2000).

O gene CYPL17 esta localizado no cromossomo 10, I6cus g24.3, e contem
oito exons e sete introns (DUMAS; DIORIO, 2011; KRISTENSEN et al., 1999). A
regido 5’ ndo traduzida apresenta um SNP localizado a 34 pares de base a montante
do inicio do sitio de tradugcdo (ZHANG et al.,, 2009). Este polimorfismo é
caracterizado pela mudanca do alelo T (Al) para C (A2), a qual cria um sitio

promotor adicional, aumentando a transcricio do gene CYP17 e,
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consequentemente, aumentando a atividade enzimética. Niveis altos de estrogénio
tém sido identificados em mulheres pré e pos-menopausicas portadoras do alelo C,
gerando a hipétese de que portadoras deste alelo podem ter um risco aumentado
para o cancer de mama (DUMAS; DIORIO, 2011). No cancer de ovario, a presenca
do alelo C tem sido associada com o aumento do risco para essa doenca, além do
variante A2 ser associado com a sindrome do ovario policistico, uma condicéo
resultante de altos niveis do horménio androgénio e um importante fator de risco
para o carcinoma ovariano (GOODMAN et al., 2001).

O gene CYP19 é localizado no cromossomo 15g21.1 (MA et al., 2010),
codifica a enzima CYP19 ou aromatase, a qual catalisa a conversdo do androgénio
para estrona (E1) e 17B-estradiol (E2) (MITRUNEN; HIRVONEN, 2003).

Alta expressdo da aromatase tem sido observada no tecido tumoral da
mama em relagcdo ao tecido normal e a atividade desta enzima tem estimulado o
crescimento das células tumorais mamarias, sendo a principal fonte de E2 no cancer
de mama e nos tecidos adjacentes em mulheres pos-menopdausicas (DUMAS;
DIORIO, 2011).

Variagdes polimorficas no gene CYP19 podem alterar a atividade da
aromatase e consecutivamente afetar os niveis hormonais. Um dos principais
polimorfismos é a repeticdo tetranucleotidica TTTA no intron 4 deste gene, a qual
pode ter um efeito na traducdo da enzima, uma vez que essa repeticdo situa-se em
um sitio de splice (RAMALHINHO; FONSECA-MOUTINHO; GRANADEIRO, 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramalhinho%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22300440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fonseca-Moutinho%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22300440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Breitenfeld%20Granadeiro%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22300440

Colesterol

|
CYP11A 0

f

HO
Pregnenolona

/ N\ &
O 3p-HSD  CYP17

4 A H

17 a-hidroxipregnenolona

NS
Q CYP17 HO CYP17
Progesterona / & O
(0]
OH
HO
. Dehidroepiandrosterona (DHEA)
(0] CYP17 /
17 a-hidroxiprogesterona \
(0]
Androstenediona
OH 173-HSD CYP19 Q

g N
0 N HO

CYP19 7 Estrona (E1)

Testosterona
OH 17B-HSD
¥

HO
Estradiol (E2)

Figura 7 - Biossintese do estradiol a partir da cadeia do colesterol
Fonte: Mitrunen e Hirvonen (2003).



67

3.3.2.2 Polimorfismos em enzimas envolvidas no metabolismo do estrogénio

A metabolizacdo da cadeia do estrogénio envolve varias enzimas (Figura
8) de fase I, compostas principalmente por enzimas do citocromo P450, as
denominadas CYPs, e varias enzimas de fase Il, as quais sdo compostas, entre
outras enzimas, por glutationa-S-transferase (GSTs), sulfotransferases (SULTS) e
UDP glucoronosiltransferases (UGTs) (MARIE-GENICA CONSORTIUM ON
GENETIC SUSCEPTIBILITY FOR MENOPAUSAL HORMONE THERAPY RELATED
BREAST CANCER RISK, 2010; TORRESAN et al., 2008).

A metabolizacdo do estradiol produz compostos reativos pelas enzimas
de fase |, os quais parecem causar danos ao DNA e induzir a carcinogénese
(SHATALOVA et al.,, 2005). As enzimas da fase IlI, por sua vez, conjugam 0s
compostos enddgenos e exdgenos e 0s metabodlitos da fase | produzindo,
geralmente, compostos sollveis a base de agua e inativados, os quais podem ser
excretados por meio da urina ou bile (MARIE-GENICA CONSORTIUM ON GENETIC
SUSCEPTIBILITY FOR MENOPAUSAL HORMONE THERAPY RELATED BREAST
CANCER RISK, 2010).

Entre as enzimas de fase Il, as GSTs catalisam a conjugagcdo da
glutationa e produzem metabdlicos com alta hidrofilicidade, os quais sao facilmente
excretados (RAMALHINHO; FONSECA-MOUTINHO; GRANADEIRO, 2012;
SERGENTANIS; ECONOMOPOULOS, 2010), enquanto a UGT1Al realiza a
glucoronidacdo dos metabdlitos reativos, convertendo-os em produtos inativos
biologicamente sollveis em agua (DUMAS; DIORIO, 2011; SHATALOVA et al.,
2005).

A grande familia das GSTs € um grupo complexo, subdivido em sete
distintas classes que sao designadas como a (alpha), g (mu), 1 (pi), o (sigma), 6
(theta), @ (omega) e C (zeta). Esta classificacdo é baseada nas similaridades das
sequéncias de aminodcidos, estrutura génica e reatividade imunolégica.
(RAMALHINHO; FONSECA-MOUTINHO; GRANADEIRO, 2012).

A classe T (pi) das GSTs é codificada por um gene localizado no
cromossomo 11g13.2, o GSTP1l, e €é a principal classe de GST expressa
constitutivamente em ambos os tecidos normal e tumoral da mama (MITRUNEN;
HIRVONEN, 2003).
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Dois polimorfismos foram descritos para este gene: um no cédon 105 que
resulta na mudanga do aminoacido lle—Val (A313G) e outro no codon 114 que
acarreta a troca do aminoacido Ala—Val (C314T) (TORRESAN et al., 2008).

O polimorfismo lle—Val é localizado préximo ao sitio de ligagdo do
substrato e pode resultar em reducdo na atividade da enzima (TORRESAN et al.,
2008); o variante Val tem demonstrado ter menor ou maior atividade/afinidade
especifica que o variante lle, dependendo do substrato (RAMALHINHO; FONSECA-
MOUTINHO; GRANADEIRO, 2012).

No estudo de Sergentanis e Economopoulos (2010), o gendtipo Val/Val
no gene GSTP1 foi associado com aumento no risco do cancer de mama na
populacao chinesa, enquanto em populacdes nao chinesas essa mesma associacao
ndo foi observada. Geralmente, estudos epidemiolégicos sobre a potencial
associacdo deste polimorfismo e o cancer de mama tém produzido resultados
inconsistentes, enquanto para o cancer de ovario, poucos estudos foram realizados
para verificar a associacdo deste polimorfismo com as neoplasias ovarianas
(ANTOGNELLI et al., 2009; TORRESAN et al., 2008).

A enzima UGT1Al € codificada por um gene localizado sob o
cromossomo 237 (DUMAS; DIORIO, 2011). Mais de 60 alelos variantes foram
descritos e o polimorfismo mais comumente analisado é o relacionado a repeticédo
dinucleotidica TA na regido promotora TATA box do gene (DUMAS; DIORIO, 2011;
SHATALOVA et al., 2005). Este polimorfismo apresenta uma inversa relacédo entre o
namero de repeticbes TA e o nivel de atividade transcricional da enzima,
influenciando os niveis de expressao enzimaticos e, consequentemente, a atividade
enzimatica. Os alelos com cinco e seis repeticbes (UGT1A1*33 e UGT1A1*1,
respectivamente) sdo associados com uma alta atividade da enzima, enquanto os
alelos com sete e oito repeticdes (UGT1A1*28 e UGT1A1*34, respectivamente) sédo
associados com uma menor atividade enzimatica (SHATALOVA et al., 2005).

Em um estudo realizado com mulheres chinesas, o alelo UGT1A1*28 foi
associado com um aumento no risco para o cancer de mama em mulheres com
idade inferior a 40 anos (ADEGOKE et al., 2004), enquanto no estudo de Shatalova
e outros (2005), os gendtipos UGT1A1*28/*28 e UGT1A1*28/*34 foram associados

com um inicio tardio do cancer de mama.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramalhinho%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22300440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fonseca-Moutinho%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22300440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fonseca-Moutinho%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22300440
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Breitenfeld%20Granadeiro%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22300440

69

OH
HO
Estradiol (2) —— UGT1A1 —> Metabdlitos de
glicuronideos
Metabdlitos de CYP1A1 CYP1B1 /
glicuronideos UGT1A1
UGT1A1
HO
2- OHE 4-OHE, OH
HO
OH OH \COMT
COMT
Ve
OMe
2-MeOE, oH OMe 4-MeOE,
HO
HO E,-2,35Q E,-3,45Q

Ciclo redox
SOD SOD
H202 - O 4-/ P450 6xido-redutase \’ 02 H,0,

Conjugados de Conjugados de
glutationa E,-2,3Q E,-3.4Q glutationa
Adutos estaveis Adutos depurinantes

l

Iniciagdo do cancer

Figura 8 - Metabolismo do estradiol
Fonte: Mitrunen e Hirvonen (2003).



70

3.3.2.3 Polimorfismos em marcadores do tipo STR

Polimorfismos nas regibes do tipo STR, também denominadas de
microssatélites, ocorrem devido a expansdes ou contracdes dessas sequéncias por
meio do aumento ou diminuicdo das unidades repetitivas durante a replicagdo do
DNA (ZHANG; YU, 2007). Na replicagao, as fitas do DNA podem apresentar um
pareamento deslocado por meio de alcas que se formam nas regifes repetitivas,
mecanismo conhecido como slipped (Figura 9), aumentando ou diminuindo as
unidades de repeticdo (PELTOMAKI, 2003) e originando a MSI.

(a) Replicagdo normal

1 2 3

5 ———— GATA |H GATA [ GATA —>»

3’ ———— CTAT [ CTAT | CTAT H CTAT [ CTAT | CTAT | 5’

1 2 3 - 5 6

(b) Inser¢ao causada por slippage
o

3’ —— cTaT H c1at H crat H crat H crat H crat } 5’

1 2 3 4 5 6
(c) Delegao causada por slippage
1 2 3 5

5 — GATA | GATA || GATA || GATA |3

8" —— cTaT H c1at H crat CTAT H CTAT | 5
1 2 3 5 6

R

4

Figura 9 - llustracdo do mecanismo de slipped que pode ocorrer durante a replicagao

do DNA
Fonte: figura adaptada segundo Butler (2005).

A MSI foi descrita em 1993 na sindrome de Lynch (HNPCC) (BOLAND et

al., 1998), na qual é observada em 90% dos casos. Desde entéo, tem sido estudada
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em outros tumores, sendo observada em uma variedade de canceres esporadicos,
incluindo endomeétrio, pancreas e bexiga (YOON et al., 2008), e com uma frequéncia
variavel entre os carcinomas.

No cancer de mama, ndo ha um consenso a respeito da frequéncia de
MSI. Alguns estudos relatam que a MSI ndo é associada com este tipo de neoplasia,
enquanto outros pesquisadores descrevem frequéncias que variam entre 5 a 40%
(SHEN et al., 2000). No cancer ovariano, a frequéncia de MSI varia entre 5 a 50%
(SOOD et al.,, 2001), sendo as maiores frequéncias observadas nos tumores
endometrioides, mucinosos e de células claras (PLISIECKA-HALASA et al., 2008).

A variagdo na frequéncia de MSI é postulada ser decorrente de diferencas
no estadiamento dos tumores, na definicdo de MSI adotada e no niumero e tipo de
marcadores utilizados para andlise; algumas regiées do tipo STR tém demonstrado
serem mais propensas ao fendbmeno da instabilidade (MURATA et al., 2002; PAL et
al., 2008; SOOD et al., 2001).

Em 1997, o National Cancer Institute (NCI), com o intuito de normalizar as
analises com marcadores do tipo STR, elaborou um painel sugestivo de STRs a
serem analisados nos tumores colorretais. Este painel, conhecido como painel de
Bethesda, inclui dois marcadores mononucleotidicos (BAT25 e BAT26) e trés
marcadores dinucleotidicos (D5S346, D2S123 e D17S250); em adicdo, loci
alternativos também sdo sugeridos para analises (KULIGINA et al., 2007; LOUKOLA
et al., 2001). Utilizando os marcadores deste painel, os tumores colorretais podem
ser classificados como tumores com alto grau de MSI (MSI-H - MSI-high), quando
apresentam alteracdo em dois ou mais marcadores dos cinco STR analisados, e
como tumores com baixo grau de instabilidade (MSI-L - MSI-low), quando
apresentam alteracdo em apenas um dos cinco marcadores investigados. Tumores
nos quais nenhum dos marcadores exibe MSI s&o definidos como microssatélites
estaveis (MSS) (KULIGINA et al., 2007; LOUKOLA et al., 2001).

Na sindrome de Lynch, a MSI é decorrente de mutagfes germinativas em
genes do sistema de reparo MMR, o qual é responséavel por eliminar os mismatches
de base unica e os lacos (algcas) formados durante a replicagdo do DNA (CHIALINA
et al., 2006; PELTOMAKI, 2003).

Em alguns tumores esporadicos, principalmente aqueles que fazem parte
do espectro da sindrome de Lynch, o sistema MMR parece estar inativado devido a

hipermetilacdo das regibes promotoras dos genes codificadores deste sistema
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(KULIGINA et al., 2007). Na maioria dos céanceres esporadicos, no entanto, o
mecanismo responsavel pelo surgimento da MSI ainda ndo foi completamente
elucidado e pode, possivelmente, envolver genes e mecanismos diferentes dos
responsaveis por ocasionar MSI nos casos relacionados a sindrome de Lynch
(CALDES et al., 2000).

No cancer de ovario, a sindrome de Lynch é a terceira principal causa de
cancer de ovario hereditario e o sistema MMR pode estar comprometido em uma
proporcao razoavel de casos de cancer ovariano como consequéncia de alteracdes
genéticas ou epigenéticas (PAL; PERMUTH-WEY; SELLERS, 2008). No entanto, a
regra dos genes deste sistema de reparo nas malignidades ovarianas € ainda
grandemente desconhecida (GEISLER et al., 2003).

No cancer de mama, a MSI parece ser decorrente de alteracbes em
genes diferentes e por mecanismos distintos dos que ocorrem na sindrome de
Lynch, uma vez que: i) MSI ocorre em um menor niamero de marcadores; ii) 0S
marcadores que apresentam MSI s&o tri ou tetranucleotidicos (VAURS-BARRIERE
et al., 2000), enquanto nos canceres colorretais, 0 marcador mononucleotidico
BAT26 ¢ sozinho suficiente para a determinacdo de MSI (PELTOMAKI, 2003); iii) a
MSI é caracterizada pelo surgimento de um novo alelo de diferente tamanho do alelo
normal (VAURS-BARRIERE et al., 2000).

A andlise dos marcadores do tipo STR, altamente polimorficos, néo
somente providencia informac¢des sobre MSI, como também permite a deteccdo de
LOH nas células tumorais (POWIERSKA-CZARNY et al., 2003).

LOH representa a perda de um alelo de funcdo normal em um gene no
qual o outro alelo ja se encontrava alterado (ANDO et al.,, 2000) e € uma das
alteracdes mais frequentes em tumores solidos (SIGBJORNSDOTTIR et al., 2000).

A ocorréncia de LOH parece ser resultante de falhas nas funcbes de
manutencdo da integridade do genoma, as quais incluem o0s processos de
replicacéo fiel e reparacdo de danos do DNA, protecdo do telébmero, segregagéo
cromossOmica na mitose ou recombinacdo nao programada (THIAGALINGAM et al.,
2002).

Areas com alta frequéncia de LOH parecem indicar regides apresentando
supressores tumorais (SIGBJORNSDOTTIR et al., 2000), onde a perda randémica
do alelo funcional pode conferir vantagem no crescimento celular, ocasionando a

expansao clonal das células com a alteracdo (ANDO et al., 2000). Ademais, LOH
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parece refletir instabilidade cromossdmica aleatoria, indicando erros e instabilidade
no DNA (TOKUNAGA et al., 2012).

A presenca de LOH em determinadas regifes cromossémicas tem sido,
ainda, consistentemente observada para especificos tipos de cancer
(THIAGALINGAM et al.,, 2002) e tem apresentado influéncia sobre a resposta
tumoral ao tratamento quimioterapico (PLISIECKA-HALASA et al., 2008).

No cancer de mama, LOH foi associada com o aspecto agressivo de
tumores HER2 positivos de alto grau e tumores triplo negativos (TOKUNAGA et al.,
2012), e tem sido frequentemente detectada sob os cromossomos 1q, 3p, 6q, 11p,
13q, 16q, 17p, 17q e 18q, sob os quais muitos supressores tumorais, como TP53,
BRCAL, BRCA2 e RB, foram mapeados (ANDO et al., 2000).

No carcinoma ovariano, LOH é um fenébmeno frequentemente observado
sob os cromossomos 3p, 5q, 6, 9p, 11, 13, 16q, 17, 18 e 22. No entanto, ainda n&o
se tem o conhecimento de todos 0s genes existentes nos loci apresentando altas
frequéncias de LOH, assim como ndo se conhece qudo importante tais genes

poderiam ser para a carcinogénese no ovario (PLISIECKA-HALASA et al., 2008).

3.3.2.3.1 Polimorfismos nos ERa, ERB e AR

Polimorfismos em genes codificadores dos receptores de hormonios
esteroides, como o receptor de estrogénio alfa (ERa), receptor de estrogénio beta
(ERB) e o receptor de androgénio (AR), parecem ser fortes candidatos de
suscetibilidade para o cancer de mama e de ovario (DRUMMOND; FULLER, 2012;
LEVINE; BOYD, 2001; NUSBAUM; VOGEL; READY, 2006-2007).

O ERa e o ERP pertencem a familia de receptores nucleares e atuam
como fatores de transcri¢édo ligantes dependentes (LURIE et al., 2009; ZHANG et al.,
2009).

Ambos os receptores ERa e ERB s@o expressos nas células normais e
tumorais do tecido mamario (DUMAS; DIORIO, 2011) e na superficie epitelial
ovariana, sendo o ERP, o tipo predominante nos ovarios normais (LURIE et al.,
2009).

A expressao de ERa é utilizada na pratica clinica como indicador para

selecédo da terapia hormonal em pacientes com cancer de mama e a perda da sua
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expressdo € muitas vezes associada com um pior prognéstico (BOYAPATI et al.,
2005). O receptor ERB, por sua vez, parece estar relacionado a atividades
antiproliferativas, apresentando funcdes antagonistas as funcées do ERa (DUMAS;
DIORIO, 2011; DRUMMOND; FULLER, 2012). A perda da expressao do ER[ tem
sido observada nos canceres de mama, colo e préstata. No cancer de ovario, a
perda de expressdo do ERB parece constituir um processo essencial na
carcinogénese desta neoplasia. Apesar do preciso mecanismo da atuacdo do ERPB
no cancer de ovario ainda permanecer incerto, estudos tém relatado o envolvimento
deste receptor no controle da proliferacdo celular, motilidade e apoptose no
carcinoma ovariano (LURIE et al., 2009).

O gene que codifica 0 ERa esta localizado sob o cromossomo 6g25.27 e
sua regido promotora contem uma repeticao dinucleotidica TA polimérfica, enquanto
0 gene que codifica o ERB esta localizado na posicado 14923-24 e contem na sua
regido 3’ ndo traduzida, uma repeticdo dinucleotidica CA. A funcional regra destes
polimorfismos ainda néo foi determinada, no entanto, acredita-se que 0s mesmos
possam influenciar a expressao destes genes (ANGHEL et al., 2006).

O AR é uma proteina intracelular também pertencente a familia dos
receptores nucleares, atuando, semelhantemente aos ERa e 3, como um fator
transcricional ligante-dependente (NICOLAS DIAZ-CHICO et al., 2007).

O gene gue codifica 0 AR é localizado na posi¢cdo Xgqll-12. No dominio
amino-terminal do gene encontra-se uma repeticao trinucleotidica CAG polimérfica
que parece influenciar a funcdo do receptor como fator de transcri¢cao. A regido CAG
Nno gene parece estar envolvida na interacdo entre o receptor e os diferentes co-
ativadores, inibindo essa interacdo nos portadores de alelos com maiores
repeticdes, e ocasionando uma menor atividade do AR (WESTBERG et al., 2001).

No céancer de mama, o AR €& expresso na maioria dos casos desta
neoplasia e sua presenca nas ceélulas cancerosas parece estar associada com
tecido tumoral menos diferenciado (ANGHEL et al., 2006). No estudo de Abreu e
outros (2007), LOH no gene AR foi observada em 1/12 casos de hiperplasia da
mama e em 4/20 casos de carcinoma da mama.

No céncer de ovario, 0 AR é expresso em mais de 80% das células de
carcinomas ovarianos epiteliais (ELATTAR et al., 2012), sendo postulada uma
associagao positiva entre o androgénio e o risco do cancer ovariano (GOODMAN et

al., 2001). A estimulacdo do AR parece ocasionar um aumento na proliferacao
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celular e diminuicdo da apoptose nas células da superficie ovariana e nas células do
cancer de ovario, no entanto os mecanismos pelos quais 0os andrdgenos exercem
seus efeitos sobre as células de cancer de ovario sdo ainda apenas parcialmente
compreendidos (ELATTAR et al., 2012).
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Abstract. Breast and ovarian cancers are important public
health problems in Brazil. However, in various locations in
the Brazilian territory these types of cancer remain poorly
characterized. Therefore, this study aimed to compare data
collected from the Pathology Services of two Oncology
Reference Hospitals in Espirito Santo state (Brazil) with
the data in previous Brazilian studies. Histological type
frequency and age at diagnosis of breast and ovarian tumors
between 2001-2004 and 2009-2010 were analyzed. Tumor
size, histological grade, lymph node status, hormone receptor
status [estrogen (ER) and progesterone receptors (PR)] as
well as HER2 and Ki-67 marker status were obtained for the
cases of infiltrating ductal carcinomas of the breast during the
period 2009-2010. Categorical variables were described by
their absolute and/or relative frequencies, while quantitative
variables were expressed as the mean + standard deviation
and median, using 95% confidence intervals. Chi-square
tests were performed to examine whether or not the studied
variables differed by age at the time of diagnosis. Malignant
breast tumors (1,758) and 119 malignant ovarian tumors
were examined. Mean ages for malignant breast and ovarian
tumors were 53.59 and 52.98 years, respectively. An increased
tumor frequency in the age group of <35 years was observed
for other malignant tumors of the breast during the period
of 2009-2010, compared to 2001-2004. When considering
only infiltrating ductal carcinomas with immunohisto-
chemistry records available, there were 82.1% (133 cases)
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of ER*/PR* tumors, 1.9% (3 cases) of ER/PR/HER2 3* and
16.04% (26 cases) of ER/PR/HER2" tumors. The findings
of this study demonstrated detailed information concerning
breast and ovarian tumor behavior in the Espirito Santo state
(Brazil), allowing for a precise comparison with other popu-
lations (Brazilian or international), which may be helpful in
the planning of prevention and treatment strategies.

Introduction

Breast cancer is the most common malignant tumor among
women, accounting for one in four types of cancer diagnosed
in women worldwide. Over 1.1 million women are diagnosed
with this disease each year and incidence rates are still on the
increase in several countries (1). In Brazil, breast cancer is an
important public health problem, due to the high incidence,
morbidity and mortality rates (1), which are unequally distrib-
uted throughout the country, with the South and Southeast
constituting the regions with the highest reported breast cancer
rates (2).

An incidence ratio of 52 breast cancer cases per 100,000
women is estimated in Brazil for 2012 (52,680 cases/year).
The Southeast region has the highest incidence ratio of 69 new
cases/100,000 women, while the South region has a similar
incidence ratio of 65 cases/100,000 women (3). The Espirito
Santo state, located in the Southeast region, has a breast
cancer rate of 49.42/100,000 women for the year 2012, while
the State's capital, Vitoria, a rate of 71.28/100,000 women (3).
Recently, the Brazilian media reported significant increases in
breast cancer incidence in women <35 years of age, generating
public distress and concern (4).

Ovarian cancer is the fourth most frequent type of cancer
in women. According to American studies, the risk ratio of
developing ovarian cancer in a woman's life-time is estimated
to be 1/70. The incidence increases with age, reaching its peak
in the eighth decade (5).

During the period 2001-2005, the age-adjusted mortality
rate due to ovarian cancer was 8.8/100,000 women per year
in the United States (6). In Europe, various mortality rates
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have been reported. In Germany and the majority of western
European countries, ovarian cancer incidence is almost
12/100,000 women, while it is lower in Southern Europe
(9.3/100,000 women in Italy) and France (9.7/100,000 women).
Total mortality due to ovarian cancer in Poland is
12.5/100,000 women, while the highest rate is reported
in Northern Europe (13.9/100,000 women in Norway and
13.4/100,000 women in the UK) (7).

Ovarian cancer is also a public health problem in Brazil.
Although not the most common type of female cancer, it consti-
tutes a major cause of mortality among gynecological cancers
(8). According to the estimations 5,530 Brazilian women were
diagnosed with ovarian cancer in 2008, with 2,982 women
succumbing to the disease (3.0/100,000 women) (9).

According to data obtained from the Brazilian National
Cancer Institute (Instituto Nacional de Céancer, INCA), an
incidence ratio of 6.17 cases per 100,000 women is estimated
in Brazil for 2012 (6,190 cases/year). The Southeast region
has demonstrated an estimated risk of 7 new cases per
100,000 women and the Espirito Santo state has demonstrated
a previously reported rate of 5.92/100,000 women (3).

In an attempt to provide current data and a more compre-
hensive analysis of Brazilian breast and ovarian cancer
epidemiology, this study aimed to examine histological type
frequencies and age at the time of diagnosis for breast and
ovarian tumors in Espirito Santo state, Brazil. Moreover,
tumor size, histological grade, lymph node and hormone
receptor status [estrogen (ER) and progesterone receptors
(PR)] as well as HER2 and Ki-67 marker status for infiltrating
ductal carcinomas, the most frequent malignant tumor of the
breast, were investigated. Information was obtained after
reviewing data from the Pathology Services of two Oncology
Reference Hospitals in Espirito Santo state [the Santa Rita
de Cdssia and the Santa Casa de Misericdrdia de Vitéria
Hospitals (Vitoria, Brazil)].

Materials and methods

Data collection and categorization. Female breast and ovarian,
malignant and benign tumor data accumulated during the
period 2001-2004 in the Pathology Service of the Santa Casa
de Misericérdia de Vitéria Hospital as well as for 2001-2004
and 2009-2010 in the Pathology Service of the Santa Rita de
Cassia Hospital were analyzed. Information concerning histo-
logical type and age at the time of diagnosis were obtained for
the breast and ovarian tumors. Tumor size, histological grade,
lymph node and hormone receptor status (ER/PR) as well as
HER?2 and Ki-67 marker status were obtained for infiltrating
ductal carcinomas of the breast during 2009-2010 in the Santa
Rita de Céssia Hospital.

Breast tumors were categorized into infiltrating ductal
carcinomas, carcinomas, other malignant tumors, fibro-
adenomas and other benign tumors. Ovarian tumors were
categorized into serous cystadenocarcinomas, mucinous cyst-
adenocarcinomas, carcinomas, other malignant tumors, serous
cystadenomas, mucinous cystadenomas, teratomas and other
benign tumors. Immunohistochemical analysis of ER, PR and
HER2 gene products was used to categorize tumors as luminal
(ER*/PR"), HER2 (ER/PR/HER2 3*) and triple-negative
(ER/PR/HER2).

Patients that sought medical assistance at the studied
Hospitals are representative of the entire population of Espirito
Santo state with regard to breast and ovarian cancer, since the
two hospitals are Cancer Reference Hospitals for the residents
of the surrounding urban and rural regions.

Statistical analysis. The SPSS version 17.0 and GraphPad
Prism 5 were used for data handling and statistical analyses.
For the descriptive analysis, categorical variables were
described by their absolute and/or relative frequencies, and
quantitative variables were expressed as the mean + standard
deviation (SD) and median, using 95% confidence intervals
(CI). Chi-square tests were performed to examine whether or
not the studied variables differed among the age groups <35,
=36 to < 55 and =56 years. This study was approved by the
Ethics Committee of the Federal University of Espirito Santo
(Vitoria, Brazil; protocol no. 02/09), including the informed
consent waiver, and was performed in compliance with the
Ethical Standards of the Declaration of Helsinki in 1975.

Results

Distribution of breast tumors by histological type and their
correlation to age. There were 1,758 malignant, 2,570 benign
and 21 phyllodes tumors of the breast during the period
analyzed. Infiltrating ductal carcinoma was the most frequent
malignant tumor (81.74%), responsible for 33.04% (1,437 cases)
of the breast tumor cases (Table I).

The mean age at diagnosis for malignant breast tumors was
53.59 years (SD, 13.29; 95% CI, 52.96-54.21), with a median
age of 52 years (range 14-101), respectively, accounting for
15.1% of the cases (266 cases; 95% CI, 13.43-16.77) <40 and
2.1% of the cases (37 cases; 95% CI, 1.43-2.77) <30 years.
When considering only cases <35 years (126 cases), a mean
age of 31.38 (SD, 3.66; 95% (I, 30.83-32.12) and a median age
of 32 years were observed, accounting for 70.63% of the cases
(89 cases; 95% CI, 62.68-78.58) =30 years. The distribution of
breast tumors by histological type and their correlation to age
are described in Table I.

Frequency of breast tumors. Breast tumor frequency in the
age groups <35, 36-55 and =56 years is shown in Fig. 1.
A statistically significant higher frequency of infiltrating
ductal carcinomas was observed in the 36-55 (P<0.0001) and
>56 year (P<0.0001) age groups during 2009-2010, compared
to 2001-2004 (Fig. 1B and C). Additionally, a higher frequency
was observed for other malignant tumors in the age groups
analyzed (P=0.0172,P=0.0011 and P<0.0001 for the groups <35,
36-55 and =56 years, respectively) (Fig. 1A-C). No additional
significant frequency differences were observed for carcinomas
of the breast in the age groups during the time periods analyzed.

Fibroadenomas developed less frequently in the age
groups <35 and 36-55 years (P<0.0001 for both groups) during
2009-2010, when compared to 2001-2004 (Fig. 1A and B).
Similarly, other benign tumors of the breast developed less
frequently in the age group <35 years (P<0.0001) during
2009-2010 compared to 2001-2004 (Fig. 1A).

Frequency and histological characteristics of infiltrating
ductal carcinomas. The histological characteristics of the
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Table I. Distribution of breast and ovarian tumors by histological type and their correlation to age.

Age (years)

Lesion site Histological type No. Mean SD Median Minimum Maximum

Breast Infiltrating ductal carcinoma 1437 5342 13.265 51.00 19 101
Lobular 59 54.64 11011 52.00 37 87
Tubular/cribiform 54 51.25 10.804 51.00 31 79
Mucinous/colloid 28 57.79 15.337 56.00 37 92
Papillary 44 60.30 18.918 62.50 14 89
Other malignant tumors 136 52.39 12.850 52.50 14 82
Fibroadenoma 996 31.95 13.068 30.00 8 84
Other benign tumors 1,574 4433 13.600 4500 5 88
Phyllodes 21 45.00 13.791 49.00 12 63
Total 4349 4493 15.996 45 5 101

Ovary Serous cystadenocarcinoma 21 50.95 14.733 49.00 30 85
Mucinous cystadenocarcinoma 5 60.00 8.426 56.00 33 71
Carcinoma 9 56.89 15.358 51.00 42 82
Other malignant tumors 84 53.25 16.721 57.50 16 89
Serous cystadenoma 183 44 87 14.845 44.00 13 87
Mucinous cystadenoma 56 4548 14.266 46.00 17 85
Teratoma 124 37.02 14.969 36.00 3 77
Other benign tumors 1,015 42.08 11.618 43.00 3 97
Total 1497 43.40 13.181 44 3 97

SD, standard deviation.

infiltrating ductal carcinomas registered in the Santa Rita de
Cissia Hospital during 2009-2010 are described in Table II.
Undifferentiated tumors (grade IIT) comprised 9.4% (10 cases)
in the age group <35 years, 49.1% (52 cases) in the age group
36-55 years and 41.5% (44 cases) in the age group =56 years.

With regard to hormone receptors, 38.9% (21 cases) were
ER*, 6.7% (9 cases) were ER", 37% (20 cases) were PR* and
18.5% (10 cases) were PR in the age group <40 years, while
38.7% (86 cases) were ER", 11.3% (25 cases) were ER", 33.8%
(75 cases) were PR" and 15.3% (34 cases) were PR in the age
group =50 years. For the age group <35 years, 2.60% (5 cases)
were ER/PR and 4.69% (9 cases) were ER"/PR".

Regarding HER?2 expression, 80% (8 cases) of the HER2 3*
cases (overexpression cases) were diagnosed in the age group
36-55 years. Concerning the Ki-67 marker, ~50% (93 cases) of
the positive cases were diagnosed in the age group 36-55 years.

We observed 82.1% (133 cases) of luminal tumors,
1.9% (3 cases) of HER2 tumors and 16.04% (26 cases) of
triple-negative tumors. A statistically significant trend towards
triple-negative tumors was observed in the age group <35 years
(P=0.0360).

Distribution of ovarian tumors by histological type and
their correlation to age. Concerning ovarian tumors, 119
malignant and 1,378 benign tumors (including cysts) were
examined (Table I). The mean age for women with ovarian
cancer was 52.98 years (SD, 15.634; 95% CI, 50.14-55.82),
with a median age of 53 years, ranging from 16 to 89 years,

respectively, accounting for 58.8% of the cases (70 cases;
95% CI, 49.96-67.64) of =50 years. With regard to the benign
tumors of the ovary, the mean age was 42.14 years (SD, 12.666;
95% CI, 41.46-42 81), with a median age of 43 years, ranging
from 3 to 97 years, respectively.

Frequency of ovarian tumors. Among ovarian tumors,
mucinous cystadenocarcinomas had the highest mean age at
diagnosis (60 years; SD, 8.426), while teratomas the lowest
(37.02 years; SD, 14.969) (Table T). A higher frequency
was observed for other malignant tumors of the ovary and
serous cystadenomas in the age group =56 years (P=0.0151
and P=0.0255, respectively) during the period 2009-2010
compared to 2001-2004 (Fig. 1F).

Discussion

This study investigated the histological type frequency and the
age at the time of diagnosis of breast and ovarian tumors in
the Espirito Santo state, Brazil. Samples were obtained from
two Oncology Reference Hospitals. Breast and ovarian cancer
histological types were similar for the two Hospitals. However,
the Santa Rita de Céssia Hospital had a significantly larger
number of cancer cases, justifying the collection of data for
2009-2010 only from this Hospital.

Data regarding tumor size, histological grade, lymph
node status and hormone receptor status as well as HER2
and Ki-67 marker status for infiltrating ductal carcinomas
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Figure 1. Frequency of breast and ovarian tumors registered in the Pathology Services. (A and D) Age group <35 years, (B and E) age group 36-55 years,
(C and F) age group =56 years. (A-C) Breast tumors, (D-F) ovarian tumors. DC, infiltrating ductal carcinoma; CA, other carcinomas; OM, other malig-
nancies; FD, fibroadenoma; OB, other benign tumors; SCC, serous cystadenocarcinoma; MCC, mucinous cystadenocarcinoma; SCN, serous cystadenoma;

MCN, mucinous cystadenoma: TE, teratoma.

were available only for the time period 2009-2010, due to the
lack of information for previous years and for other types of
malignant tumors.

The mean age at diagnosis for malignant breast tumors
in our study was similar to that of another study analyzing
samples from Florianépolis (Santa Catarina, Brazil) (10). By
contrast, our results demonstrated a lower mean and median
age at diagnosis when compared with cases from Juiz de
Fora (Minas Gerais, Brazil) (11). The age group of <35 years
also presented results similar those of the study conducted
with samples obtained from Floriandpolis (12). Frequencies
observed in the age groups <30 and <40 years were different

from the frequencies described in the literature, reporting
~0.6% of cancer cases in women <30 years and 6.5% in
women <40 years (13).

The fact that the cancer rates were higher during
2009-2010 when compared to 2001-2004 was consistent with
a Brazilian study conducted examining samples from Goidnia
(Goids, Brazil) (4). According to this study (4), a significant
increase in breast cancer incidence was observed in the age
groups (20-39, 40-59 and =60 years) over the years analyzed
(1988-2003). This increase in breast cancer rates may be due to
an improvement in cancer screening programs resulting from
a wider clinical application of mammography.



Table II. Histological characteristics of infiltrating ductal car-
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Histological characteristics

n (%, 95% CI)

Histological grade
I
11
I

Tumor size, right breast
Tl
T2
T3

Tumor size, left breast
Tl

317
14 (44,2.1-6.7)
197 (62.1,56.8-67.4)
106 (33.4,28.2-38.6)
51
37(72.5,60.2-84.8)
12:(235, 11.9-35:1)
2(3.9,0.092)
61
40 (65.6,53.7-71.5)

T2 17 (279, 16.6-39.2)
T3 4(6.6,04-12.8)
Tumor size, without location 154
Tl 107 (69.5, 62.2-76.8)
T2 42 (27.3,20.3-34.3)
T3 5(32,04-59)
Lymph node status 379
Positive 104 (27.4,22.9-31.9)
Negative 275 (72.6,68.1-77.1)

ER status 195
Positive 152 (77.9,72.1-83.7)
Negative 43 (22.1,16.3-27.9)

PR status 192

Positive 139 (72.4,66.1-76.7)

Negative 53 (27.6,21.3-33.9)
HER2 status 35

I 14 (40,23.8-56.2)

2% 11 (31.4,16.0-46.8)

3* 10 (28.6, 13.6-43.6)
Ki-67 status 187

Positive 186 (99.5,98.5-100.5)

Negative 1(0.5,0.0-1.5)

CI, confidence interval; ER, estrogen receptor; PR, progesterone
receptor.

Infiltrating ductal carcinomas demonstrated no statisti-
cally significant differences in histological grade, lymph node
involvement and tumor size in the age groups. These results
are consistent with a study using samples from Ribeirdo Preto
(Sdo Paulo, Brazil) (13), where no differences in histopatho-
logical tumor features were observed in the age groups <40,
40-50 and =50 years at diagnosis. By contrast, a study analyzing
samples of invasive ductal breast cancer in Belém (Para,
Brazil) (14) provided different results. That study reported
59.1% T4 tumors (26 cases), 93.2% of locally advanced disease
at diagnosis (41 cases; T3 and T4 tumors) and 93.2% of clini-
cally affected lymph nodes (41 cases) (14), while the present

study observed 4.14% T3 tumors (11 cases; 95% CI, 1.75-6.53)
and 27.4% lymph node-positive tumors (104 cases; 95% ClI,
22.91-31.89). The higher rates observed in the study conducted
using samples from Belém (14) are likely to be due to the fact
that the patients had advanced disease at diagnosis, as they
were undergoing pre-surgical neoadjuvant chemotherapy.
However, the samples analyzed in the present study accounted
for all the tumor patients admitted to the Santa Rita de Cassia
Hospital Pathology Service.

In contrast to other Brazilian studies, no statistically
significant differences were observed in hormone receptor
expression in the analyzed age groups. Studies using samples
from Ribeirdo Preto (13) demonstrated that PR* tumors were
less frequent in women aged <40 years compared to women
aged >50 years (36.2% or 21 cases vs. 58.4% or 38 cases), while
studies using samples from Florianépolis (12) found 38.9%
(35 cases) ER/PR" and 24.5% (22 cases) ER*/PR* tumors in
the age group <35 years.

HER?2 overexpression in the present study was similar to
other studies in the literature, where HER2 was overexpressed
in ~15-25% of the breast cancers (14). When comparing
patients aged >50 years to those aged <50 years, no statistically
significant differences were observed in the HER?2 expression.
Similar results were observed in samples from Ribeirdo Preto
(13). The luminal immunohistochemical profile observed in
our study (82.1%; 95% CI, 76.20-88.0%) was higher compared
to results of other studies available in the literature (60-70%)
(15), as well as compared to the Brazilian sample reported
by Bacchi ef al (15), reporting a luminal profile percentage
of 68.21% (249 cases). By contrast, although consistent with
our results, in their study Bacchi et al (15) also observed a
trend towards triple-negative profile in the younger age group
(27.1%, 79 cases).

The mean age at diagnosis observed for malignant ovarian
tumors in the present study was consistent with that of a
Brazilian study using samples from Sdo Paulo (Sdo Paulo)
(16) which reported a mean age at diagnosis of 53.5 years,
accounting for 58.8% of the patients >50 years of age. The
mean age for malignant ovarian tumors was also in concor-
dance with the findings of a study using samples from Jundiai
(Sao Paulo, Brazil) (17), reporting a mean age of 55 years at
diagnosis for malignant ovarian tumors.

In their study, DeLand et al (18) reported a mean age at
diagnosis for malignant ovarian tumors (50 years) that was
similar to the findings of the present study, although the mean
age for benign tumors (34 years) was lower compared to the
one we detected.

Breast and ovarian tumors are poorly characterized epide-
miologically in several Brazilian regions, thus this study adds
considerably to other Brazilian studies, providing detailed
information about the Espirito Santo state. Improved knowl-
edge on these tumors may have direct implications on the
prevention, diagnosis and treatment strategies in Brazil and
other countries.
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Abstract Breast cancer is a heterogeneous disease, pre-
viously associated with genomic instability. Our aim was to
analyze microsatellite markers in order to determine pat-
terns and levels of instability, as well as possible correla-
tions with histopathological parameters. Polymerase chain
reaction was used to characterize microsatellite instability
(MSI) and loss of heterozygosity (LOH) in 107 breast
carcinomas at twelve microsatellite loci. Some of the
markers were selected because of their relation to steroid
hormone metabolism, which seems to be related to spo-
radic breast cancer risk. D55346 and D175250 markers
showed a statistically significant frequency of MSI. LOH in
D3S1611, D175250, AR and ER-P were associated with
some parameters of worse prognosis. Marker group anal-
ysis showed that CYP19, AR and ER-P were related to
histological grade III, ER-negative and PR-negative cases.
Our results suggest that marker group analysis may be
preferred to the single marker strategy, being predictive of
worst prognosis when single markers are unable to provide
such information. A further evaluation of steroid metabo-
lism genes and their association with low penetrance genes
in breast cancer may be useful.
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Introduction

Breast cancer remains as a major health problem for
women. It is the most common female cancer, accounting
for one in four cancers diagnosed in women worldwide.
More than 1.1 million women are diagnosed every year
with this disease and incidence rates are still increasing in
many countries [1].

Various genetic and environmental factors have been
established as causes of breast cancer, which often shows
diverse clinical presentation, pathological features and
outcome, reflecting a complex etiology [2].

Genetic variability in short tandem repeat sequences
(STR) have been reported in several tumor types, including
breast cancer. STRs are defined as highly polymorphic repeat
regions of one to six nucleotide units [3], where repeat
expansion or contraction may be more likely to occur in
tumors than in normal tissues, being referred to as micro-
satellite instability or MSI [4]. MSI was first described in
1993 in colorectal cancers [4] and has been studied in other
tumors since then. The mechanisms causing MST in sporadic
tumors have not been completely elucidated and may pos-
sibly involve genes or pathways different from those impli-
cated in the hereditary non-polyposis colorectal cancer
syndrome (HNPCC), in which MSI occurs due to germ-line
mutation in mismatched repair DNA genes (MMR) [5, 6].

Polymorphic microsatellite loci analysis also allows for
the detection of loss of heterozygosity (LOH) in tumor cells,
a mechanism by which tumor cells lose protective genes.
LOH can only be assessed in heterozygous loci and it is
thought to confer a growth advantage to tumor cells [7, 8].
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In this study, we examined the levels and patterns of
MSI and LOH in 107 breast carcinomas at twelve micro-
satellite loci to identify a correlation between these events
and several histopathological parameters. Some markers
were chosen because they are inside genes related to ste-
roid hormone metabolism, which seems to be associated
with sporadic breast cancer risk and because MSI and LOH
were not studied in these regions yet.

Materials and methods
Samples

Archival formalin-fixed paraffin-embedded tissues from 107
breast cancer samples were obtained from the Department of
Pathology of the Santa Rita de Cassia Hospital, Espirito
Santo State, Brazil, during years 2009 and 2010. Patients
presented a mean age of 55.91 years and a median of
56.00 years, ranging from 28 to 89 years (Standard
Deviation = 13.083). Histologically, 93 specimens were
infiltrating ductal carcinomas (IDC) and 14 specimens were
other breast carcinomas. Tumor samples were collected by
3 mm punches of tumor blocks. Briefly, histology slides
were prepared from formalin-fixed paraffin-embedded tis-
sues, stained with hematoxylin/eosin, and allowed to air dry.
Tumor tissue was marked in hematoxylin/eosin stained
slides by the pathologist and aligned with the respective
sample block, so that the punch could be taken. Normal tissue
control was also obtained from every block.

DNA extraction and microsatellite analysis

DNA was extracted from 0.5 mm slices of the punch, by
incubating at 58 °C for 5 daysin 0.5 M Tris, 0.02 M EDTA,
0.01 M NaCl, 1 mg/ml proteinase K and 2 % SDS and
subsequently submitted to organic extraction with phenol—
chloroform. Finally, samples were eluted in 100 pl of 3 mM
Tris—HCI (pH 7.5), 0.2 mM EDTA-NaOH (pH 8.0).
Polymerase chain reaction (PCR) was performed in
Eppendorf Mastercycler® and Applied Biosystems Veriti®
thermal cyclers. Microsatellite markers and their respective
primers are shown in Table 1. PCR was performed in
simplex reactions with a final volume of 15 pl and in
cycling conditions specific to each primer. PCR mixtures
containing 1x PCR buffer (50 mM KCI, 20 mM Tris-HCl
(pH 8.4)) of the Platinum® Taq DNA Polymerase (Invit-
rogen, Carlsbad, CA, USA), 4-10 ng of genomic DNA,
0.5-1.0 uM each primer, 0.2 mM of each dinucleotide
triphosphate, 1.5 mM MgCl, and 0.6 units of Platinum®
Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

@ Springer

Amplified fragments were resolved in 15 % polyacryl-
amide gels at 160 V for 15 h and visualized after silver
staining. MSI was recognized when an expansion or a
contraction in one or both tumor DNA alleles was detected
when compared with normal tissue alleles.

LOH was assessed when a reduction in at least 50 % of
the signal intensity from one allele was detected in tumor
DNA as compared with the respective normal DNA.
Positive cases were reamplified for result confirmation.

This study was approved by the Research Ethics Com-
mittee of the Universidade Federal do Espirito Santo
(protocol number CEP-002/09).

Statistical analysis

The statistical tests were conducted with SPSS version 17.0
and Epilnfo version 3.5.1. Comparisons between MSI/LOH
with clinicopathological parameters were performed using
Fisher’s exact test and Odds Ratio (OR) with 95 % confi-
dence intervals (CI). A significance value of p < 0.05 was
used for all analyses.

Results
Genomic instability analysis

A total of 49 MSI or LOH were found in 107 breast tumors.
The highest frequencies of MSI were observed for D5S346
and D17S250, being 2 % the average MSI frequency for all
markers (0-6 % range). D8S135 showed the highest LOH
frequency, being 5 % the average LOH frequency (0-17 %
range).

Considering positivity at only one locus, frequencies of
10 and 16 % were found for MSI and LOH respectively
(MSI: 11/107; CI 4.3-15.7; LOH: 17/107; CI 9.1-22.9).
Considering positivity at two loci, frequencies of MSI and
LOH were, 2 % (2/107; CI 0.0-4.7) and 3 % (3/107;
CI 0.0-6.2), respectively. At three or more loci, MSI fre-
quency dropped to 0 % (0/107), while LOH frequency was
1 % (1/107; CI 0.0-2.9).

Genomic instability characteristics and the number of
informative cases for each marker are described in Table 2.

Correlation between MSI/LOH and clinicopathological
parameters

Correlation between age at diagnosis, histological type,
histological grade, hormonal receptor status (ER and PR),
HER?2 and Ki-67 marker status and frequency of MSI/LOH
for each marker was investigated and summarized in
Fig. 1.
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Table 1 Microsatellites

markers used for analysis of Marker Chr()}'noﬁome Repeat motif Primer sequences (forward and reverse)
MSI and LOH in breast localization
carcinomas CYPI19 15q21.1 (TTTA), 5-AGCAGGTACTTAGTTAGCTACAATC-3’
5-CTGGGTGATAGAGTCAGAGC-3'
CYPI1 15¢24.1 (TAAAA), 5-CGACGAGGATTAGGGTTCCA-3'
5-CGTCTTAGTTATGGCCCCACT-3
AR Xql1-12 (CAG), 5'-CGCGAAGTGATCCAGAACCC-3'
5'-ATGGGCTTGGGGAGAACCAT-3'
ER-u 6q25-27 (TA), 5'-AGACGCATGATATACTTCACC-3'
5-GTTCACTTGGGCTAGGATAT-3
ER-B 14q23-24 (CA), 5'-CATTGCCATACACACAGAGGT-3'
5-GCCTGGCCTAAAGAAGAATA-3
D8S135 8p21.3 (GA), 5-GGCAACAGAGTGGGACTTGAT-3
5-ATAGATCCAAAATGTTCCCCCAATGG-3
D10S197 10p12 (CA), 5-ACCACTGCACTTCAGGTGAC-3
5-CTCAAGTGGCATTGTGAAATCTTCGAAC-3'
UGTI1AI 2q37 (TA), 5'-AGCTCCACCTTCTTTATCTCTGAAAG-3'
5-TTTGCTCCTGCCAGAGGTTC-3'
D3S1611 3p21.3 (CA), 5-GCCGGGTACATTGGCCTGTAATC-3'
5'-AGCTGAGACTACAGGCATTTGCC-3'
D5S345 5q21 (CA), 5'-ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG-3'
5'-AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT-3
D178250 17q11.2-12 (CA), 5-GGAAGAATCAAATAGACAAT-3
5-GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3
D2S119 2p21 (CA), 5'-CTTGGGGAACAGAGGTCATTCTCAT-3
5'-CCTTACGAGAATCCCTCAATTTCTTTGG-3
Ina(:ﬂlfozH};Liq::flec\islsirﬁf: Marker MSVinformative case (frequencies) p value LOH/informative case (frequencies) p value
analyzed in breast carcinomas  cypjg /101 (2 %) 0.6810  3/69 (4 %) 1.0000
CYP11 1/85 (1 %) 1.0000  2/53 (4 %) 1.0000
AR 0/94 (0 %) 0.3915  4/85 (5 %) 1.0000
D8S135  1/101 (1 %) 1.0000  6/35 (17 %) 0.0047
D10S197  1/86 (1 %) 1.0000  1/65 (2 %) 0.3546
UGTIAL  0/88 (0 %) 0.3880  2/29 (7 %) 0.6458
D2S119 /72 (1 %) 1.0000  0/38 (0 %) 0.2478
D3S1611  0/105 (0 %) 0.2436 5171 (7 %) 0.3755
ER-u 1/50 (2 %) 0.5763  1/21 (5 %) 1.0000
ER-p 0/66 (0 %) 0.6198  3/45 (7 %) 0.4739
D58345  6/99 (6 %) 0.0036  2/83 (2 %) 0.4114
D178250 4/73 (6 %) 0.0278 3165 (5 %) 1.0000

We did not observe statistically significant correlations
between MSI and clinicopathological parameters. In con-
trast, D3S1611 LOH presented a significant correlation
with age at diagnosis <35 years (p = 0.0227), D175250
LOH showed a correlation with histological grade III
(p = 0.0245), AR and ER-P LOH were associated with ER
negatives cases (p = 0.0178 and p = 0.0056, respectively),
and ER-p LOH correlated with PR negative cases
(p = 0.0240).

Marker combination analysis

In order to increase the efficiency of individual marker
analysis, we examined markers in combinations and their
possible correlation with breast cancer characteristics.
Markers were selected according to their genomic insta-
bility frequencies.

We have found a significant association between geno-
mic instability in marker group D3S1611/CYP11/ER-p/

@ Springer
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Fig. 1 MSIand LOH association with clinicopathological parameters
*statistically significant {requency (p < 0.05) Marker frequencies in
relation to: a age at diagnosis; b tumor histological type; ¢ tumor

AR/D17S250 and age at diagnosis <35 years, as well as
group D10S197/UGT1A1/D2S119/ER-0/D5S346 and age
at diagnosis =56 years (p = 0.0001, OR = 12.16 and
p = 0.0048, OR = 5.22, respectively). Genomic instability
at group AR/D8S135/D3S1611/D17S270/ER- was asso-
ciated with IDC (p = 0.0358) and at group CYP19/AR/
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UGT1AL/ER-P/D178250 was associated with histological
grade III (p = 0.0011, OR = 4.33). ER-negative cases
were associated with group CYPI9/AR/D10S197/D3S1
611/ER-B and PR-negative cases correlated with group
CYPI9/AR/ER-P/D5S346/D178250 (p < 0.0001, OR = 7.71
and p < 0.0001, OR = 5.51, respectively).
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HER2 3 + tumors were associated with group CYP19/
AR/D8S135/D10S197/D17S250 (p = 0.0110, OR = 4.81).

Discussion and conclusion

Breast cancer carcinogenesis is a complex multistep pro-
cess associated with numerous genetic alterations, being
genomic instability an important step in the molecular
processes of tumorigenesis [9].

In this study, we have analyzed 107 tumors of the breast
and found MSI at markers D5S346 (p = 0.0036) and
D178250 (p = 0.0278), however these were not associated
with clinicopathological parameters. Our results suggest
that MSI-L, defined as instability at <30-40 % of loci
when more than five markers are used [4], are more likely
to occur in breast cancer than MSI-H, which describes
instability at >30-40 % of loci [4]. Our observations are in
agreement with Ando et al. [7], who showed a higher
frequency of MSI-L in breast tumors. In comparison,
Halford et al. [10] demonstrated that MSI-L is very infre-
quent in grade III ductal and lobular breast cancers and the
study of Yee et al. [11] observed a higher frequency of
MSI-H in breast cancers.

As opposed to MSI, LOH showed significant frequen-
cies at markers D3S1611, D17S250, AR and ER-f, being
related to some characteristics of worse prognosis, which
was also described by other studies [12, 13].

In order to increase the efficiency of single marker
analysis, we grouped markers according to their genomic
instability frequencies and tested their correlation with
clinicopathological parameters. Because of our selection
criteria, AR, CYP19 and ER-} were included in almost all
marker groups with significant results. Limiting our scope
to these three markers, we have observed a correlation with
histological grade III (p = 0.0067; OR = 5.98), ER-neg-
ative (p = 0.0001; OR = 13.19) and PR-negative tumors
(p = 0.004; OR = 11.97). These three genes are related to
the androgen hormone pathway, but the mechanism of
testosterone action in female breast cancer is still unclear,
as well as whether its effects are predominantly prolifera-
tive or anti-proliferative on breast cells at physiological
levels [14]. Therefore, further studies are needed to eval-
uate the influence of these genes, especially in association
with other low penetrance genes, in breast cancer.

In conclusion, we observed that MSI and LOH fre-
quencies varied among markers, however, LOH was
observed in a greater number of cases, especially for
markers D3S1611, D17S250, AR and ER-f, which corre-
lated with worse prognosis parameters. In addition, marker
combination analysis showed that CYP19, AR and ER-f
were related with histological grade III, ER-negative and

PR-negative cases, suggesting their use as markers of
WOISe prognosis.
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ABSTRACT

Ovarian cancer is currently the most lethal gynecological malignancy in women and it is a
heterogeneous and cytogenetically complex disease previously associated with genomic
instability. Our purpose was to analyze microsatellite markers in order to determine patterns
and levels of instability, as well as possible correlations with histopathological parameters.
Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to characterize microsatellite instability (MSI)
and loss of heterozygosity (LOH) in 24 ovarian tumors at twelve microsatellite loci. A total of
11 samples presented MSI or LOH. In this study only MSI-L was found. Markers D5S346
and CYP11 showed the highest MSI and LOH frequencies. D17S250 LOH was significantly
associated with tumor histological type (p=0.0003), and ERa was associated with tumor
histological type when a combined analysis of LOH and MSI was performed (p=0.048).
Furthermore, LOH was observed in a greater number of markers when compared with MSI.
Thus, our results support that MSI is less common than LOH in ovarian cancers.

Key words: Genomic instability; MSI; LOH; ovarian cancer

INTRODUCTION

Ovarian cancer is currently the most lethal gynecological malignancy in women, in spite of
the low prevalence. Because this cancer presents great difficulties for diagnosis, especially
due to detection tardiness, it has a small chance of cure. Approximately 75% of ovarian
cancers are diagnosed at advanced stages, being the overall patient survival usually <30% in
these cases (Huan et al., 2008; Inca, 2012).

Ovarian cancer is the eighth most common women malignancy worldwide, affecting
approximately 225,500 women and causing almost 140,200 cancer deaths per year (Jemal et
al., 2011). This cancer is the fourth most frequent cause of cancer-related death in women in
Europe and United States (Bandiera et al., 2012). In Brazil, 5,530 women were diagnosed
with ovarian cancer in 2008 and 2,982 women died with the disease (Ferlay et al., 2010).
According to data from the Instituto Nacional de Cancer - INCA (Brazilian National Cancer

Institute) in 2012, 6,190 and 110 new cases of ovarian cancer are expected in Brazil and
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Espirito Santo State, respectively (Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva,
2011).

The molecular pathogenesis of ovarian cancer is still poorly understood (Shen et al., 2006);
however it is believed that microsatellite instability (MSI) and/or loss of heterozygosity
(LOH) at different chromosomal locations are implicated in ovarian cancer development
(Plisiecka-halasa et al., 2008).

MSiI is defined as a size change in short tandem repeat sequences (STR), in the tumor when
compared to the normal tissue from the same patient (Boland et al., 1998).

MSI was first described in colorectal cancers and it has since been shown to play a significant
role in several other cancers. The association of MSI and cancer has resulted in many
advances in the detection of cancer susceptibility, chemotherapy response and prognosis
(Sood et al., 2001). MSI at numerous loci in multiple different cancers suggests that genetic
instability is an important event in the progression of cancer (Galindo et al., 2011).

In ovarian tumors, the reported incidence of MSI ranges from 5 to 50%, depending on the
markers used as well as the definition of MSI (Sood et al., 2001).

LOH results from the random loss of one allele by deletion or gene conversion, leading to a
putative tumor growth advantage (Ando et al., 2000; Powierska-Czarny et al., 2003). LOH is
of particular importance because it enables recessive variants (especially in tumor suppressor
genes) to influence tumor phenotype. High LOH frequency regions are candidates for
harboring tumor suppressor genes (Skirnisdottir et al., 2012).

In ovarian carcinoma, LOH is a common phenomenon, but there are regions with high LOH
frequencies without candidate responsible genes (Plisiecka-halasa et al., 2008).

In the present study, we analyzed MSI and LOH in 24 ovarian carcinomas at twelve
microsatellite loci to identify possible correlations between these events and histopathological

tumor features.

MATERIAL AND METHODS
Ethics

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Universidade Federal do
Espirito Santo (protocol number CEP-002/09).
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Sample collection and DNA preparation

Archival formalin-fixed paraffin-embedded tissues from 24 ovarian cancer samples were
obtained from the Department of Pathology of the Santa Rita de Céssia Hospital, Espirito
Santo State, Brazil, during years 2009 and 2010. Tumor samples were collected by
Pathologist guided 3mm punches of tumor blocks. Briefly, histology slides were prepared
from formalin-fixed paraffin-embedded tissues, stained with hematoxylin/eosin and allowed
to air dry. Tumor tissue was marked in hematoxylin/eosin stained slides by the Pathologist
and aligned with the respective sample block, so that the punch could be taken. Normal tissue

control was also obtained from each block.

DNA extraction

DNA was extracted from 0.5 mm punch slices, by incubating at 58°C for five days in 0.5M
Tris, 0.02 M EDTA, 0.01 M NaCl, 1 mg/ml proteinase K and 2% SDS and subsequently
submitted to an organic extraction with phenol-chloroform. Finally, samples were eluted in
100 pl of 3 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.2 mM EDTA-NaOH (pH 8.0).

Microsatellite analysis

Twelve markers (CYP19, CYP11, AR, D8S135, D10S197, UGT1A1, D2S119, D3S1611,

ERa, ERp, D5S346, D17S5250) were used in this study for MSI and LOH analysis. PCR was

performed in simplex reactions with a final volume of 15 pl, using cycling conditions specific
to each primer pair. The PCR reaction was performed according to Taq Platinum® enzime
manufacturer’s recommendations (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Amplified fragments
were resolved in 15% polyacrylamide gels at 160 V for 15 hours and visualized after silver
staining. MSI was detected when tumor alleles showed size contraction or expansion when
compared to normal tissue alleles. LOH was defined as a visible reduction of 50% or more in
the normal band intensity. LOH was only detectable when normal alleles were at

heterozigosity. Positive cases were reamplified for result confirmation.,

Statistical analysis
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Statistical tests were performed using SPSS version 17.0 and Epilnfo version 3.5.1.
Associations between MSI/LOH and tumor clinicopathological parameters were performed
using Fisher’s exact test and Odds Ratio (OR) with 95% confidence intervals (CI). A

significance value of P < 0.05 was used for all analyses.

RESULTS

DNA samples from twenty-four ovarian tumors and their adjacent normal tissue were
analyzed using twelve STR markers. Patients presented a mean age of 55 years and a median
of 54.5 years, ranging from 30 to 84 years (Standard Deviation = 13.8).

Tumor samples consisted of 7 serous cystoadenocarcinoma (29.2%), 1 mucinous
cystoadenocarcinoma (4.2%), 7 other malignant tumors (29.2%), 5 metastatic ovarian tumors
(20.8%) and 4 borderline tumors (16.6%).

Genomic instability analysis

Eleven of 24 ovarian tumors presented MSI or LOH. The highest MSI frequency was for
marker D5S346, being 2.4% the average MSI frequency for all markers (0-13.6% range).
CYP11 showed the highest LOH frequency, being 6.2% the average LOH frequency for all
markers (0-15.4% range).

Considering positivity at only one locus, frequencies of 16.7% and 25% were found for MSI
and LOH respectively (MSI: 4/24; Cl: 1.78%-31.62%; LOH: 6/24; Cl: 7.68%-42.32%).
Considering positivity at two loci, frequencies of MSI and LOH were both, 4.17% (1/24; CI.
0.00%-11.97%). At three or more loci, MSI frequency dropped to 0% (0/24), whereas LOH
frequency was 4.17% (1/24; CI: 0.00%-11.97%).

Genomic instability characteristics, number of heterozygous and the total number of samples
analyzed for each marker are described in Table 1. Genomic instability results by case are

presented in Table 2.

Correlation between MSI/LOH and clinicopathological parameters

We did not observe statistically significant correlations between MSI/LOH and age at

diagnosis. However, a significant correlation was observed between D175250 LOH and
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mucinous cystoadenocarcinoma (p=0.0003). Furthermore, a combined analysis of LOH and
MSI in ERa shows an association with serous and mucinous cystoadenocarcinomas
(p=0.048).

Marker combination analysis

In order to increase the efficiency of individual marker analysis, we examined markers in
combinations and their possible correlation with ovarian cancer characteristics. Markers were
selected according to their genomic instability frequencies. Marker groups were AR/ERa,
D5S346/D17S250 and AR/ER0/D5S346/D17S250, but we did not find significant
associations between marker group genomic instability and age at diagnosis or histological
type (p>0.05).

DISCUSSION

Ovarian cancer is a heterogeneous and cytogenetically complex disease (Helleman et al.,
2006; Skirnisdottir et al., 2012), exhibiting extensive molecular heterogeneity and several
genetic alterations (Darcy and Birrer, 2010), such as microsatellite instability and loss of
heterozygosity, which could be related to cancer development (Plisiecka-Hatasa et al., 2008).
We have analyzed 24 ovarian tumor samples, using 12 microsatellites markers. Six MSI cases
were detected in ERa, D5S346 and D17S250 markers.

Our results showed only MSI-L, defined as instability at <30-40% of loci when more than
five markers are used (Kuligina et al., 2007), suggesting that this type of MSI is an event
more frequent than MSI-H (instability at >30-40% of loci) (Kuligina et al., 2007), in ovarian
cancer. In accord with our results, Sood et al, in a study using 109 ovarian tumors, also
showed that MSI-L is an event more frequent than MSI-H in ovarian cancer (Sood et al.,
2001).

In agreement with previous reports, LOH was more frequent than MSI in ovarian cancer
(Allen et al., 2000; Bozzetti et al., 2004; Plisiecka-Hatasa et al., 2008), being detected in
seven markers (AR, CYP11, D10S197, D3S1611, ERa, D5S346, D17S250) and in eight
ovarian cancer cases (33.3%), however, some samples showed LOH in more than one locus

simultaneously.
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D17S250 LOH was correlated with tumor histological type. This marker is used in HNPCC
(Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer Syndrome), which is associated with ovarian
cancer. HNPCC syndrome is the third leading cause of hereditary ovarian cancer (Pal et al.,
2008) and, approximately, 10 to 15% of hereditary ovarian cancers are found in patients with
this syndrome (Aysal et al., 2012). However, D17S250 is centromeric to the BRCAL gene,
which is a tumor suppressor gene, therefore it is possible that BRCAZ1 and/or other genes on
chromosome 17q could be involved in ovarian cancer carcinogenesis. LOH on chromosome
17q has been previously associated with the development of ovarian cancer in elderly
patients, especially high-grade serous or mixed endometrioid-serous carcinomas (Garcia et al.,
2000).

In conclusion, we observed that MSI and LOH frequencies varied among markers,
nevertheless LOH was observed in a greater number of markers if compared with MSI. Our

data support that LOH is a more frequent event than MSI in ovarian cancer.
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Tables

Table 1. LOH and MSI in ovarian cancer

MSI LOH Heterozygous Total

Markers —0— N T N T N (%)
CYP19 0 0.000 0 0.000 16  0.800 20 0.833
CYP11 0 0.000 2 0154 13 0.684 19  0.792
AR 0 0.000 3 0.136 22 1.0 22 0.917
D8S135 0 0.000 0 0.000 5 0.208 24 1.0
D10S197 0 0.000 1 0.056 18 0.818 22 0.917
UGT1Al 0 0.000 0 0.000 9 0.409 22  0.917
D2S119 0 0.000 0 0.000 10  0.500 20 0.833
D3S1611 0 0.000 1 0.056 18 0.783 23 0.958
ERa 1 0.056 1 0.143 7 0.389 18  0.750
ERp 0 0.000 0 0.000 12 0.750 16  0.667
D5S346 3 0.136 3 0.150 20  0.909 22 0.917
D17S250 2 0.095 1 0.048 21 1.0 21  0.875

110



Table 2. LOH and MSI distribution in ovarian cancer cases, individually.
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Abstract

A role for estrogen in the etiology of breast and ovarian cancers has been suggested, therefore, genetic
polymorphisms in steroid metabolism genes could be involved in the carcinogenesis of these tumors.
We have aimed to investigate the role of GSTP1 and CYP17 polymorphisms and their correlation with
MSI (microsatellite instability) and LOH (loss of heterozygosity) in AR, ERB and CYP19 genes in
women from Espirito Santo State, Brazil. GSTP1 and CYP17 polymorphisms alone were not
associated with an increased risk for breast or ovarian tumors. However, when combined with
MSI/LOH in AR, ERp and CYP19 genes, we were able to detect significant associations with the
GSTP1 wild-type genotype in PR (progesterone receptor) negative breast cancers or the CYP17 wild-
type genotype in ER (estrogen receptor) and PR-negative breast tumors. No associations with ovarian
tumors were detected. Our results suggest that wild-type GSTP1 or CYP17 genes when combined with
LOH/MSI in steroid metabolism genes may play a role in ER and/or PR negative breast cancers.
These data support the hypothesis that genes related to steroid metabolism are important in the

characterization of breast cancer and that the analysis of single polymorphisms may not be sufficient.

Keywords: breast and ovarian cancer; GSTP1; CYP17; STR markers; polymorphisms.

Text

Introduction

Breast cancer is the most common malignancy among females and the most common cause of cancer
death among women in Western countries [1, 2] and ovarian cancer is the most lethal gynecological
malignancy at present [3, 4].

Germline mutations in the so-called high penetrance genes of breast and ovarian cancer predisposition,
such as BRCAL1 and BRCAZ2, appear to account for the majority of hereditary breast and ovarian
cancers, but they represent only 5% to 10% of breast cancer cases and up to 15% of ovarian cancers
[5, 6].

Thus, polymorphisms in low penetrance susceptibility genes can be linked with a significant

percentage of breast and ovarian cancers. Low penetrance susceptibility genes can be involved in a
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wide variety of functions including steroid hormone metabolism, detoxification of environmental
carcinogens, DNA damage repair genes and tumor suppressor genes [5, 7, 8].

Polymorphisms in the cytochrome P450 family (CYPs) and in the glutathione S-transferase (GSTs)
enzymes have been of particular interest because these enzymes play an important role in the
metabolism of environmental carcinogens and of estrogen [2, 9], which seems to be involved in breast
and ovarian carcinogenesis. Genes of these families are highly polymorphic, presenting alleles with
different enzymatic activities and possibly tumor risk [9].

The CYP17 gene encodes the cytochrome P450c170 enzyme, which is a key enzyme in the estradiol
synthesis [10], converting pregnenolone and progesterone to androgen and estrogen precursors [9].
The T—C polymorphism in the 5’-untranslated promoter region creates an additional Spl-type
promoter site 34 bp upstream of the translation initiation site, which has been shown to be associated
with CYP17 expression levels and thus estrogen levels [11].

Some groups have reported an association of the A2 allele (variant allele C) with increased breast
cancer risk because patients with the A2 allele had higher levels of circulating estrogens than those
with Al alleles [9, 11], but other studies have failed to replicate these findings [9].

In ovarian cancer, presence of the A2 variant has been associated with increased disease risk.
Furthermore, the A2 allele has also been associated with polycystic ovarian syndrome, a condition
resulting from high androgen levels [12].

GST enzymes have the capacity to detoxify reactive PAHSs (polycyclic aromatic hydrocarbons)
metabolites, preventing them from becoming carcinogens. These enzymes are involved in DNA
protection from oxidative damage, including free radicals and metabolites generated through estrogen
metabolism [9].

Single nucleotide substitutions in GSTP1 exon 5 (A313G; lle105Val) are in close proximity with the
substrate binding site of GSTP1 and the Val variant has been demonstrated to have either lower or
higher specific activity and affinity than the Ile variant, depending on the substrate [5].

Previous studies on the potential association of GSTP1polymorphisms and breast cancer have
produced inconsistent results [2, 9] and few studies have investigated the association of this

polymorphism with ovarian cancer.
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Moreover, polymorphisms in short tandem repeat regions (STR), also known as microsatellites
markers, have been extensively studied in tumors [13]. These polymorphisms can occur due to
expansion or contraction of repeat sequences giving rise to what is referred to as MSI [13, 14]. MSI
occurs in about 90% of hereditary non-polyposis colorectal cancer (HNPCC) and has also been
observed in a variety of sporadic cancers, including colon, endometrium, pancreas and bladder [14]. In
breast cancer, there is no consensus regarding the frequency of MSI. Some studies have found that
MSI is not associated with this neoplasm, while others have reported frequencies that vary from 5% to
40 % [15]. In ovarian cancer, MSI frequency ranges from 5% to 50% [16], being the higher
frequencies observed in endometrioid, mucinous and clear cell ovarian tumors [17]. Analysis of the
highly polymorphic microsatellite loci not only provides information about MSI, but also allows for
the detection of LOH in tumor cells [18].

LOH is thought to indicate regions harboring tumor suppressor genes and this phenomenon may also
reflect random chromosomal instability, thus a high frequency of LOH may indicate DNA damage or
instability [19].

In breast and ovarian cancer, frequent LOH has been detected on chromosomes 3p, 6q, 11p, 13q, 16q,
17p, 17qg and 18q, so that several tumor suppressor genes have been mapped to these regions [17, 20].
Our group has previously shown that CYP19, AR and ER-f3 markers combinatorial analysis
demonstrated that MSI/LOH was related with histological grade 111, ER-negative and PR-negative
cases in breast cancer samples in Espirito Santo (Brazil), suggesting their use as markers of worse
prognosis [21].

For all these reasons, our aim was to analyze the influence of GSTP1 and CYP17 polymorphisms in
breast and ovarian cancer cases in Espirito Santo, Brazil, and their correlation with MSI/LOH in AR,

ERp and CYP19 genes, which are all involved in steroid metabolism .

Material and Methods
Ethics
This study was approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal do Espirito Santo,

protocol number 02/09, including the informed consent waiver for breast and ovarian cancer cases and
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was performed in accordance with the ethical standards laid down in the 1964 Declaration of Helsinki

and its later amendments. The control group volunteers signed a written informed consent.

Sample

The study population consisted of archival formalin-fixed paraffin-embedded tissues from 107 female
breast and 24 ovarian tumors, obtained from Santa Rita de Céssia Hospital Pathology Department,
Espirito Santo State, Brazil, during years 2009 and 2010. Tumor cells were collected by a 3mm punch
in the tumor block, guided by the Pathologist. Briefly, histological slides were prepared from
formalin-fixed paraffin-embedded tissues, stained with hematoxylin & eosin and allowed to air dry.
Tumor tissue was marked in the hematoxylin-eosin stained slides by a Pathologist and slides were
aligned with the block for punch extraction. Normal control tissue was obtained from the same block.
General population GSTP1 and CYP17 gene polymorphism frequencies were studied from 61 healthy
female blood donors at the Espirito Santo Hemotherapy and Hematology Center with no previous

personal or familial history of breast and ovarian cancer.

DNA extraction

Breast and ovarian cancer genomic DNA was extracted from the punch fragment by slicing and
incubating at 58°C for five days in 0.5 M Tris, 0.02 M EDTA, 0.01 M NaCl, 1 mg/ml proteinase K
and 2% SDS solution. Lysates were subsequently submitted to organic extraction with phenol-
chloroform. Healthy control DNA was isolated from peripheral blood using a phenol-chloroform

organic extraction.

Genotyping analysis

GSTP1 lle-Val polymorphism was determined by PCR-RFLP [22]. PCR products were digested with
1 U BsmAL1 restriction enzyme for 16 h at 55°C and visualized in silver stained 10% polyacrylamide
gels. The wild-type allele was identified by the presence of a 176 bp size fragment. Variant alleles are
restricted and yield two fragments of 91 and 85 bp. The presence of three fragments (176, 91 and 85

bp) indicates heterozigosity. CYP17 genotypes were also determined by PCR-RFLP [23]. PCR



118

product digestion was carried for 16 h at 37°C with 1 U of MspA1l restriction enzyme and products
were visualized in silver stained 7% polyacrylamide gels. The wild-type allele was identified by a 414
bp size fragment. Variant alleles produce two fragments of 290 and 124 bp. The presence of three
fragments (414, 290 and 124 bp) indicates heterozigosity. Microsatellite markers were analyzed as

previously published [21].

Statistical analysis

GSTP1 and CYP17 polymorphism frequencies were analyzed using contingency tables to calculate
odds ratio (OR) with a confidence interval (CI) of 95%. A Fisher’s exact test significance value of p <
0.05 was considered, using Epilnfo version 3.5.1 software. Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was
estimated using the Arlequin software, version 3.11 [24]. Quantitative variables (mean age, median

and standard deviation (SD)) were analyzed by SPSS version 17.0.

Results

Histopathological characteristics of breast and ovarian tumors are summarized in Table 1. Mean and
median ages for breast cancer were, respectively, 55.91 and 56.00 years (SD=13.1; range 28 to 89
years); as for ovarian cancer, they were 55 and 54.5 years, respectively (SD=13.8; range 30 to 84
years), whereas for healthy female controls, mean age was 31.8 and median age was 28 years
(SD=10.8; range 18 to 56).

Regarding ethnicity, breast cancer patients were considered 22.4% (24/107) caucasoids and 56.1%
(60/107) mulattos, reflecting the mixed ethnicity present in this state [25]. For ovarian tumor patients
and healthy controls, this information was not possible to collect.

GSTP1and CYP17 genotypic and allelic distribution in breast/ovarian cases and controls are
summarized in Table 2. We did not find any significant increase of breast and ovarian cancer risk
associated with genotypes and/or alleles of these genes.

Healthy control genotypic frequencies were in HWE. Associations between breast and ovarian cancer
clinicopathological characteristics with GSTP1 and CYP17 genotypic frequencies are shown in Table

3 and 4. We found a significant statistical association between the CYP17 A2/A2 genotype and PR-
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positive breast cancer (p=0.049). Histological type and grade, ER and HER?2 status and age at
diagnosis of breast cancer did not show significant correlations with genotypes. The CYP17 A2/A2
genotype was significantly more present in the ovarian cancer age group < 50 years (p=0.027).

To further investigate if GSTP1 and CYP17 might be related with breast and ovarian cancer, we
analyzed their association with polymorphisms in steroid metabolism genes AR, ERp and CYP19.
Initially, we analyzed the combination of GSTP1 with MSI/LOH in each gene individually. Later on,
we performed a combinatorial analysis of GSTP1 genotypes with MSI/LOH in AR+ER, AR+CYP19
or ERB+CYP19. Finally, we analyzed the association of GSTP1 genotypes with MSI/LOH in
AR+ERB+CYP19 all together. The same analyses were performed for CYP17. Associations of GSTP1
genotypes and MSI/LOH are shown in Tables 5 and 6. The lle/Val genotype showed a correlation with
ERP MSI/LOH in ER-negative breast cancers (p=0.028), as well as the lle/lle genotype with
AR+CYP19 (p=0.021) and AR+ERB+CYP19 (p=0.036) MSI/LOH in PR-negative breast cancers.
CYP17 A1/A1 genotype was associated with AR+ERf and AR+ERB+CYP19 MSI/LOH in ER or PR-

negative breast tumors (p=0.039). No associations were detected for ovarian tumors (data not showed).

Discussion

There is substantial evidence that steroid hormones play an important role in the etiology of breast and
ovarian cancer [4, 26]. Therefore, there has been recent interest in steroid metabolism genes, because
the activity these gene products may affect long-term estrogen levels and its potentially carcinogenic
metabolites, influencing breast and ovarian cancer risk [27].

In most studies, estrogen biosynthesis and metabolism gene polymorphisms are considered separately
[5], finding a small effect of low penetrance susceptibility breast and ovarian cancer risk gene
polymorphisms [11]. In our study, we have analyzed SNPs (Single-Nucleotide Polymorphism) in two
low penetrance susceptibility genes and their association with MSI/LOH in steroid metabolism genes.
Specific associations between gene polymorphisms and MSI/LOH could result in high-risk profiles,
by influencing lifetime estrogen levels and therefore breast and ovarian cancer risk [5].

We performed a case-control study of Brazilian women to investigate the association of GSTPland

CYP17 gene polymorphisms with breast and ovarian cancer, as well as with MSI/LOH in three genes
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implicated in steroid metabolism (AR, ERB and CYP19). When tested alone, the GSTP1 gene showed
no significant association with breast and ovarian cancer risk. Most previous studies on the potential
association of GSTP1 polymorphisms and breast and ovarian cancer risk produced inconsistent results.
Delort et al (2008) [8], Ramalhinho et al (2011) [28] and Spurdle et al (2001) [29] showed results
similar to ours, whereas an association between GSTP1 genotypes and breast cancer risk was observed
by Torresan et al (2008) [9] in Euro-descendent women from Southern Brazil and by Antognelli et al
(2009) [2], which found that the frequency of the Val allele was significantly lower in the breast
cancer population. Inconsistencies may be partly due to differences in populations and their exposures
to different environmental risk factors [9].

A combinatorial analysis of GSTP1 genotypes and MSI/LOH in AR, ERf or CYP19 enabled us to
detect that the Ile/Ile genotype is related to MSI/LOH in AR+CYP19 or AR+ERB+CYP19 in PR-
negative breast tumors (Table 6), suggesting that this genotype when combined with MSI/LOH may
be associated with poor prognosis of breast cancer.

According to Ramalhinho et (2011) [28], the GSTP1 lle/lle genotype increases breast cancer risk
when associated with GSTM1/GSTT1 null genotypes, suggesting that the Val allele tends to act as a
protective, rather than a risk factor.

Regarding CYP17 polymorphism distribution in breast and ovarian tumors, there are also
controversial evidences. Early reports suggested an association of CYP17 A2 with an increased breast
cancer risk; however, subsequent studies failed to confirm this association [7, 27]. As for ovarian
cancer risk, Spurdle et al (2001) [29] and Goodman et al (2001) [12] reported no evidence for an
association between CYP17 polymorphisms and ovarian cancer risk, while Garner et al (2002) [27]
noted an increased risk for ovarian cancer in A2 variant women >50 years.

Our results did not show a significant association between CYP17 polymorphisms and breast and
ovarian cancer risk. However, when we analyzed the relation between CYP17 genotypes and
histopatological characteristics of breast tumors, a statistically significant frequency of the A2/A2
genotype in patients with PR-positive breast cancers was found (Table 3). For ovarian cancer, a
significant frequency of the A2/A2 genotype was observed in the age at diagnostic group < 50 years

(Table 4).
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Because the A2 variant allele creates an additional putative Sp-1 binding site (CCACC) in the CYP17
promoter region, it is speculated that the C allele enhances gene transcription, leading to increased
estrogen synthesis in breast and ovarian tumors [11, 27].

A combinatorial analysis of CYP17 genotypes with MSI/LOH in AR, ERP or CYP19 genes allowed
for the detection of a correlation between the A1/Al genotype and a higher frequency of MSI/LOH in
AR+ERP or AR+ERB+CYP19 in ER-negative and PR-negative tumors (Table 6). Similarly, the
CYP17 wild-type genotype when combined with MSI/LOH was associated with poor prognosis of
breast cancer.

AR, ERp and CYP19 genes participate in the androgen hormone pathway. The androgen receptor
(AR) has a polymorphic polyglutamine repeat (CAG repeat) in the amino-terminal domain while the
ERp gene contains a polymorphic dinucleotide CA repeat in the non-coding 3’-portion of the gene.
Polymorphic repeats appear to influence function and alter androgen serum levels in premenopausal
women [30], because sex hormone receptors (AR and ER3) mediate hormone response at breast tissue
level, having a possible pathological role in breast cancer development [31]. CYP19 (aromatase) is
involved in the last stage of androgen to estrogen conversion (androstenedione into estrone and
testosterone into estradiol) [7, 11] and its activity helps determines local estrogen levels. A
tetranucleotide (TTTA) tandem repeat polymorphism is located in intron 4 next to an intron/exon
junction what suggests a possible role for this polymorphism in the translated enzyme due to an
alteration on the splice site [5].

To our knowledge, this is the first study to analyze the potential role of GSTP1 and CYP17 genotypes
in combination with AR, ERP and CYP19 MSI/LOH in Brazilian women with breast or ovarian
tumors. We observed that wild-type GSTP1 and CYP17 genotypes when combined with MSI/LOH in
steroid metabolism genes are associated with ER-negative or PR-negative breast cancers. These results
support the hypothesis that estrogen metabolism genes can be helpful in the characterization of breast

cancer prognosis [5].
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Tables

Table 1: Clinical and histopathological features of breast and ovarian cancers.

Breast cancer

Characteristics Total

N (%)
Histological type
Infiltrating ductal carcinoma 93 (86.9)
Other carcinomas 14 (13.1)
Histological grade®
Grade | 5 (54)
Grade Il 57 (61.3)
Grade 111 31 (33.3)
ER status®
Negative 16 (17.2)
Positive 77 (82.8)
PR status®
Negative 25 (26.9)
Positive 65 (69.9)
Missing 3 (3.2)
HER2 status®
Negative 88 (94.6)
Positive 5 (5.4)
Ki67 status®
Negative 0 (0.0)
Positive 91 (97.8)
Missing 2 (2.2)

Age at diagnosis

126



<45 years 22 (20.6)
> 46 years 85 (79.4)
Ovarian Histological type
cancer
Serous cystadenocarcinoma 7 (29.2)
Mucinous 1 4.2)
cystadenocarcinoma
Other malignant 7 (29.2)
Metastatic tumor 5 (20.8)
Borderline tumor 4 (16.7)
Age at diagnosis
<50 years 9 (37.5)
> 51 years 15 (62.5)

%infiltrating ductal carcinomas only.
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Table 2: GSTP1 and CYP17 genotypic and allelic frequencies.
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Controls Breast Cancer Ovarian Cancer

GSTP1

Genotype N=59 % N=106 % OR N=21 % OR
(95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)

lle/lle 19 32.2 45 42.5 1.0 10 47.6 1.0
(20.3-44.1) (33.1-51.9) (26.3-69.0)

lle/Val 29 49.2 49 46.2 0.71 9 429 0.59
(36.4-61.9) (36.7-55.7) (0.33-1.53) (21.6-64.1) (0.18-1.95)

Val/Val 11 18.6 12 11.3 0.46 2 9.5 0.35
(8.7-28.6) (5.3-17.3) (0.15-1.36) (0.0-22.1) (0.04-2.22)

lle/Val+Val/Val 40 67.8 61 57.5 0.64 11 52.4 0.52
(65.9-79.7) (48.1-66.9) (0.31-1.32) (31.0-73.8) (0.17-1.62)

Allele N=118 N=212 N=42

lle 67 56.8 139 65.6 1.0 29 69.0 1.0
(47.8-65.7) (59.2-72.0) (55.1-83.0)

Val 51 43.2 73 34.4 0.69 13 31.0 0.59
(34.3-52.2) (28.0-40.8) (0.42-1.12) (17.0-44.9) (0.26-1.32)

CYP17

Genotype N=61 N=69 N=12

Al/Al1 21 34.4 26 37.7 1.0 4 333 1.0
(22.5-46.3) (26.3-49.1) (6.6-60.0)

Al/A2 31 50.8 36 52.2 0.94 5 41.7 0.85
(38.3-63.3) (40.4-64.0) (0.41-2.12) (13.8-69.6) (0.17-4.35)

A2/A2 9 14.8 7 10.1 0.63 3 25.0 1.75
(5.8-23.6) (3.0-17.2) (0.17-2.26) (0.5-49.5) (0.24-12.46)

AL/A2 + A2/A2 40 65.6 43 62.3 0.87 8 66.7 1.05



Allele

Al

A2

N=122

73

49

(53.7-77.5)

59.8
(51.1-68.5)
40.2

(31.5-48.9)

N=138

88

50

(50.9-73.7)

63.8
(55.8-71.8)
36.2

(28.2-44.2)

(0.40-1.89)

1.0

0.85

(0.50-1.44)

(40.0-93.4)
N=24
13 54.2
(34.3-74.1)
11 4538
(25.9-65.7)
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(0.24-4.76)

1.0

1.26

(0.48-3.31)




Table 3: GSTP1 and CYP17 genotype distribution according to breast tumor features.
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GSTP1 CYP17

lle/lle lle/Val Val/Val P Al/Al Al/A2 A2/A2 P
Histological N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
type
IDC? 35 (38.0) 46 (50.0) 11 (12.0) 0.061 22 (36.7) 31 (51.7) 7(11.7) 0.549
Other 10 (71.5) 3(21.5) 1(7.0) 4 (44.4) 5 (55.6) 0 (0.0
carcinomas
Grade
| 3 (60.0) 3(20.0) 1(20.0) 0.517 1(33.0) 2 (67.0) 0 (0.0 0.709
] 20 (35.0) 30 (53.0) 7 (12.0) 11 (30.0) 19 (53.0) 6 (17.0)
1] 12 (40.0) 15 (50.0) 3(10.0) 10 (48.0) 10 (48) 1(4.0)
ER status
ER+ 26 (34.0) 40 (53.0) 10 (13.0) 0.244 17 (35.0) 25 (52.0) 6 (13.0) 0.881
ER- 9 (56.0) 6 (38.0) 1(6.0) 5 (42.0) 6 (50.0) 1(8.0)
PR status
PR+ 25 (39.0) 33 (52.0) 6 (9.0) 0.388 17 (41.5) 17 (41.5) 7 (17.0) 0.049
PR- 9 (36.0) 11 (44.0) 5 (20.0) 5 (28.0) 13 (72.0) 0 (0.0
HER2 status
HER+ 2 (40.0) 3 (60.0) 0(0.0) 0.690 3 (75.0) 0 (0.0 1(25.0) 0.101
HER- 33 (38.0) 43 (49.0) 11 (13.0) 19 (34.0) 31 (55.0) 6 (11.0)
Age at
diagnosis
<45 years 8 (36.0) 12 (55.0) 2(9.0) 0.667 6 (43.0) 7 (50.0) 1(7.0) 0.862
> 46 years 37 (44.0) 37 (44.0) 10 (12.0) 20 (36.0) 29 (53.0) 6 (11.0)

a: infiltrating ductal carcinoma
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Table 4: GSTP1 and CYP17 genotype distribution according to ovarian tumor features.

GSTP1 CYP17
lle/lle lle/Val Val/Val P Al/Al Al/A2 A2/A2 P
Histological N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
type
Ser 2 (29.0) 4 (57.0) 1(14.0) 0.346 1(25.0) 3(75.0) 0(0.0) 0.198
cystadenoc?
Muc 1(100.0)  0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
cystadenoc®
Others 2 (40.0) 2 (40.0) 1(20.0) 2 (67.0) 1(33.0) 0(0.0)
malignant
Metastatic 4(100.0)  0(0.0) 0(0.0) 1 (50.0) 0(0.0) 1 (50.0)
tumors
Borderline 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(33.0) 2 (67.0)
tumor
Age at
diagnosis
<50 years 3 (43.0) 4 (57.0) 0(0.0) 0.461 0(0.0) 0(0.0) 2(100.0)  0.027
> 51 years 7 (50.0) 5 (36.0) 2 (14.0) 4 (40.0) 5 (50.0) 1(10.0)

# Serous cystadenocarcinoma

® Mucinous cystadenocarcinoma
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Table 5: GSTP1 and CYP17 association with MSI and LOH in AR, ERB and CYP19 genes, stratified by ER/PR status in breast cancer.

GSTP1vs AR CYP17 vs AR
Genotype M/L? ER+/ER- p OR PR+/PR- p OR Genotype M/L ER+/ER- p OR PR+/PR- p OR
(95% CI) (95% ClI) (95% CI) (95% CI)
lle/lle + 0/2 0.077 und 0/2 0.082 und Al/AL + 0/1 0.238 und 0/1 0.238 und
- 2217 21/7 - 16/4 16/4
Ile/Val + 1/0 0.900 0.0 (0.0-200.0) 1/0 0.790 0.0 (0.0-72.9) Al/A2 + 0/1 0.185 und 0/1 0.423 und
- 35/4 29/8 - 22/4 15/10
Val/Val + 0/1 0.111 und 0/1 0.555 und A2/A2 + 0/0 und und 0/0 und und
- 8/0 4/4 - 5/1
GSTP1 vs ERp CYP17 vs ERp
Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR
(95% CI) (95% ClI) (95% CI) (95% CI)
lle/lle + 0/1 0.381 und 0/1 0.350 und Al/Al + 0/1 0.210 und 0/1 0.210 und
- 13/7 13/6 - 15/3 15/3

lle/Val + 0/2 0.028 und 0/2 0.097 und Al/A2 + 0/1 0.250 und 0/1 0.521 und
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- 27/4 21/8 - 18/5 11/11
Val/Val + 0/0 und und 0/0 und und A2/A2 + 0/0 und und 0/1 und und
- 4/0 31 - 4/1 5/0
GSTP1vs CYP19 CYP17 vs CYP19
Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR
(95% CI) (95% CI) (95% ClI) (95% CI)
lle/lle + 1/0 0.727 0.0 (0.0-51.0) 0/1 0.281 und Al/AL + 0/0 und und 0/0 und und
- 23/9 23/8 - 17/5 17/5
lle/Val + 1/1 0.251 7.60(0.0-346.2) 11 0.451  3.1(0.0-127.9) Al/A2 + 1/0 0.800  0.0(0.0-81.1) 0/1 0.448 und
- 38/5 31/10 - 23/6 16/12
Val/Val + 0/1 0.111 und 0/1 0.555 und A2/A2 + 1/0 0.857 0.0 (0.0-636.3) 1/0 und und
- 8/0 4/4 - 5/1 6/0
GSTP1vs AR CYP17 vs AR
Genotype M/L! ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR
(95% CI) (95% ClI) (95% CI) (95% CI)
lle/lle + 0/2 0.077 und 0/2 0.082 und Al/AL + 0/1 0.238 und 0/1 0.238 und
- 2217 21/7 - 16/4 16/4
lle/Val + 1/0 0.900 0.0 (0.0-200.0) 1/0 0.790 0.0(0.0-72.9) Al/A2 + 0/1 0.185 und 0/1 0.423 und



134

- 35/4 29/8 - 22/4 15/10
Val/Val + 0/1 0.111 und 0/1 0.555 und A2/A2 + 0/0 und und 0/0 und und
- 8/0 4/4 - 5/1
GSTP1 vs ERp CYP17 vs ERp
Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR
(95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI)
le/lle + 0/1 0.381 und 0/1 0.350 und Al/Al + 0/1 0.210 und 0/1 0.210 und
- 13/7 13/6 - 15/3 15/3
lle/Val + 0/2 0.028 und 0/2 0.097 und Al/A2 + 0/1 0.250 und 0/1 0.521 und
- 2714 21/8 - 18/5 11/11
Val/Val + 0/0 und und 0/0 und und A2/A2 + 0/0 und und 0/1 und und
- 4/0 3/1 - 4/1 5/0
GSTP1vs CYP19 CYP17 vs CYP19
Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR
(95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI)
lle/lle + 1/0 0.727 0.0 (0.0-51.0) 0/1 0.281 und Al/Al + 0/0 und und 0/0 und und
- 23/9 23/8 - 17/5 17/5
lle/Val + 1/1 0.251 7.60(0.0-346.2) 1/1 0.451  3.1(0.0-127.9) Al/A2 + 1/0 0.800 0.0 (0.0-81.1) 0/1 0.448 und
- 38/5 31/10 - 23/6 16/12
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Val/Val + 011 0.111 und 0/1 0.555 und A2/A2 + 1/0 0.857 0.0 (0.0-636.3) 1/0 und und

- 8/0 4/4 - 5/1 6/0

a: MSI+LOH



Table 6: GSTP1 and CYP17 association with AR, ERP and CYP19, stratified by ER/PR status in breast cancer.
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GSTP1vs AR + ERp

CYP17 vs AR + ERB

Genotype M/L? ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR
(95% CI) (95% ClI) (95% CI) (95% CI)
lle/lle + 0/2 0.147 und 0/2 0.122 und Al/Al + 0/2 0.039 und 0/2 0.039 und
- 12/6 12/5 - 14/2 14/2
Ile/Val + 12 0.060  16.7 (0.8-686.7) 1/2 0.176 6.7 (0.4-228.1) Al/A2 + 0/1 0.238 und 0/1 0.500 und
- 2513 20/6 - 16/4 10/9
Val/Val + 0/1 0.200 und 0/1 0.400 und A2/A2 + 0/0 und und 0/0 und und
- 4/0 31 - 4/1 5/0
GSTP1vs AR + CYP19 CYP17 vs AR + CYP19
Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR
(95% CI) (95% ClI) (95% CI) (95% CI)
lle/lle + 12 0.195  6.0(0.3-199.8) 0/3 0.021 und Al/Al + 0/1 0.238 und 0/1 0.238 und
- 21/7 21/6 - 16/4 16/4
lle/Val + 2/1 0.337 4.1 (0.0-89.8) 2/1 0.567 1.69 (0.0-29.8) Al/A2 + 1/1 0.342  5.3(0.0-257.8) 0/2 0.169 und
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- 33/4 27/8 - 21/4 15/9
Val/Val + 0/1 0.111 und 0/1 0.555 und A2/A2 + 1/0 0.833 0.0 (0.0-527.4) 1/0 und und
- 8/0 4/4 - 4/1 5/0
GSTP1 vs ERB + CYP19 CYP17 vs ERp + CYP19
Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR
(95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)
lle/lle + 11 0.653 1.6 (0.0-71.2) 0/2 0.123 und Al/AL + 0/1 0.210 und 0/1 0.210 und
- 1177 12/5 - 15/3 15/3
Ile/Val + 12 0.083  12.5(0.6-465.2) 1/2 0.251 4.8 (0.3-156.0) Al/A2 + 1/1 0.462  3.2(0.0-150.4) 0/2 0.286 und
- 25/4 19/8 - 16/5 10/10
Val/Val + 0/1 0.200 und 0/1 0.400 und A2/A2 + 1/0 0.800  0.0(0.0-418.5) 1/0 und und
- 4/0 31 - 31 4/0
GSTP1 vs AR + ERB + CYP19 CYP17 vs AR + ERp + CYP19
Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR Genotype M/L ER+/ER- P OR PR+/PR- P OR
(95% ClI) (95% ClI) (95% CI) (95% CI)
lle/lle + 172 0.344 3.7 (0.2-129.9) 0/3 0.036 und Al/Al + 0/2 0.039 und 0/2 0.039 und
- 11/6 12/4 - 14/2 14/2
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0.428  3.8(0.0-187.2) 0/2 0.237 und
10/8

0.800  0.0(0.0-418.5) 1/0 und und
4/0

a: MSI+LOH
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6 CONSIDERACOES FINAIS
6.1 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO

Para a realizagdo do levantamento epidemiolégico, foram coletados
dados em dois hospitais considerados referéncia em oncologia no estado do Espirito
Santo: Hospital Santa Rita de Cassia e Hospital Santa Casa de Misericordia de
Vitoria.

Foram analisados, aproximadamente, 72.000 prontuarios nos dois
hospitais, entre os quais foram observados 1.758 tumores malignos da mama e 119
tumores malignos do ovario.

Com relacdo aos tumores malignos da mama, similaridades foram
encontradas entre a idade média de diagndstico das pacientes deste estudo (53,59
anos) e a das pacientes residentes na cidade de Florianépolis (SC), enquanto
diferencas foram observadas entre a frequéncia dos receptores hormonais nos
diferentes grupos etarios das pacientes do estudo em relacdo aos casos de cancer
de mama de mulheres da cidade de Ribeirdo Preto e Floriandpolis (SC).

O carcinoma ductal infiltrante foi o tumor maligno mais frequente. Os
casos triplo-negativos deste tipo histolégico apresentaram uma frequéncia
significativa em mulheres com idade < 35 anos, resultado este corroborado com a
hip6tese de que tumores em mulheres jovens apresentam um pior prognostico.

Um aumento na frequéncia da categoria outros tumores malignos da
mama foi observado no periodo de 2009-2010 em relacdo ao periodo de 2001 a
2004, em mulheres com idade < 35 anos. Este aumento, assim como o observado
para os casos de carcinoma ductal infiltrante em mulheres com idade = 36 anos
durante os anos de 2009-2010 em relacdo ao periodo de 2001 a 2004, pode ser
decorrente de melhoras no programa de rastreamento do cancer de mama no Brasil.

Em relagdo aos tumores malignos do ovario, foi observado que os casos
analisados nos dois hospitais do ES apresentaram idade média de diagnostico de
52,98 anos, a qual assemelhou-se as idades de diagnéstico apresentadas pelos
casos de céancer de ovario das cidades de Sdo Paulo e de Jundiai, ambas

localizadas no estado de S&o Paulo.
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6.2 ANALISE DE MARCADORES DO TIPO STR

As analises moleculares foram realizadas em 107 casos de cancer de
mama e em 24 casos de cancer de ovario diagnosticados em mulheres residentes
no ES.

Em relagdo aos casos de cancer de mama foi observado que:

e A MSI-L parece ser mais frequentemente encontrada nos carcinomas
mamarios que a MSI-H, quando a MSI ocorre no cancer de mama.

¢ LOH foi um evento observado com maior frequéncia, em relacdo a MSI,
nos 12 marcadores analisados.

e LOH nos marcadores D17S250, AR e ERPB foi correlacionada com
tumores que apresentavam alguma caracteristica de pior progndstico como: grau
histoldgico Ill, tumores ER negativos e tumores PR negativos.

e A andlise de combinacdo de marcadores do tipo STR, na qual foram
consideradas as alteracfes totais (MSI+LOH), demonstrou que a associacdo dos
mesmos pode apresentar um valor preditivo maior que a analise de um marcador
individual.

e A combinacdo de MSI+LOH nos marcadores AR, CYP19 e ERf
apresentou uma correlacdo com tumores de pior progndstico como: grau histolégico
lll, tumores ER negativos e tumores PR negativos. Esses achados demonstram que
alteracdes do tipo MSI/LOH em genes de suscetibilidade relacionados a biossintese
dos hormodnios androgénio e estrogénio podem ter um papel importante na
carcinogénese mamaria.

Em relacédo aos casos de cancer de ovario, observou-se que:

e LOH foi um evento mais frequentemente observado que a MSI nos 12
marcadores analisados.

e A presenca de LOH no marcador D17S250 demonstrou uma correlagéo
positiva com tumores do tipo cistadenocarcinoma mucinoso, o que poderia indicar
gue o cromossomo 17 tenha uma regra importante na carcinogénese do ovario.

e A combinacdo de MSI+LOH no marcador ERa apresentou correlagoes
significantes com o0s casos de cistadenocarcinoma Seroso e mucinoso, 0 que
corrobora com a hip6tese que genes envolvidos com os hormdnios esteroides

podem ter um papel importante na carcinogénese ovariana.
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¢ No entanto, a combinacdo de marcadores do tipo STR ndo demonstrou
nenhum resultado significante para os tipos histologicos e idade ao tempo de

diagnéstico.

6.3 ANALISE DOS POLIMORFISMOS EM GSTP1 E CYP17

Em relagdo ao cancer de mama:

¢ Nao foram observadas diferencas significantes na frequéncia alélica e
genotipica dos polimorfismos A313G em GSTP1 e T27C em CYP17 entre 0os casos
de céncer de mama e os casos controles do nosso estudo.

e A distribuicdo dos genoétipos de GSTP1 e CYP17 por parametros
clinicos e histopatol6gicos demonstrou uma associacao significante entre portadoras
do gendtipo A2/A2 no gene CYP17 e tumores PR positivos. Para o GSTP1 nao
foram observados associacfes significantes entre os gendtipos e os parametros
clinicos e histopatoldgicos analisados.

e A combinacéo entre os genoétipos de GSTP1 e CYP17 por parametros
clinicos e histopatolégicos também foi realizada, mas ndo demonstrou resultados
significantes.

Em relacdo ao cancer de ovério:

¢ Nao foram observadas diferencas significantes na frequéncia alélica e
genotipica dos polimorfismos A313G em GSTP1 e T27C em CYP17 entre 0os casos
de cancer de ovério e as mulheres incluidas como controle no nosso estudo.

e A distribuicdo dos gendtipos de GSTP1 e CYP17 pelos parametros:
idade ao tempo de diagnéstico e tipo histolégico demonstrou uma associacao
positiva somente em portadoras do genotipo A2/A2 no gene CYP17 para idade ao
tempo de diagnéstico < 50 anos.

e A combinacdo dos gendtipos de GSTP1 e CYP17 pelos parametros:
idade ao tempo de diagndstico e tipo histolégico ndo demonstrou resultados

significantes.
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6.4 ANALISE DA COMBINACAO DE MSI/LOH NOS MARCADORES DO TIPO
STR E POLIMORFISMOS NOS GENES GSTP1 E CYP17

Para a analise de combinacédo de MSI/LOH nos marcadores do tipo STR
com os polimorfismos nos genes GSTP1 e CYP17 foram selecionados 0os STRs AR,
CYP19 e ERp, pois foram os marcadores que apresentaram correlagcao positiva com
alguns parametros histopatolégicos nos casos de cancer de mama.

Estratificando MSI+LOH nos marcadores do tipo STR por gendtipos dos
genes GSTP1 e CYP17 foram observadas, nas amostras de cancer de mama,
associagdes positivas em:

e Portadoras do genétipo lle/lle no GSTP1, as quais apresentavam
frequéncias de MSI/LOH significantes nos marcadores AR+CYP19 em tumores PR
negativos em relagcéo aos tumores PR positivos.

e Portadoras do genétipo lle/lle no GSTP1, as quais apresentavam
frequéncias de MSI/LOH significantes nos marcadores AR+CYP19+ER[( em tumores
PR negativos em relacdo aos tumores PR positivos.

e Portadoras do gendtipo A1/A1 no CYP17, as quais apresentavam
frequéncias de MSI/LOH significantes nos marcadores AR+ERP em tumores ER e
PR negativos em relacdo aos tumores ER e PR positivos.

e Portadoras do gendtipo A1/A1 no CYP17, as quais apresentavam
frequéncias de MSI/LOH significantes nos marcadores AR+CYP19+ER[( em tumores
ER e PR negativos em relacédo aos tumores ER e PR positivos.

Esses resultados postulam a hipotese que os genotipos lle/lle no gene
GSTP1 e A1/A1 no gene CYP17, quando associados a MSI/LOH nos marcadores
AR, CYP19 e ERpB, poderiam estar correlacionados a caracteristicas de pior
progndéstico no cancer de mama, sugerindo, por sua vez, que genes relacionados a
biossintese e metabolismo de hormdnios esteroides poderiam ajudar na
caracterizacdo do prognostico do cancer de mama.

Em relagdo ao céncer de ovario, também foram realizadas as analises de
combinacdo entre MSI/LOH nos marcadores AR, CYP19, ERB e ERa por genétipos
dos genes GSTP1l e CYP1l7. No entanto, ndo foram observados resultados

significantes, provavelmente, decorrente do nimero limitado de amostras.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
. COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO
ética em CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Vitéria-ES, 30 de Abril de 2009

Da: Profa. Ethel Leonor Noia Maciel
Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude

Para: Prof. luri Drumond Louro
Pesquisador Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado: “Biomarcadores
no cancer de mama e ovario: uma correlacdo entre alteracdes genéticas e
aspectos histopatolégicos”

Senhor Pesquisador,

Informamos & Vossa Senhoria, que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, ap6s analisar Projeto de
Pesquisa, N° de registro no CEP - 002/09, intitulado: “Biomarcadores no céncer de
mama e ovario: uma correlacdo entre alteracbes genéticas e aspectos
histopatolégicos” e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, cumprindo os
procedimentos internos desta Instituicdo, bem como as exigéncias das Resolucoes 196
de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99, APROVOU o referido projeto, em
Reuniao Ordinaria realizada em 29 de Abril de 2009.

Gostariamos de lembrar que cabe ao pesquisador responsavel elaborar e
apresentar os relatérios parciais e finais de acordo com a resolugao do Conselho
Nacional de Saude n° 196 de 10/10/96, inciso IX.2. letra “c”.

COORDENADORA

Comité de Etico em Pesquisc
(entro de Giéncios do Satde/UFES

Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe - Vitéria — ES — CEP 29.040-091.
Telefax: (27) 3335 7211
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