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APRENDER
Clovis Wannmacher

Quantas coisas juntos aprendemos,
o labirinto da vida explorando,
um novo caminho buscando,
de inicio ndo mais que suspeitado.
Um, ansioso no aventurar,
outro, experiente no andar,
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a forga incansavel dos bracos,
a firmeza do primeiro caminhar.
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uma mesma e unica transformacao
para quem sabe ao outro se entregar
e viver a vida com amor e paixao.
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ESTRUTURA

Apds os itens INTRODUCAO, REVISAO DA LITERATURA, JUSTIFICATIVA
E OBJETIVOS, esta dissertagcao apresenta dois manuscritos redigidos nos moldes
dos periodicos a que foram submetidos (Genetics and Molecular Biology e The
Breast Journal). Os manuscritos estdo organizados em capitulos no item ARTIGOS
CIENTIFICOS. Introdugéo, material e métodos, resultados e discussdo encontram-se
nos proprios artigos. As referéncias bibliograficas de cada artigo aparecem no
formato de cada um dos periddicos a que serdo submetidos.

O item CONSIDERACOES FINAIS contém interpretacdes e comentarios
gerais.

O item REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS refere-se somente as citagdes que
aparecem na revisao da literatura.

O item ANEXOS contém dados da pesquisa bibliografica, protocolos, fichas
de coleta de dados utilizados, documentos do projeto e artigos desenvolvidos

durante o periodo do mestrado.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ..........coiiiiiirirrrreessssssses s s s rsnssssssss s e e ssssnnnnn s Xiv
LISTA DE TABELAS ...t rrrrrennes s s s s e s e s s e nmns s s s s e s e e e s nnnns s s s s e neeennnnnnn XV
LISTA DE FIGURAS ... .ottt s s s s s rsssssssss s s s s s s s s snmnsss s s s s e s s e s s nmnnsssssssssnessnnnnnnn XVi
LISTA DE GRAFICOS ... sscaesss e ssssssssssssssesassaesassaesassaesssssesssnssnas xvii
S U 1 R Xviii
Y= 2 I Y O PR XX
V500 01U oY o T 01
2. REVISAO DA LITERATURA ...t sas s se s s sse e ssss e sss s sasssassanssne e 03
2.1. Epidemiologia do Cancer de Mama............coovvvviiiiiiieeeeeceeeecee e 03
2.2. Fatores de Risco para Cancerde Mama............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 05
2.2 0. 1A ..o ————— 05
2.2.2. ENIG oo 06
2.2.3. Fatores Reprodutivos € Hormonais ............ccoeeeviiiiiiiieiieceiieeeene, 06
2.2.3.1. Menarca € MENOPAUSA ......ceuuuuuuiieeeaeeeeeiinnnaaeeeeaeeeeeeennnnnnns 06
2.2.3.2. Gestacdo e amamentagao.........ccceeeeeeevvieeeiiiiii e, 06
2.2.3.3. Hormonios EXOQENOS..........cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 07
2.2.4. Fatores Ambientais, Habitos e Costumes de Risco........................ 08
2.2.4.1. AQrotOXICOS ....ceevveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee ettt 08
2.24.2. ELlISMO ..o 08
2.2.4.3. TabagiSMO ......coeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 09
2.2.4.4.0besidade ........ccoovviiiiiie e 09
2.2.5. Historia Pessoal de Cancerde Mama ...........cccceeeeeiiiiiieeciiceeeeee, 10
2.2.6. Historia Familiar de Cancerde Mama ...........ccccooeeeeiiiiiiiecciiceeeeee, 10
2.3. Modelos de Estimativa de Risco para Cancer de Mama.......................... 11
2.3.1. Modelo de Gall........coeneeeeeeeeeeeee e 12
2.3.2. MOdElOo de ClAUS .......ccoeviiieeeeicee e 12
2.3.3. Modelo de Tyrer-CUuziCK...........coooeeiieiiiieeeeeeeeeee 13
2.4. Rastreamento do Cancerde Mama...............coeeeiviiieiiiiiiieeeeeeee e, 14
2.4.1. Classificagdo MamografiCa...........coooeeeeeieiiiiieee 15
2.4.2. Categorias de Densidade Mamografica ............ccceevvviviciiiieeeceeeeenn, 16
2.5. Genética do Cancerde Mama............ouuoeeeiiiiie e e i 17

2.6. Polimorfismos Genéticos associados ao Cancer de Mama: Genes
envolvidos no Metabolismo de Esterdides ..o 22
2.6.1. Gene do Receptor de EStrogénio .........ccoeovvvviiiiiiiiiiicieeeeee e 22
2.6.1.1. Polimorfismo ERa-397 PVUll C/T ..........ceeeeemeiiieeieiiieaeaeennnn. 28
2.6.1.2. Polimorfismo ERa-351 Xbal..........ccccoovviiiiiiiiiieiiicieeeeen, 29
2.6.1.3. Haplétipos de ERa-397 Pvull - ERa-351 Xbal.................... 30
2.6.2. Gene do Receptor de Progesterona..........cccccvvveeiiieeeieeeviiiccee e, 31
2.6.2.1. Polimorfismo PR PROGINS...........cccoovviiiiiiiiieeeeiiceeeeee, 34

2.7. Polimorfismo Genéticos associados ao Cancer de Mama: Genes
envolvidos com a regulagdo do ciclo celular ... 37
2.7.1. Gene da Serina-treonina QUINASE ...........coeeeviiiieeeiiiiiieeeee e, 37
2.7.1.1. Polimorfismo STKT5 F31].....coouueeiiiieeeeieeeeeeeeeeee 40

xi



. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS........oo it 43

B JUSHITICALIVA .o 43

3.2, ODJELIVOS ...t —————— 44

3.2.1 Objetivo Geral.........cooooiiiiiii 44

3.2.2 Objetivos ESPECIfICOS .....ooiiiiiiiiiecie e 44

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooiieeeeeieeeeeeeeeseesessssessssssssssssnsssssssssnssanens 45
B IMANUS C RITOS ... e ieeiieeieiirea e s re s ransrensrassraassanssnssransranssnsssanssansssnsssensnsnnnrnns 59

5.1. Manuscrito 1: Prevalence of breast cancer risk factors and ERa-397
Pwull C/T e ERa-351 A/G polymorphisms and PR PROGINS
polymorphisms in women submitted to mammographic screening in
SOULREIN BIAZIl.............ceeeeeeeeeeeee et 59
5.2. Manuscrito 2: Prevalence of STK15 F31l polymorphism and its

relationship with breast cancer risk factors in women submitted to

mammographic screening in Southern Brazil...................ccccouuieeiiiiieieieeceeeeee e, 84
6. CONSIDERAGOES FINAIS .......ooiiiiecciiiecirne e e sas e ssss e ssssssssssssssssssssessssssssaes 97
T.ANEXOS ...t r e e e e e s e s e e e e s n s s e e e e e e e e e nnnan s a e e e e e e e e ennnnnnnnann 101
7.1. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos estudados ........... 102
7.1.1. Polimorfismo ERQ-397 PVUIl C/T......cccccoeemeeeiiieeee e 102
7.1.2. Polimorfismo ERQ-351 Xbal A/G ........coouueeeeeeiie e, 103
7.1.3. Polimorfismo PR PROGINS ...........coooieecee e, 104
7.1.4. PolimorfisSmo STKT5 F3T]......uuneieeeieeeeeee e, 105
7.2. Haplotipos de ERa-397 Pvull - ERa-351 Xbal ...........ccccovvveiiiiiiiieieieeennn, 106
7.3. Calculos de equilibrio de Hardy-Weinberg ... 108
7.4. Protocolo de extracdo de DNA ... 110

7.5. Protocolo de PCR do polimorfismo PROGINS do Receptor de
ProgeSteroNa.......ccooiiiiee e —————————— 112

7.6. Protocolo de PCR dos polimorfismos ERa-397 Pvull C/T, ERa-351
XBAl A/G € STKTE F3TU ...t 114

7.7. Sequéncias das sondas utilizadas para analise dos polimorfismos
analisados por PCR Tempo Real.........cccoovviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 114
7.1.1. Polimorfismo ERQ-397 PVUIl C/T......cccccooumeeeiiiieeeeeeeeeeee e 114
7.1.2. Polimorfismo ER0Q-351 Xbal A/G ........ccouuueeeeeeiieeeeeiee e, 114
7.1.3. PolimorfisSmo STKTE F3T].....uneeeeeee e 114

7.8. Graficos de discriminacao alélica e amplificacdo dos polimorfismos
analisados em PCR Tempo Real .........oooeiiiiiiiiie e 115
7.8.1. Polimorfismo ERQ-397 PVUIl C/T........cooouuueeiieeeeeiieiiieeeee e, 115
7.8.2. Polimorfismo ERQ-351 Xbal A/G ..o, 117
7.8.3. PolimorfisSmo STKT5 F3T]......uuneaeeeieeeeeeeee e, 119

7.9. Carta de Aprovagdo do Projeto no Grupo de Pesquisa e Pos-
Graduagao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre ..........ccooeeevivviiiiiiiceneeennn. 122

7.10. Carta de Aprovagao do Projeto no Instituto de Educacéo e Pesquisa
do Hospital Moinhos de VENTO ..........eiiiiiieeeee e 123
7.11. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido..............c.ccccooiiiininnnnn.... 125
7.12. Ficha de Levantamento de Dados do Nucleo Mama Porto Alegre......... 127
7.13. Ficha de Anamnese do Nucleo Mama Porto Alegre............ccoooeeeeeeeeennn. 128

Xii



7.14. Artigo: Population prevalence of hereditary breast cancer phenotypes
and implementation of a genetic cancer risk assessment program in
SOUINEIN BIazZil.............iieeeeeeeeeeeee e 131
7.15. Artigo: Detection of R337H, a germline mutation predisposing to
multiple cancers, in asymptomatic women participating in a breast cancer
screening program in SOUthern Brazil ......................uueeeiiieiiiieeiiiiiieeeeeeeeeeeeenns 155

Xiii



ACO
BIRADS
BRCA1
BRCA2
CM

DP

ER
H-W
IMC
INCA
NMPOA
PCR
PR
PSF
OMIM
OR
RFLP
RR

RS
SNP
STK15
TRH

LISTA DE ABREVIATURAS

Contracepcgao oral

Breast Image Reporting and Data System
Breast Cancer Gene 1

Breast Cancer Gene 2

Cancer de mama

Desvio Padrao

Receptor de estrogénio

Equilibrio de Hardy-Weinberg

indice de massa corporal

Instituto Nacional do Cancer

Nucleo Mama Porto Alegre

Reacédo da polimerase em cadeia
Receptor de progesterona

Programa da Saude da Familia
Online Mendelian Inheritance in Man
Odds ratio

Restriction fragment length polymorphism
Risco Relativo

Estado do Rio Grande do Sul

Single nucleotide polymorphism
Gene da serina-treonina quinase

Terapia de reposi¢cdo hormonal

Xiv



Tabela 1 -
Tabela 2 -
Tabela 3 -
Tabela 4 —
Tabela 5 -
Tabela 6 —
Tabela 7 -
Tabela 8 —
Tabela 9 -
Tabela 10 —
Tabela 11 -
Tabela 12 —
Tabela 13 -
Tabela 14 —
Tabela 15 -
Tabela 16 —
Tabela 17 —
Tabela 18 —
Tabela 19 —
Tabela 20 —
Tabela 21 —

Tabela 22 —
Tabela 23 —

LISTA DE TABELAS

Variaveis utilizadas para estimar o risco de desenvolver cancer de

mama nos Modelos de Claus, Gail e Tyrer-Cuzick. ............couvveeeee.n. 12
Classificagao de exame de mamografia pelo Sistema BIRADS ......... 16
Categorias de densidade damama. .............oeeieeiiiiiiiiiiicccee e, 16

Genes de susceptibilidade ao cancer de mama e freqléncias
alélicas dos polimorfismos selecionados para analises moleculares

em mulheres sem cancer de Mama.............eeeeeeviiieeeieeiiiee e, 21
Estudos de associagao do polimorfismo ERa-397 Pvull C/T com
cancer de mama /ou fatores de risco para a doenca. ..........ccccc.......... 26
Estudos de associacdo do polimorfismo ERa-397 Xbal A/G com
cancer de mama /ou fatores de risco para a doenga...........cccceeevennnn. 27
Estudos de associacdo do polimorfismo PROGINS com cancer de
mama /ou fatores de risco para a doenga...........cccceeeeeeeeiiiiiiiiiieeeeenn. 33
Estudos de associacdo do polimorfismo STK715 F31/ com cancer
de mama /ou fatores de risco para a doenga..........cccccceeeeeeeeeeeeiinnnnnnn. 39
Polimorfismo ERa-397 Pwvull C/T em mulheres com céancer de
=T = T PP PPRPRPPN: 102
Polimorfismo ERa-397 Pvull C/T em mulheres sem cancer de
=T = PSPPI 102
Polimorfismo ERa-397 Xbal A/G em mulheres com cancer de
10 = 0 = 103
Polimorfismo ERa-397 Xbal A/G em mulheres sem cancer de
1 = 0 = P 103
Polimorfismo PROGINS em mulheres com cancer de mama.......... 104
Polimorfismo PROGINS em mulheres sem cancer de mama.......... 104
Polimorfismo STK15 F31/ em mulheres com cancer de mama. ....... 105
Polimorfismo STK15 F31/ em mulheres sem cancer de mama........ 105
Frequéncia dos haplétipos ERa-397 Pvull - ERa-397 Xbal ............. 106
Frequéncia dos hapldtipos ERa-397 Pwvull - ERa-397 Xbal entre
brancas e ndo-brancas na amostra estudada...............cc...oceeeiennnl 107
Calculo do Equilibrio Hardy-Weinberg na amostra total de mulheres
O ESIUOD. ... 108
Calculo de Equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra de mulheres
brancas do eStudO ..........coooiiiii i 108
Calculo de Equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra de mulheres
Nao-brancas do eStUAO ...........ueiiiiiiii e 109
Componentes para a reacédo de PCR do polimorfismo PROGINS ...112
Componentes para a reacdo de PCR em tempo real........................ 114

XV



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 —  Estrutura, dominios funcionais e polimorfismos descritos do gene
e o 24
Figura 2 —  Estrutura das isoformas PR-A e PR-B do receptor de progesterona. .32

Figura 3 — Localizagdo dos polimorfismos de base unica V660L, H770H e da
insercao Alu que caracterizam o complexo polimérfico PROGINS.....34

Figura4 — Foto do gel de agarose contendo os possiveis gendtipos para o
polimorfismo PROGINS do gene do receptor de progesterona. ....... 113

XVi



Grafico 1 -
Grafico 2 —

Grafico 3 —

Grafico 4 —

Grafico 5 —
Grafico 6 —

Grafico 7 —

Grafico 8 —

Grafico 9 —
Grafico 10 —

Grafico 11 —

Grafico 12 —

LISTA DE GRAFICOS

Discriminagao alélica do polimorfismo ERa-397 Pvull C/T................ 115
Amplificacdo de uma amostra (genotipo CC do polimorfismo ERa-
397 Pwvull C/T) em que houve anelamento da sonda marcada com
V. 115
Amplificacdo de uma amostra (genétipo TT do polimorfismo ERa-
397 Pvull C/T) em que houve anelamento da sonda marcada com
N 116
Amplificacdo de uma amostra (gendétipo CT do polimorfismo ERo-
397 Pwvull C/T) em que houve anelamento da sonda marcada com
VIC e da sonda marcada com FAM ... 116
Discriminacao alélica do polimorfismo ERa-397 Xbal A/G ............... 117
Amplificacdo de uma amostra (gendétipo AA do polimorfismo ERa-
351 Xbal A/G) em que houve anelamento da sonda marcada com
Ve 117
Amplificacdo de uma amostra (genétipo GG do polimorfismo ERa-
351 Xbal A/G) em que houve anelamento da sonda marcada com
N 118
Amplificacdo de uma amostra (genotipo AG do polimorfismo ERa-
351 Xbal A/G) em que houve anelamento da sonda marcada com
VIC e da sonda marcada com FAM ... 118
Discriminacao alélica do polimorfismo STK15 F31I..........ccccccevennnn.... 119
Amplificacdo de uma amostra (genotipo TT do polimorfismo
STK15F31]) em que houve anelamento da sonda marcada com

V. 119
Amplificacdo de uma amostra (genotipo AA do polimorfismo STK15
F31]) em que houve anelamento da sonda marcada com FAM. ...... 120

Amplificacdo de uma amostra (gendtipo AT do polimorfismo STK15
F31]) em que houve anelamento da sonda marcada com VIC e da
sonda marcada com FAM. ... 120

XVii



RESUMO

O cancer de mama € uma doencga multifatorial causada pela combinagéo de
fatores de risco genéticos e ambientais. Polimorfismos genéticos de baixa
penetrancia tém sido associados a esta doenca, porém existem poucos estudos
publicados sobre a prevaléncia destes na populacao brasileira. No presente estudo,
determinamos a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos ERa-397 Pvull
C/T, ERa-351 Xbal A/G, PR PROGINS e STK15 F31I e investigamos a relagao
destes com fatores de risco estabelecidos para cancer de mama. Foram estudadas
750 mulheres sem cancer de mama, envolvidas em um programa de rastreamento
mamografico no Sul do Brasil, uma regido com altos indices de incidéncia da
doengca. As frequéncias genotipicas do polimorfismo PROGINS nao foram
significativamente diferentes das encontradas em popula¢des brasileiras e nao-
brasileiras. A distribuicdo dos gendétipos de ERa-397 Pvull C/T, ERa-351 Xbal A/G e
STK15 F31I, no entanto, foram significativamente diferentes da maioria dos estudos
previamente publicados, enfatizando a necessidade de analises de populagdes
especificas para avaliagcdo do impacto de polimorfismos de baixa penetrancia no
risco para cancer de mama. Adicionalmente, a distribuicdo dos haplétipos de ERa
(ERa-397 Pwvull - ERa-351 Xbal) foram significativamente diferentes das descritas
em outras populacdes. A média estimada do risco de desenvolver cancer de mama
ao longo da vida na amostra estudada foi de 7.8%, a maioria (97.5%) das mulheres
apresentavam achados normais ao exame de mamografia (BIRADS 1 e 2), e
nenhum fator de risco reprodutivo para cancer de mama foi identificado na amostra.
No entanto, a média do indice de massa corporal foi 29.6 e 41.1% das mulheres

apresentavam indice de massa corporal = 30. Ao analisamos a relagao entre os trés
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polimorfismos e fatores de risco ja estabelecidos, as seguintes associagdes
estatisticamente significativas foram encontradas: (a) gendtipo GG de ERa-351 e
menarca = 14 anos, (b) genotipos A2A2 e A1TA2 de PR PROGINS e maior estimativa
de risco de desenvolver cancer de mama em 5-anos em mulheres poés-
menopausicas; (c) genotipos A2A2 e ATA2 PR PROGINS e maior indice de massa
corporal em mulheres pds-menopausicas; (d) gendtipo AT e AA de STK15 F31] e
densidade mamografica moderadamente densa (tecido fibroglandular em 50-75% do
tecido mamario) em mulheres pré-menopausicas; (e) genotipo TT de STK15 F31] e
mamas menos densas (tecido fibroglandular em 0-50% do tecido mamario) em
mulheres pré-menopausicas e (f) genotipo TT de STK15 F31/ e idade da menarca =
12 anos. Estudos de caso-controle adicionais sdo necessarios para melhor
compreensao da relagcao entre estes e outros polimorfismos e risco para cancer de

mama na populagao brasileira.
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ABSTRACT

Breast cancer is a multifactorial disease caused by a combination of genetic
and environmental risk factors. Highly prevalent low-penetrance genetic
polymorphisms have been associated with an increased risk of developing the
disease. Only a few studies have been published about the prevalence of such
polymorphisms in the highly heterogeneous Brazilian population. In the present
study, we have determined the allelic and genotypic frequencies of the ERa-397
Pwvull C/T, ERa-351 Xbal A/G, PR PROGINS and STK15 F31] polymorphisms and
investigated their relationship with established breast cancer risk factors. We studied
750 breast cancer-unaffected women enrolled in a mammographic screening
program in Southern Brazil, a region with particularly high breast cancer incidence
rates. Genotypic frequencies for PROGINS were not significantly different from
previous studies in Brazilian and non-Brazilian individuals. The distribution of ERa-
397 Pwull C/T, ERa-351 Xbal A/G and STK15 F31I genotypes, however, was
significantly different from most of the previously published reports, emphasizing the
need for population-specific analyses in evaluating the impact of low-penetrance
gene polymorphisms on breast cancer risk. Furthermore, the distribution of ERa
haplotypes using the ERa-397 Pvull C/T and ERa-351 Xbal A/G polymorphic
markers was also distinct from that described in other populations. The mean
estimated lifetime risk of developing breast cancer in the sample was 7.8%, most of
the women (97.5%) had normal mammographic image results (BIRADS 1 and 2) and
no significant reproductive risk factors for breast cancer were identified in the sample.
However, mean body mass index was 29.6 and 41.1% of the women had a body

mass index = 30. When analyzing the relationship between the three polymorphisms
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and other established breast cancer risk factors the following significant associations
were found between: (a) ERa-351 GG genotype and menarche = 14 years; (b)
PROGINS A2 allele and higher mean estimated 5-year risk of developing breast
cancer in postmenopausal women; (c) ATA2 and A2A2 genotypes and higher mean
body mass index in postmenopausal women; (d) STK15 F31/ AT and AA genotypes
and moderately dense (50-75% of the breast with fibroglandular tissue) in
premenopausal women; (e) STK15 F31/ TT genotype and less dense (0-50% of the
breast with fibroglandular tissue) in premenopausal women and (f) STK15 F311 TT
genotype and later age at menarche (= 12 years). Additional case-control studies are
necessary to clarify the relationship between this and other polymorphisms and

breast cancer risk in the Brazilian population.

XXi



1. INTRODUGAO

Lesbes adquiridas ou herdadas no material genético de uma célula podem
conferir a mesma uma série de propriedades que culminam em uma vantagem de
crescimento e proliferacdo celular, dando origem a clones de células-filhas que
escapam dos controles normais de divisdo e diferenciacdo celular. A isto denomina-
se “cancer” (Fidler et al. 1997).

O cancer é uma das patologias mais antigas da humanidade e uma das
principais causas de 6bito em todo o mundo nos dias de hoje. A cada ano, a doenga
€ diagnosticada em aproximadamente dez milhdes de individuos (Organizagéo
Mundial da Saude 2007).

A incidéncia do cancer permanece ascendente no Brasil, como em todo o
mundo, o que pode ser considerado um resultado direto das grandes
transformacdes globais nas ultimas décadas, que alteraram a situagado de saude da
populacdo pela urbanizagdo acelerada, pelos novos habitos de vida e padrdes de
consumo (Instituto Nacional do Cancer 2007).

O Ministério da Saude estimou para 2008 a ocorréncia de 470 mil novos
casos de cancer no Brasil. Os tipos de cancer que mais acometem a populagao
brasileira, a excecdo do cancer de pele ndo-melanoma, sdo os tumores de proéstata,
pulméo e estbmago no sexo masculino e de mama, colo de utero e colon no sexo
feminino (Instituto Nacional do Cancer 2008).

No Brasil, o cancer de mama (CM) é um agravante no quadro da saude
publica, representando aproximadamente 20% do total dos diagnosticos de céancer e
15% das mortes por cancer no pais (Instituto Nacional do Cancer 2008).

O Rio Grande do Sul (RS) apresenta uma das maiores taxas de incidéncia e

mortalidade por CM do Brasil. No Estado o CM é a primeira causa de 6bito por



cancer em mulheres entre 30-69 anos de idade (Instituto Nacional do Cancer 2008).
A capital do Estado, Porto Alegre, também registra taxas surpreendentemente
elevadas de incidéncia e mortalidade pela doenca (Brito et al. 2008). Ndo existe uma
explicacdo clara para as altas taxas de incidéncia de CM no RS e em Porto Alegre. E
provavel que resulte de multiplos fatores, incluindo aspectos sociais, culturais,
ambientais e genéticos.

A caracterizacdo da populagdo quanto a fatores de risco para CM
previamente descritos na literatura e o estudo de polimorfismos relacionados a
doenca sao ferramentas que poderao ter implicacdo direta e de grande importancia
na analise da suscetibilidade individual ao CM, no estudo da resposta a diversas
drogas e possivelmente no prognéstico da doencga.

Com base nisso, este estudo foi proposto para verificar a freqiéncia de
alguns polimorfismos em genes de baixa penetrdncia previamente associados a
protecao ou risco para CM e de fatores de risco para a doenga em uma amostra
populacional participante de um programa de rastreamento mamografico anual no

Sul do Brasil.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Epidemiologia do Cancer de Mama

Mundialmente, o CM é o tumor mais freqlente em incidéncia e mortalidade no
sexo feminino, correspondendo a 22% de todos os casos de cancer em mulheres, e
26% dos casos em paises desenvolvidos, correspondendo a mais de duas vezes a
ocorréncia de cancer em mulheres em qualquer outro orgdo (Tavassoli et al. 2003).

Em paises desenvolvidos, houve um aumento persistente na incidéncia de
CM, acompanhado pela redugao da mortalidade na faixa etaria maior que 50 anos,
provavelmente devido a garantia de acesso a saude e a adogao de politicas de
deteccgédo precoce do tumor (Tavassoli et al. 2003).

As areas que apresentam maior risco de desenvolver CM sao as regides
desenvolvidas do Norte da América, Europa e Austradlia, onde 6% das mulheres
desenvolvem CM invasivo antes dos 75 anos de idade. O risco para a doencga é
menor em regides menos desenvolvidas como as do Sub-Saara Africano, Sul e
Norte da Asia, incluindo Japao, onde a probabilidade de desenvolver CM até os 75
anos de idade € um terco da probabilidade quando comparado a paises
desenvolvidos (Chu et al. 1996).

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, 0 aumento da incidéncia esta
acompanhado por um aumento da mortalidade atribuido principalmente, ao atraso
no diagndstico e implementacdo de terapéutica adequada (Instituto Nacional do
Céancer 2008).

As maiores taxas de incidéncia e mortalidade por CM sao observadas nos
Estados brasileiros considerados economicamente mais desenvolvidos, em especial
nas regides Sul e Sudeste. Existem alguns possiveis fatores de risco em comum,

observados nestas regides, como o predominio de individuos de origem caucasiana,



menor numero médio de filhos, gestagdes iniciadas em idades mais avangadas,
melhor nivel socioeconémico e maior uso de terapia de reposi¢do hormonal (Winsch
et al. 2002; Ward et al. 2004).

Segundo estimativas para 2008, o Estado com maior incidéncia da doenga é
o0 Rio de Janeiro, com 92.77 casos a cada 100.000 mulheres, seguido pelo Rio
Grande do Sul (RS) com previsao de 85.5 casos a cada 100 000 mulheres e pelo
Estado de Sao Paulo com 72.5 casos a cada 100 000 mulheres (Instituto Nacional
do Cancer 2008).

O RS representa aproximadamente 7% da area nacional e tem
aproximadamente 10 milhdes de habitantes. E considerado o Estado brasileiro com
maior expectativa de vida (73.4 anos), superior a média brasileira de 69.0 anos, e os
idosos (= 60 anos) representam cerca de 10% da populagdo. Quando comparado
aos outros Estados do pais, recebeu um numero significativo de imigrantes europeus
e teve uma contribuicdo menor de nativos (indios) e africanos. Esses dados
epidemiologicos tém relevancia para a discussdo das altas taxas de incidéncia de
CM nesse Estado, pois é sabido que a incidéncia desta neoplasia aumenta com a
idade e difere entre grupos étnicos (Hallal et al. 2001; Ministério da Saude 2003;
Gongalves et al. 2006).

Porto Alegre, a capital do RS, tem 496.1 km? de extensé&o, distribuida entre a
parte continental de 452.7 km? e um conjunto de ilhas de 43.4 km?, sendo que cerca
de 97% da populacgéo vive em areas urbanas (~1.321,000 habitantes) (Observatoério
da cidade de Porto Alegre). A cidade apresenta indices alarmantes de incidéncia da
doenca, estando previstos para 2008, 119.72 casos a cada 100.000 mulheres,
enquanto que a estimativa nacional é de 51.0 novos casos a cada 100.000 mulheres

(Instituto Nacional do Cancer 2008).



Dados populacionais recentes relataram que Porto Alegre é a capital
brasileira que apresenta o maior percentual de estudantes de 12 a 16 anos
tabagistas, e que o0 RS é um dos Estados com o maior numero de trabalhadores
expostos a agentes carcinogénicos (industrias de aluminio, couro, coquerias,
madeira, fundicdo e borracha). Também, é o que apresenta a maior prevaléncia de
excesso de peso, aproximadamente metade da populacdo com mais de 20 anos de
idade possui indice de massa corporal (IMC) maior que 25 kg/m? (Instituto Nacional

do Cancer 2007).

2.2. Fatores de Risco para Cancer de Mama
O CM é considerado uma doenca multifatorial, sendo os fatores de risco para
a doenca de natureza hormonal, genética e ambiental. Os principais fatores de risco

conhecidos para a doencga estdo descritos em maiores detalhes a seguir.

2.2.1. Idade

A incidéncia de CM aumenta com a idade, alcangando pouco mais de 10
casos a cada 100.000 mulheres entre os 20 e 30 anos de idade e mais de 200 casos
a cada 100.000 mulheres com mais de 60 anos de idade (Ries et al. 2002).

A doenga é raramente encontrada em mulheres com menos de 25 anos de
idade e a média de idade ao diagndstico é de 64 anos. Porém, a correlagdo entre a
idade e aumento da doenca néo € linear, havendo aumento da incidéncia de CM em
mulheres jovens e, diminuicdo durante a menopausa e logo apos esta, e finalizando
novamente em um aumento da incidéncia alguns anos ap0s a menopausa

(American Cancer Society 2007).



2.2.2. Etnia

A incidéncia e mortalidade por CM variam consideravelmente entre diferentes
grupos étnicos e raciais (Ghafoor et al. 2003). A incidéncia € maior entre os
caucasianos e afro-americanos, intermediaria entre hispanicos e amerindios, e mais
baixa entre os asiaticos (American Cancer Society 2007). No Brasil, a miscigenagao
da populagéo provavelmente influi na incidéncia da doencga (Hallal et al. 2001).

Estudos sugerem que mulheres judias, especialmente aquelas com histéria
familiar de primeiro grau de CM, apresentam quase quatro vezes mais chance de

desenvolver a doenca (Egan et al. 1996).

2.2.3. Fatores Reprodutivos e Hormonais
2.2.3.1. Menarca e menopausa

A menarca com idade precoce (antes dos 11 anos), a menopausa tardia (= 54
anos) e muitos (= 420) ciclos ovulatorios ininterruptos estdo associados a aumento
no risco para CM (Henderson et al. 1985). Mulheres com a menarca antes dos 11
anos de idade possuem um risco cerca de 20% maior de desenvolver CM ao longo
da vida, em comparagao com aquelas com mais de 14 anos de idade (Pike et al.
1981).

Tanto a menarca precoce como a menopausa tardia, aumentam o risco em
duas vezes para CM provavelmente devido a exposigao prolongada do parénquima

mamario aos efeitos fisioldgicos de estrogénio (Pike et al. 1981).

2.2.3.2. Gestagao e amamentagao
Mulheres com nascimento do primeiro filho apdés os 30 anos de idade

apresentam um risco aproximadamente duas vezes maior que as com nascimento



do primeiro filho antes dos 18 anos de idade. Mulheres nuliparas apresentam risco
igual aquelas com nascimento do primeiro filho entre os 25-29 anos de idade (Harris
et al. 1996; Offit et al. 1996).

Longos periodos de lactagdo reduzem o risco para CM. Uma metanalise
evidenciou que a cada gestagao e a cada ano de amamentacgao, o risco relativo para
CM diminui em 7% e 4,3%, respectivamente. Além disso, o tempo de amamentagao
€ importante, sendo a redugao do risco, proporcional ao aumento do tempo de

amamentacao (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 2002).

2.2.3.3. Horménios Exégenos

A terapia de reposicdo hormonal (TRH) estd associada a um modesto
aumento de risco para CM em mulheres que fizeram uso de TRH por 5 anos ou mais
(risco relativo - RR= 1.35), efeito comparavel, em magnitude, com o
desenvolvimento de CM apds a menopausa. A cessacao do uso de TRH em 5 anos
ou mais, parece nao aumentar significativamente o risco para CM (Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 1997).

Diversos estudos epidemioldgicos relacionando o uso de contracepgao oral
(ACO) com CM resultaram em conclusdes similares (Brinton et al. 1996;
Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 1997). O uso frequente
de ACO apresenta um pequeno aumento no RR para CM (RR= 1.24), mas esse
risco desaparece apds 10 anos de cessagao no uso. Mulheres que iniciaram o0 uso
de ACO antes dos 20 anos de idade apresentam um risco ainda maior de

desenvolver CM (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 1997).



2.2.4. Fatores Ambientais, Habitos e Costumes de Risco
2.2.4.1. Agrotoxicos

Em uma revisao sistematica de 6 estudos sobre a associagéo de pesticidas e
CM, foi relatada associacdo positiva, com excecado de um estudo que demonstrou
que as mulheres que tiveram contato com pesticidas apresentaram diminuicado no
risco (Band et al. 2000; Bassil et al. 2007). Outro estudo envolvendo mulheres que
estiveram expostas a pesticidas por 4 ou mais horas diarias por mais de 10 anos,
relatou aumento de risco para doengas benignas da mama evidenciadas por exame
de mamografia (Dolapsakis et al. 2001).

Enquanto a maioria dos estudos relaciona o risco para CM a pesticidas, um
estudo observou associagao positiva de risco com dois herbicidas usualmente

utilizados na agricultura, o triazine e atrazine (Kettles et al. 1997).

2.2.4.2. Etilismo

Diversos estudos relataram associacdo entre o consumo de alcool e o risco
para CM. Uma metanalise envolvendo 38 estudos referiu um RR de 1.1 (IC 95%:
1.1-1.2) para uma dose diaria de alcool, 1.2 (IC 95%: 1.1-1.3) para duas doses
diarias, e 1.4 (IC 95%: 1.2-1.6) para trés ou mais doses diarias, em comparagao com
as etilistas (Longnecker 1994).

Outra metanalise envolvendo 53 estudos (58.515 pacientes com CM)
observou aumento de risco em 7.1% (IC 95%: 5.5-8.7) para cada aumento de 10g

na ingesta diaria de alcool (Hamajima 2002).



2.2.4.3. Tabagismo

Nao foi demonstrada associagdo entre fumantes ativos e risco para CM
(Collaborative Group on Hormonal Factors, 2002; Terry et al. 2002). Diversos
estudos relataram um modesto aumento na incidéncia de CM associado a exposi¢ao
passiva ao fumo (Hirayma 1984; Jee et al. 1999; Johnson et al. 2000; Kropp et al.
2002). Adicionalmente, uma metanalise baseada em 11 estudos encontrou um RR
de 1.41 (IC 95%: 1.14-1.85) para fumantes passivos (Khuder et al. 2000). Outros
estudos ndo encontraram associagao (Norlund et al. 1997; Wartenberg et al. 2000;

Nashino et al. 2001; Egan et al. 2002).

2.2.4.4, Obesidade

Tem sido associada a aumento no risco de CM em mulheres na pos-
menopausa (Weitzen et al. 2006). Sugere-se que, para cada 5.00 kg de peso
adquirido desde o menor peso na vida adulta, o risco de desenvolver CM aumenta
em 8.0%. (Trentham-Dietz et al. 2000).

A alta ingesta caldrica, especialmente de gorduras saturadas, relaciona-se a
um aumento de risco para CM, e ha a hipétese que modificagbes na dieta, limitando
o0 consumo diario de gordura para menos de 15-20%, possa diminuir o risco para a
doenca (Nordevang et al. 1992).

Diferentes tipos de gordura como acidos graxos saturados, insaturados
poliinsaturados e frans, tém sido relacionados ao CM (Jakovljevic et al. 2002).
Alguns estudos mostraram que o processo tumorigénico pode ser influenciado pela
gordura da dieta e que o acido linoléico, altamente consumido em paises ocidentais,
tem sido considerado como um dos indutores da tumorigénese (Rogers et al. 1997;

Bartsch et al. 1999; Jakovljevic et al. 2002).



O consumo de micronutrientes e fibras parece ter efeito protetor para o
desenvolvimento do CM, bem como a reducgédo da ingesta de carne vermelha, que
quando cozida em altas temperaturas contém aminas heterociclicas que podem
atuar como agentes mutagénicos em células do parénquima mamario (De Stefani et

al. 1997; Willett 2000).

2.2.5. Histéria Pessoal de Cancer de Mama
O risco de desenvolver um tumor secundario de mama para mulheres que ja
tiveram CM, é 2-6 vezes maior que o risco da populagdo geral para o

desenvolvimento de um tumor primario de mama (Chen et al. 1999).

2.2.6. Histéria Familiar de Cancer de Mama

Mulheres com familiares de primeiro grau afetadas por CM apresentam,
aproximadamente, o dobro do risco de desenvolver a doenga, em comparagao
aquelas sem histéria familiar. Se houveram dois ou mais familiares afetados, esse
risco aumenta ainda mais. Porém, em torno de 85% das mulheres com familiares de
primeiro grau com CM nado desenvolvem a doencga, e mais de 85% das mulheres
com CM nao possuem histéria familiar (Collaborative Group on Hormonal Factors in
Breast Cancer 2001).

Um pequeno grupo de mulheres apresenta forte histéria familiar de CM
associada a mutagdes germinativas em genes de alta penetrancia. Mutagbes nos
genes BRCA1 (Breast Cancer Gene 1) e BRCAZ2 (Breast Cancer Gene 2) abrangem
a maioria das familias portadoras (2-5% dos casos da doenga). As portadoras de
mutacdes nestes genes apresentam um risco cumulativo vital de 50-85% de

desenvolver CM (Ford et al. 1998).
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A histéria familiar de outros tipos de tumores, por exemplo, endométrio e
ovario, pode aumentar o risco para o desenvolvimento de um segundo tumor
primario de mama. Um estudou relatou um RR de 2.13 (IC 95%: 1.04-4.35) para CM
em mulheres com familiares de primeiro grau com cancer de endométrio e um RR de
1.69 (IC 95%: 0.42-6.83) para mulheres com historia familiar de cancer de ovario
(Bernstein et al. 1992).

Através de um heredograma detalhado, pode-se identificar a historia familiar
de cancer do paciente, sendo relevante tanto a linhagem materna quanto paterna. O
risco para a doenca € mais expressivo quando o evento ocorreu em familiar de
primeiro grau e o risco torna-se cumulativo quando dois ou mais familiares tiveram
CM (Offit et al. 1996). Quando o CM ocorre em idade jovem, e ha um ou mais
familiares de primeiro grau com a doenca em idade precoce, suspeita-se de uma

sindrome de cancer de mama hereditario (Harris et al. 1996; Offit et al. 1996).

2.3. Modelos de Estimativa de Risco para Cancer de Mama

Na tentativa de se quantificar de forma mais clara o risco de uma mulher
assintomatica desenvolver CM ao longo da vida, foram criados modelos que servem
na pratica para determinar agcdes que oferecam beneficios na prevencao primaria e
secundaria do cancer. Ha pelo menos trés modelos capazes de predizer o risco para
o desenvolvimento da doenga: Modelo de Gail, Modelo de Claus e Modelo de Tyrer-

Cuzick. A Tabela 1 descreve as variaveis utilizadas nesses trés modelos.
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Tabela 1. Variaveis utilizadas para estimar o risco de desenvolver cincer de mama
nos Modelos de Gail, Claus e Tyrer-Cuzick.

Variavel Gail Claus Tyrer-Cuzick

Informagodes pessoais

Idade X X X
Etnia X

IMC X
Histoéria reprodutiva

Menarca X X
Nascimento 1° filho X X
Menopausa X

Doenca mamaria

Biopsia de mama X X

Hiperplasia atipica X

P

Carcinoma ductal in situ

X

Historia familiar de cancer de mama

1° grau X

2° grau

Idade ao diagndstico

Cancer de mama em familiares

X | X | X| X

X X|X|X]|X

Cancer de ovario
Modificada de Lalloo et al. 2005

2.3.1. Modelo de Gail

O Modelo de Gail foi desenvolvido para uso clinico a partir do Breast Cancer
Detection and Demonstration Project, um programa de rastreamento mamografico
desenvolvido na década de 70 (Gail et al. 1989). E amplamente conhecido e
utilizado para predigdo do risco atual (em 5 anos) e do risco cumulativo (até os 90
anos de idade) de desenvolver CM (Veronesi et al. 2002). Porém, considera

somente a historia familiar de CM em primeiro grau, negligenciando os demais tipos
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de cancer e graus de parentesco. O Modelo n&o considera a idade ao diagndstico do
CM e ignora a histéria pessoal de neoplasia lobular (Euhus 2001).

As variaveis utilizadas no calculo do Modelo de Gail séo: idade atual da
paciente, idade na menarca e ao nascimento do primeiro filho vivo, niumero de

bidpsias, presenga de atipias mamarias e diagnostico de CM (Gail et al. 1989).

2.3.2. Modelo de Claus

Este modelo foi desenvolvido com base no estudo Cancer and Steroid
Hormone Study (CASH). As tabelas desse modelo sdo usadas para determinar o
risco cumulativo para diversas faixas etarias, de acordo com o numero de familiares
de primeiro ou segundo grau e a idade desses quando do diagnéstico de CM (Claus
et al. 1994; Ross et al. 1997).

O Modelo de Claus € o que melhor considera a histéria familiar, porém
desconsidera historias de CM bilateral, CM masculino e céncer de ovario, e

negligencia todos outros fatores de risco além da idade da paciente (Euhus 2001).

2.3.3. Modelo de Tyrer-Cuzick

Este modelo foi desenvolvido com base no estudo International Breast Cancer
Intervention Study (IBIS), sendo utilizado para estimar a probabilidade de mutagao
em BRCA1 e BRCAZ2 e o risco vital de CM através da analise da histéria familiar,
assim como fatores de risco hormonais e reprodutivos. A ferramenta utilizada para
estimar o risco é o IBIS Breast Cancer Risk Evaluation Tool, RiskFileCalc version 1.0

(Amir et al. 2003; Tyrer et al. 2004; Fasching et al. 2007).
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2.4. Rastreamento do Cancer de Mama

O CM, no Brasil, bem como em outros paises em desenvolvimento, tem o seu
quadro agravado pelo fato do diagndstico ser feito, na maioria das vezes, numa fase
tardia da doenca. Aproximadamente a metade dos casos da doenca sao
diagnosticados nos estagios Ill e IV (Schwartsmann 2001; Thulerl et al. 2005).

Medidas de detecgdo precoce do CM, como programas de rastreamento
mamografico, acompanhado por acompanhamento genético e nutricional, consistem
em instrumentos de modificagao da histéria natural da doencga, e assim, de controle
da mortalidade, ampliando a sobrevida das mulheres afetadas (Fletcher et al. 1993;
Moody-Ayers et al. 2000).

Nos paises onde a politica de rastreamento mamografico foi adotada, como
no Reino Unido, Holanda e Suécia, observou-se uma redugdo na mortalidade por
CM em mais de 20% (Jonsson et al. 2000; Blanks et al. 2000; Jonsson et al. 2001;
Fracheboud et al. 2001).

Em Porto Alegre, em 2004, foi implementado um Programa de Rastreamento
Mamografico populacional — Coorte Nucleo Mama Porto Alegre (NMPOA). O
programa atende mulheres cadastradas com idade entre 15-69 anos provenientes
de 19 programas de saude da familia (PSFs) de Porto Alegre e oferece exame
clinico e mamografico anual a mulheres na faixa etaria de 40-69 anos,
acompanhamento genético e nutricional, bem como acompanhamento as mulheres
com sintomas de doengca mamaria (Caleffi et al. 2005; Caleffi et al. 2007).

Em quatro anos deste estudo foram detectados 48 casos de CM, em um total
de 9218 mulheres cadastradas. Isto representa uma prevaléncia de 400 casos a
cada 100.000 mulheres, demonstrando o alto indice da doenca nesta populagao

(comunicao pessoal Caleffi et al. 2008).
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Entre o grupo de mulheres com idade entre 40 e 69 anos sem sintomas de
doenca mamaria, submetidas a rastreamento mamografico anual, 91% dos casos
encontrados estavam em estagio iniciais (estagios 0 e 1). Neste mesmo grupo, foi
observado que metade das mulheres nunca havia realizado exame de mamografia,
e que aproximadamente 10% haviam realizado o ultimo exame de mamografia ha
mais de trés anos, dado que esta de acordo com as estimativas nacionais (Instituto
Nacional do Cancer 2008).

No NMPOA utiliza-se o sistema BIRADS (Breast Image Reporting and Data
System) para avaliagdo dos exames de mamografia e ecografia. O sistema BIRADS
foi adotado pelo Colégio Brasileiro de Radiologia e Diagndstico por Imagem, no
Brasil, a partir de 1998, sendo a utilizagao deste, mundialmente aceita e difundida. A
intencdo a criacéo e do uso do sistema BIRADS, descrito abaixo, é a uniformizagao
e a padronizagao dos laudos de mamografia, sujeitos a confusao e subjetividade na
interpretacdo de resultados quando se utilizam critérios meramente descritivos

(American College of Radiology 1998).

2.4.1. Classificagcao Mamografica

O sistema BIRADS esta detalhado na integra na Tabela 2.
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Tabela 2. Classificagcao de exame de mamografia pelo Sistema BIRADS.

Categoria Descrigcao

0 Necessita de exame complementar (ecografia)

1 Exame normal, sem nenhuma alteragao

2 Achado benigno, negativo para malignidade

3 Lesao provavelmente benigna, requer controle semestral

4 Lesao provavelmente maligna (4a — com leve suspeita;
4b — com suspeita moderada; 4c — altamente suspeita)

5 Les&o radiologicamente maligna

6 Les&do sabidamente maligna

Modificada de American College of Radiology, 1998

2.4.2. Categorias de densidade mamaria

Além da classificagdo da imagem mamografica quanto as categorias BIRADS,
a mama também pode ser classificada quanto a densidade do parénquima mamario.
A densidade mamaria esta relacionada as quantidades de tecido adiposo
(radiotransparente) e fibroglandular (denso) da mama no exame de mamografia. Os
padrées mamograficos descritos nesta classificagdo estdo apresentados na Tabela

3.

Tabela 3. Categorias de densidade da mama.

Categoria Descrigao Componente
Fibroglandular (%)
A Mama predominantemente adiposa <25
B Mama parcialmente gordurosa 26-50
C Mama com padrao denso e heterogéneo 51-75
D Mama muito densa >75
E Mama heterogeneamente densa 50-75

Modificada de American College of Radiology, 1998
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2.5. Genética do Céancer de Mama

Alteragdes genéticas (mutacgdes) relacionadas ao cancer podem ocorrer tanto
em células da linhagem somatica quanto em células germinativas. A grande maioria
ocorre a nivel somatico em células especificas do tecido em que se desenvolve a
neoplasia. Quando mutagdes relacionadas ao desenvolvimento de cancer ocorrem
na linhagem germinativa (évulos e espermatozoides) de um individuo, elas podem
ser transmitidas hereditariamente para os descendentes, sendo a grande maioria
dos tumores hereditarios causados, predominantemente, por mutagdes germinativas
em genes de alta penetrancia. (Newman et al. 1988; Miki et al. 1994; Monteiro 2000).

Os tumores hereditarios da mama correspondem a 5-10% de todos os
diagnosticos de CM e geralmente manifestam-se em idade precoce (antes da
menopausa) acometendo varios individuos em mais de uma geragcdo da familia.
Exemplos de genes de alta penetrancia associados a este fenétipo sdo os genes
BRCA1 e BRCA2 (Miki et al. 1994; Wooster et al. 1994).

No entanto, a maioria dos casos de CM nao é explicada por alteragdes em
genes de alta penetrancia, mas sim, por alteragcbes mais prevalentes e de menor
risco, polimorfismos em genes de baixa penetrancia, também chamados genes de
suscetibilidade, com participagdo individual relativamente pequena que interagem
entre si e com varios fatores ambientais (Peto et al. 1996).

O genoma humano consiste em aproximadamente 30.000-35.000 genes.
Mutagbes patogénicas associadas a doengas mendelianas conhecidas foram
identificadas em aproximadamente 1.000 genes e cerca de 2-3 milhdes de
polimorfismos modificadores de fendtipo ja foram descritos (Wild 2007).

O genoma dos individuos é 99% idéntico, com apenas 1% do genoma

apresentando polimorfismos, que sdo caracterizados como variagdes de sequéncia
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que ocorrem em mais de 1% da populacao e ndo estdo necessariamente associados
com doengas, podendo apresentar papel protetor ou deletério no sentido de interferir
na idade ao diagnostico (mais precoce) ou velocidade de progressdo (mais
acelerada) da doencga (Wild 2007).

Os polimorfismos de base unica (SNPs — single nucleotide polymorphism) sao a
classe mais frequente de polimorfismos que surgem a partir de mudangas em
nucleotideos unicos de uma determinada sequUéncia de DNA. Os SNPs estio
uniformemente distribuidos por todo o genoma, caracteristica que os torna
excelentes marcadores para gerar mapas geneéticos densos (Mir et al. 2004).

A maior parte dos SNPs identificados em genes humanos nao resulta em
alteragcdes na sequéncia protéica, por estarem localizados em regides nao-
traduzidas da molécula de RNAm (pré-RNA) ou devido a degeneragdo de codons.
Apenas uma pequena parcela dos SNPs tem a capacidade de alterar a sequéncia
das proteinas, o que pode levar a modificacdo da sua atividade bioldgica,
polimorfismos estes, chamados de “SNPs nao-sinbnimos”, os que tém maior
potencial de impacto bioldgico (Mir et al. 2004).

Publicagdes envolvendo polimorfismos tém aumentado nesses ultimos vinte
anos, passando de 470 artigos publicados em 1976, para aproximadamente 12.000
publicacdes no Medline em 2006. O interesse no estudo de polimorfismos reside no
fato de que as variagbes nas sequéncias genbOmicas estdo por tras da
susceptibilidade para desenvolver, ou capacidade de evitar, doengcas como o CM.
Estas diferengas podem indicar o surgimento da doenga, a intensidade e que tipo de
tratamento sera o mais efetivo (Coughlin et al. 1999; Wild 2007).

Polimorfismos em diversos genes de baixa penetrancia tém sido associados a

maior ou menor suscetibilidade ao CM e eles tornam-se particularmente importantes
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quando sao muito prevalentes em determinada populagao (Dunning et al. 1999; De
Jong et al. 2002). Esses genes sdo divididos em diversos grandes grupos: os
envolvidos em metabolismo de horménios esterdides (p. ex: COMT, CYP17, CYP19,
CYP2D6, ER e PR), os que codificam enzimas importantes no metabolismo de
carcinogenos (CYP1A1, GSTM1, GSTT1, GSTP1, NAT1 e NAT2), os relacionados
ao ciclo celular (STK15, ATM) e os alelos comuns em genes como BRCA71 e TP53
(Dunning et al. 1999; Khanna et al. 2004).

Entre os genes de suscetibilidade para CM estdo os genes ER (gene do
receptor de estrogénio), PR (gene do receptor de progesterona) e STK15 (gene da
serina-treonina quinase).

Para o presente estudo foram escolhidos os polimorfismos ERa-351 Xbal A/G
e ERa-397 Pvull T/C do gene ER, polimorfismo PROGINS do gene PR e F31/ do
gene STK15, por estarem associados a um risco relativo > 1.2 para CM (nivel de
significancia de 5%) ou apresentarem relatos sugerindo protegdo em relacdo ao CM
em dois ou mais estudos. Além disso, ndo existe nenhum estudo nacional sobre o
possivel risco para CM associado a polimorfismos comuns no gene ER e no gene
STK15. Existe somente um estudo sobre o polimorfismo PROGINS do gene PR e
sua relacdo com CM em uma pequena amostra de individuos brasileiros,
enfatizando ainda mais a importancia de investigagcao destas variantes genéticas em
NOSSO meio.

As frequéncias alélicas dos polimorfismos aqui estudados, em mulheres sem
CM, disponiveis na literatura internacional e nacional, estdo resumidos na Tabela 4.
Observa-se uma grande variabilidade de frequéncias, tanto alélicas quanto

genotipicas, em diferentes populag¢des e, portanto, o conhecimento da distribuicdo

19



destes alelos e gendtipos em dada populagdo é fundamental para o estudo da

associagao dos mesmos com determinado fenétipo (Tabelas 5-7).
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Tabela 4. Genes de suscetibilidade ao cancer de mama e freqiiéncias alélicas dos polimorfismos selecionados para analises

moleculares em mulheres sem cancer de mama

Gene Localizagao Denominagao Polimorfismo Freq. Alélica Referéncias
Cromossdmica do gene Alelos Média (min-max)
ER 11922-23 Receptor de ERa-351 Xbal A/G
estrogénio Alelo A a) 0.70; b) 0.56; ¢) 0.77; d) 0.59 a) Shin et al. 2003;

b) Duijinhoven et al. 2006;

Alelo G a) 0.30; b) 0.44; ¢) 0.33; d) 0.41 c¢) Jakimiuk et al. 2007;
d) Molvarec et al. 2007

ERa-397 Pvull T/C

Alelo T a) 0.56; b) 0.61; c) 0.51; d) 0.64 a) Shin et al. 2003;
b) Shen et al. 2005;

Alelo C a) 0.44; b) 0.39; c) 0.49; d) 0.36 c¢) Molvarec et al. 2007;
d) Hu et al. 2007

PR 11922-23 Receptor de PROGINS
progesterona Alelo A1 a) 0.85; b) 0.74; ¢) 0.80; d) 0.88 a) Wang-Gohrke et al. 2000 ;

b) Fabjani et al. 2002;

Alelo A2 a) 0.15; b) 0.26; c) 0.20; d) 0.12 c) Linhares et al. 2005;
d) Gomes et al. 2006

STK15 20913.2 Serina-treonina F311
quinase / Aurora Alelo A a) 0.66; b) 0.65; ¢) 0.21; d) 0.22 a) Dai et al. 2004,
quinase A b) Sun et al. 2005 ;

Alelo T a) 0.34; b) 0.35; ¢) 0.79; d) 0.78 c) Egan et al. 2004;

d)

Gu et al. 2007
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2.6. Polimorfismos Genéticos associados ao Cancer de Mama: Genes

envolvidos no Metabolismo de Esterdides

2.6.1. Gene do Receptor de Estrogénio (ER)

O estrogénio é um horménio lipofilico que ultrapassa a membrana celular e
interage com seus receptores especificos, presentes no nucleo de células-alvo, onde
regula a expresséo génica (Chlebowsbi et al. 2002). E um horménio que influencia
no crescimento, diferenciacdo e funcionamento de muitos tecidos-alvo, incluindo a
mama, utero, vagina, ovario e prostata (Clark et al. 1988).

Na mama, o receptor de estrogénio (ER) é expresso em células epiteliais
mamarias, e cerca de 2/3 dos CM expressam niveis mais altos do receptor que o
tecido mamario normal (Harvey et al. 1999).

Existem dois tipos majoritarios de ER (Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM) - 133430), chamados de ERB e ERa. O gene ERP possui estrutura similar
ao ERa, porém é menor que ERa (Diehl 2002; National Center for Biotechnology
Information 2008). No tecido ésseo e epitélio ovariano, observa-se a expressao da
isoforma ERp codificada pelo gene ERB (ESR2), localizado no cromossomo 14q23-
24.1 e composto por 8 exons abrangendo aproximadamente 40 kb (Drummond et al.
1999; Ali et al. 2000a; Ali et al. 2000b; Frasor et al. 2003). O ERfB esta expresso
tanto em tecido normal quanto em maligno e sua fungéo, correlagdo com prognostico
de CM e resposta a hormonioterapia ainda sdo obscuras (Palmieri et al. 2002).

No tecido epitelial mamario, no endométrio e no estroma ovariano normais,
predominam os receptores ERa, codificados pelo gene ERa (ESR1), localizado no
cromossomo 6qg25. ERa é composto por 8 exons abrangendo mais de 140 kb

(Greene et al. 1986).

22



A proteina esr1 tem um peso molecular de 66 kDa e contem 595 aminoacidos
(Stirone et al. 2003). Tanto a proteina esr? quanto a esr2 agem como fatores de
transcricdo induzindo o ligando, contendo um dominio de ligagdo ao DNA, um
dominio de dimerizagdo, um dominio de ligagdo ao hormdnio e diversos dominios de
ativagao da transcricdo (Osborne et al. 2005).

A expressao do ERa tem sido amplamente pesquisada em tumores de mama,
por ser um importante mediador da resposta hormonal e por estar envolvido em
inumeras das agdes estrogénicas em células-alvo, ao induzir, de modo direto, genes
associados com o controle da proliferagdo e apoptose celular, como ciclina D1,
TGFa, IGF-I, bcl2, telomerase, e como o receptor de progesterona (PR) (Harvey et
al. 1999). Estudos de caracterizagdo do gene ERa revelaram a existéncia de
diversos sitios polimorficos, associados a maior risco para o desenvolvimento de CM
(Andersen et al. 1994).

A estrutura do gene ERa e as diferentes regides polimérficas identificadas

estdo demonstradas na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura, dominios funcionais e polimorfismos descritos do gene ERa. Os
polimorfismos nos exons E1 a E8 apresentam a localizagao do cédon correspondente.
Os polimorfismos intrénicos — ERa-351 Xbal A/G e ERa-397 Pvull C/T estao indicados.

T= timina, C= citosina, G= guanina e A= adenina. TAF= transcriptional activating function.

(Figura modificada de Gennari et al. 2005).

Os polimorfismos mais estudados relacionados ao gene ERa, conforme
indicado na Figura 1, sdo dois polimorfismos de comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLPs)*: a) ERa-397 Pwvull C/T (substituicdo de citosina por timina no
cdédon 397; rs2234693) e b) ERa-351 Xbal A/G (substituicdo de adenina por
guanina no codon 351; rs9340799), ambos localizados no intron 1, separados por 50

pares de bases (Greene et al. 1986).

(*) As enzimas de restricdo tém seqiiéncias de restricdo especificas de reconhecimento do DNA, tendo a
propriedade de clivar o DNA em sitios de sequéncia especificos, chamados de sitios de restricdo. Variagbes na
sequéncia do DNA genémico podem criar ou abolir sitios de restricdo para enzimas especificas, gerando
mediante exposicao a estas enzimas, fragmentos polimoérficos em comprimento, denominados polimorfismos de
comprimento de fragmentos de restrigido (RFLPs — restriction fragment length polymorphism) (Griffits et al. 2000).
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A presenga dos polimorfismos ERa-397 Pvull C/T e ERa-351 Xbal A/G (foi
relacionada a risco para diversas patologias, como cancer de prostata, osteoporose,
doengca de Alzheimer, doengas cardiovasculares e CM (Hernandez et al. 2006;
Monastero et al. 2006; Shen et al. 2006; Kitamura et al. 2007; Kjaergaard et al.
2007).

Porém, esses resultados ainda sao conflitantes e os mecanismos moleculares
pelos quais esses polimorfismos influenciam na atividade do ERa ainda ndo estao
completamente claros (Gennari et al. 2005).

Na literatura o alelo C de ERa-397 Pvull € denominado como P e alelo G de
ERa-351 Xbal como X, ambos em abstencédo de sitios de restricdo. O alelo T de
ERa-397 Pvull é denominado como p e o alelo A de ERa-351 Xbal como x, ambos
apresentando sitios de restricdo (Gennari et al. 2005)

Diversos estudos relataram associacéo entre os polimorfismos ERa-397 Pvull
C/T e ERa-351 Xbal A/G com CM e/ou com fatores de risco para a doenga (Tabela

5-6).
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Tabela 5. Estudos de associagao do polimorfismo ERa-397 Pvull C/T com cancer de mama e/ou com fatores de risco para a doenga.

ERa-397 Pvull C/T

T

1 risco para cancer de mama

RR: 1.4 (IC 95%: 1.1-1.8)

Cai et al. 2003

T

1 risco para cancer de mama

RR: 1.5 (IC 95%: 0.94-2.42)

Onland-Moret et al. 2005

T

Menarca tardia

Van Duijnhoven et al. 2005;
Jakimiuk et al. 2007

T

Histdria familiar positiva de cancer
de mama

Van Duijnhoven et al. 2005

T

Maior nimero de filhos

Van Duijnhoven et al. 2005

CcT

1 risco para cadncer de mama

OR: 1.14 (1C95%: 1.00-1.32)

Onland-Moret et al. 2005

CcT

1 risco para cadncer de mama

OR: 1.47 (IC 95%: 0.85-2.54)

Shen et al. 2006

CcT

1 risco para cancer de mama em
mulheres pré-menopausicas

OR: 2.67 (IC 95%: 1.01-7.05);
p=0.048

Hu et al. 2007

cc

Menopausa precoce

Weel et al. 1999

cc

Expresséo ER negativa (pior
prognostico para cancer de mama)

Boyapatti et al. 2005

Maior densidade mamografica

Van Duijnhoven et al. 2005

Maior densidade mamografica
somente em usuarias de TRH

OR: 2.24 (p<0.01)

Van Duijnhoven et al. 2006
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Tabela 6. Estudos de associagao do polimorfismo ERa-357 Xbal A/G com cancer de mama e/ou com fatores de risco para a doenga.

Gene Gendétipo/Alelo Associagdo OR/RR Referéncias
ERa-351 Xbal A/G AA 1 risco para cadncer de mama OR: 1.3 (IC 95%: 0.8-2.0) Andersen et al. 1994
AA 1 risco para cancer de mama OR: 2.38 (IC 95%: 1.58-3.58) Shin et al. 2003
AA 1 risco para cancer de mama em RR: 4.0 (IC 95%: 1.9-8.8) Shin et al. 2003
nuliparas
AA Historia familiar de cancer de - Van Duijnhoven et al. 2005
mama
AA Menarca tardia - Van Duijnhoven et al. 2005;
Jakimiuk et al. 2007
AA 1 risco para cadncer de mama OR: 1.23 (IC 95%: 1.0-1.32) Van Duijnhoven et al. 2006
AA IMC maior - Van Duijnhoven et al. 2006
AA 1 ndo significativo no risco para OR: 6.88 (IC 95%: 0.80- Hu et al. 2007
cancer de mama 59.15); p=0.079
AG 1 risco para cadncer de mama OR: 1.2 (IC 95%: 0.7-1.9) Andersen et al. 1994
AG 1 risco para cadncer de mama OR: 1.14 (IC 95%: 1.0-1.32) Van Duijnhoven et al. 2006
GG | risco para cancer de mama OR: 0.82 (IC 95%: 0.68-1.00) Wang et al. 2007
Andersen et al. 1994; Shin et al.
A 1 risco para cancer de mama - 2003; Onland-Moret et al. 2005 ;
Wang et al. 2007
A 1 risco para cadncer de mama em Cai et al. 2003; Shen et al. 2006
mulheres pés-menopausicas ==
A Maior densidade mamografica Van Duijnhoven et al. 2005
A Historia familiar positiva para - Shen et al. 2006
cancer de mama
A 1 risco para cancer de mama OR: 1.4 (IC 95%: 1.0-1.9) Hu et al. 2007
G | risco para cancer de mama em RR: 0.3 (IC 95%: 0.1-0.5) Shin et al. 2003

mulheres pés-menopausicas
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2.6.1.1. Polimorfismo ERa-397 Pvull C/T

O gendtipo TT do ERa-397 foi associado a um risco limitrofe para CM, e as
associacdes mostraram-se mais fortes em mulheres com histéria familiar da doenca
(Shen et al. 2006). Para este mesmo gendtipo, Cai et al., relataram um RR para CM
de 1.4 (IC 95%: 1.1-1.8) em comparagao com o genotipo CC do ERa-397 e, Parl et
al. observaram uma associagdo com a ocorréncia de CM em idade mais jovem (Parl
et al. 1989; Cai et al. 2003).

O gendtipo CT do ERa-397 foi associado a aumento significante (OR: 2.67, IC
95%: 1.01-7.05) no risco para CM em mulheres pré-menopausicas (Hu et al. 2007).

Mulheres com o genodtipo CC do ERa-397 e CM com expressao de ER
negativa apresentaram pior prognostico da doenga, em comparagcdo aquelas com
CM expressando ER (ER positivo) (Boyapati et al. 2005). Porém, em estudo anterior
nao foi encontrada nenhuma associagdo dos genétipos de polimorfismo ERa-397
Pvull C/T com CM (Shin et al. 2003).

Um estudo recente relatou associacdo entre o aumento da densidade
mamaria, importante fator de risco para CM, com a presenga dos genétipos CTe TT
do ERa-397 (OR: 2.24, p<0.01) em mulheres usuarias de TRH (Van Duijnhoven et
al. 2006). O mesmo grupo ja havia descrito o efeito de polimorfismos em ERa sobre
a densidade mamaria em imagens mamograficas independente de tratamento
hormonal, relatando maior densidade mamografica em portadoras de uma ou duas
cépias do alelo T do ERa-397; associagao do gendtipo TT do ERa-397 a um maior
numero de filhos, a menarca tardia, ao uso de anticoncepcional oral e a presenca de

histéria familiar de CM (Van Duijnhoven et al. 2005).
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As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo ERa-397 Pvull C/T
previamente descritas em mulheres com e sem CM estdo apresentadas nas tabelas

9e 10 (Anexo 7.1.1).

2.6.1.2. Polimorfismo ERa-351 Xbal A/G

O alelo A do ERa-351 foi associado com maior risco para CM, em diversos
estudos (Andersen et al. 1994; Shin et al. 2003; Onland-Moret et al. 2005; Wang et
al. 2007). No estudo de Shin et al. o RR para as mulheres com gendtipo AA do
ERa-351 de desenvolverem CM foi de 2.38 (IC 95%: 1.58-3.58) comparado aquelas
com genotipo GG do ERa-351, havendo efeito protetor em portadoras de pelo
menos uma copia do alelo G (OR: 0.4, IC 95%: 0.3-0.6). Outro achado deste estudo
foi que as mulheres nuliparas com genotipo AA do ERa-351 apresentaram um risco
maior para a doenga quando comparadas as que tiveram a primeira gestagcéo apés
30 anos de idade (RR: 4.0, IC 95%: 1.9-8.8) (Shin et al. 2003).

Adicionalmente, o alelo A do ERa-357 foi associado a um aumento no risco
para CM em mulheres pds-menopausicas, sendo o OR para os gendtipos AG e AA
do ERa-351 de 1.2 (IC 95%: 0.7-1.9) e 1.3 (IC 95%: 0.8-2.0), respectivamente,
quando comparado aquelas com gendétipo GG do ERa-351 (Andersen et al. 1994).
Outros estudos relataram associagcdo deste alelo no risco para CM somente em
mulheres pés-menopausicas (Cai et al. 2003; Shen et al. 2006). No estudo de Shen
et al.,, foi observado associacdo entre o alelo A do ERa-351 e histéria familiar
positiva de CM (Shen et al. 2006).

Por fim, o alelo A do ERa-351 foi associado a maior densidade mamografica
(Van Duijnhoven et al. 2005). Em metanalise sobre este polimorfismo, foi relatado

um OR 1.14 (IC 95%: 1.00-1.32) para o gendtipo AG e 1.23 (IC 95%: 1.00-1.32) para
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o0 gendtipo AA do ERa-3517 em relagdo ao gendtipo GG do ERa-357 (Van
Duijnhoven et al. 2006). Outros achados deste estudo foram: IMC ligeiramente maior
em mulheres com genodtipo AA do ERa-351 e associagdo negativa entre o uso de
TRH e aumento da densidade mamografica nas mulheres com genétipo GG do
ERa-351 (Van Duijnhoven et al. 2006).

As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo ERa-397 A/G
previamente descritas em mulheres com e sem CM estdo apresentadas nas tabelas

11 e 12 (Anexo 7.1.2).

2.6.1.3. Haplétipos de ERa-397 Pvull C/T e ERa-351 Xbal A/G

De uma maneira geral, os polimorfismos e haplotipos do gene ERa tém sido
associados a risco para CM, porém os resultados ainda sao contraditérios. Num
estudo de caso-controle recente foi investigada a associagao do risco para CM com
gendtipos e hapldtipos de quatro SNPs do ERa (rs746432, rs2234693, rs9340799,
rs1801132), onde foi observado o efeito protetor do alelo G do SNP ERa-351 Xbal
A/G (rs9340799), OR: 0.82 (IC 95%: 0.68-1.00 e p=0.04). N&o foram encontradas
outras associagdes estatisticamente significativas entre os haplétipos de ERa e CM
nas mulheres caucasianas deste estudo (Wang et al. 2007).

Outro estudo de hapldtipos de ERa-397 Pvull C/T - ERa-351 Xbal demonstrou
que mulheres px (A-A-T-T) do ERa-351 Xbal ttm um maior de desenvolver CM (RR:
1.5; IC 95%: 0.91-2.36), similar ao risco de mulheres com gendtipo TT do ERa-397,
independente de ERa-351 Xbal A/G (Onland-Moret et al. 2005).

A frequéncia dos haplotipos de ERa-397 Pwvull - ERa-351 Xbal no presente

estudo e em estudos internacionais, bem como analise comparativa dos nossos

30



achados em relagdo aos achados dos demais estudos, estdo apresentadas na

tabela 17 (Anexo 7.2).

2.6.2. Gene do Receptor de Progesterona (PR)

O horménio progesterona € um importante regulador do sistema reprodutivo
feminino e encontra-se envolvido na génese tumoral. E responsavel pela maturagéo
dos odcitos e manutengao da gestacdo, bem como pela maturacdo da mama e do
endométrio. Também é responsavel pela supressado da secrecao de leite antes do
parto (Fabjani et al. 2002; Romano et al. 2006).

Os efeitos fisioldégicos da progesterona sdo mediados pelo seu receptor
(receptor de progesterona — PR), um membro da superfamilia dos receptores
esterdides derivados do acido retindico. O gene para o PR (OMIM 607311) encontra-
se localizado no cromossomo 11g22-23 e compreende 8 exons e sete introns (A-G)
(Fabjani et al. 2002; National Center for Biotechnology Information 2008).

A expressdo de PR é um importante preditor de intervalos de recidiva do CM e
sua presenga indica melhor resposta ao tratamento em um CM primario (Clark et al.
1988).

As acbes da progesterona sao mediadas por duas isoformas do receptor: PR-A
e PR-B, os quais sao fatores de transcricdo dependentes de ligante. A isoforma PR-
B difere de PR-A pela presenga de 164 aminoacidos adicionais na regido N-terminal.
As demais regides sao idénticas em ambas as proteinas e consistem em um
dominio de ligagado ao DNA (DBD), um dominio terminal de interagdo com o ligante
(LBD) e uma regiao tipo “dobradica” entre DBD e LBD (h, “hinge”), como

demonstrado na Figura 2 (Fabjani et al. 2002; Xiaotao et al. 2003).
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Figura 2. Estrutura das isoformas PR-A e PR-B do receptor de progesterona
(Figura modificada de Xiaotao et al. 2003).

As isoformas PR-A e PR-B sao transcritas a partir de um unico gene por
iniciacdo alternada da transcricdo utilizando dois promotores distintos que mantém
afinidade de interagao similares com o DNA e com seus ligantes. Na maioria dos
contextos, PR-B funciona como um ativador de genes responsivos a progesterona,
enquanto PR-A permanece transcricionalmente inativo. PR-A também funciona com
um forte repressor transdominante de PR-B e da atividade transcricional de ER na
presenga tanto de agonistas como antagonistas de PR (Giangrande et al. 2000;
Fabjani et al. 2002; Xiaotao et al. 2003).

A variante genética PROGINS do gene PR situada na regido correspondente
ao LDB na isoforma PR-A pode modificar o risco para diversas doengas benignas
como endometriose e leiomioma, e malignas como cancer de ovario e CM
(Lancaster et al. 1998; Tong et al. 2001; Donaldson et al. 2002; Carvalho et al. 2004;
Gomes et al. 2006).

Alguns estudos relataram associagao entre os polimorfismos PROGINS com

CM e/ou com fatores de risco para a doenga (Tabela 7).
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Tabela 7. Estudos de associagao do polimorfismo PROGINS com cancer de mama e/ou fatores de risco para a doenca.

Gene Genotipo/Alelo Associagao OR/RR Referéncias
PR A2A2 | risco para cancer de mama OR: 0.27 (IC 95%: 0.10-0.74) Wang-Gohrke et al. 2000
principalmente em mulheres pré-
menopausicas
A2 1 risco para cancer de mama Garret et al. 1995
Kieback et al. 1998; De Vivo et al.
2003
A2 | risco para cancer de mama Fabjani et al. 2002
A2 1 risco para cancer de mama OR: 1.3 (IC 95%: 0.9-2.8); Romano et al. 2005
p= 0.06
A2 Nao associado a risco para Manolitsas et al. 1997; Lancaster
cancer de mama et al. 1998; Dunning et al. 1999;
Lancaster et al. 2003; Pearce et al.
2005
A2 Nao confere risco para cancer de Linhares et al. 2005

mama
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2.6.2.1. Polimorfismo PROGINS do Receptor de Progesterona

A variante polimérfica PROGINS (rs1042838) do PR consiste de uma insergéao
Alu* de 320 bp (320 bp PV/HS-1) no intron G, entre o exon 7 e 8, uma regido
codificante do dominio de ligacdo ao ligante, que esta associada adicionalmente a
duas substituicbes (SNPs): Val660Leu (rs1042838) no exon 4, substituicdo de
guanina por timina causando a troca de uma valina por uma leucina no cédon 660, e
His770His (rs1042839) no exon 5, substituicdo de citosina por timina, causando a
substituigdo silenciosa de uma histidina por uma histidina no codon 770 (De Vivo et
al. 2003; Romano et al. 2006), conforme representado esquematicamente na Figura
3. Qualquer uma dessas variantes pode ser considerada um marcador da presenca
das outras duas, estando todas em perfeito desequilibrio de ligagdo (De Vivo et al.

2003; Pijnenborg et al. 2005; Johnatty et al. 2007).

ExonT Intron G Exond

Exons

12
I: S e

T Inse;:'én Alu

T31042555 T T

jRochL] rs2020550
r510425359

[HTTOH)

Figura 3. Localizagado dos polimorfismos de base unica V660L, H770H e da insergao
Alu que caracterizam o complexo polimérfico PROGINS.

(*)As sequéncias Alu constituem seqiiéncias repetidas, espalhadas por todo DNA, existindo aproximadamente
1.200.000 cdpias desse elemento, sendo que cada repeticdo Alu possui aproximadamente 300 nucleotideos em
seu comprimento (Donaldson et al. 2002). As seqiiéncias Alu replicam-se ocasionalmente e a copia resultante
insere-se aleatoriamente em uma nova posigdo do cromossomo original ou em outro cromossomo, em geral em
uma localizagdo que nao exerce efeitos sobre o funcionamento dos genes préoximos. Cada insergdo € um evento
unico, e uma vez inserida, a seqiiéncia de Alu permanece no genoma, sendo transmitida aos seus descendentes
(Bamshad et al. 2003).
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Alteragbes fenotipicas decorrentes da variante PROGINS sugerem que este
polimorfismo complexo (insergdo Alu e dois SNPs) seria responsavel por alteragbes
na transcricdo do gene PR, tanto por recombinag&o quanto por alteragdo no splicing
do transcrito primario (Rowe et al. 1995).

O polimorfismo PROGINS leva a um decréscimo da instabilidade do receptor,
acarretando uma diminuigdo ou perda da capacidade de regulagcdo negativa dos
receptores estrogénicos, e consequente disfungdo no controle desses receptores,
expondo excessivamente a glandula mamaria a agédo estrogénica (Fabjani et al.
2002).

O alelo selvagem do gene PR é denominado A7 e o alelo polimorfico
PROGINS, denominado A2. Mulheres com o alelo A2 apresentam aumento do risco
de desenvolver patologias nos tecidos onde a exposi¢ao a progesterona tem efeito
de protecdo como no ovario e endométrio (Modugno 2004; Pijnenborg et al. 2005;
Romano et al. 2006). Na mama, onde a exposi¢gao a progesterona nao tem efeito
protetor, mas sim de estimular a proliferacdo celular, a variante PROGINS
teoricamente reduziria o risco para o desenvolvimento do CM (Dunning et al. 1999).

Na literatura, a relacdo do polimorfismo PROGINS com CM né&o esta bem
clara (Dunning et al. 1999). Diversos estudos, citados abaixo, indicam que a
presencga deste polimorfismo esta relacionada a um risco significativo de CM, porém
outros estudos relataram relacao inversa entre PROGINS e o risco de CM.

Um estudo de 1998 em uma populagdo germanica demonstrou que a presenca
do alelo PROGINS (A2) estaria relacionada com um risco significante para CM
(Kieback et al. 1998), o que foi corroborado em um estudo caso controle em 2003

(De Vivo et al. 2003). Garret et al., também evidenciaram significativa associagao de
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risco para CM em mulheres irlandesas portadoras da variante PROGINS (Garret et
al. 1995).

Outros estudos sobre o polimorfismo PROGINS relataram resultados diversos:
efeito protetor do alelo PROGINS (A2) para CM em mulheres pré-menopausicas
(Wang-Gohrke et al. 2000); interagdo nao-significativa entre o polimorfismo e idade
da menarca (p= 0.32), paridade (p=0.57) e duragdo da amamentacgao (p= 0.57) no
risco para a doenga (Wang-Gohrke et al. 2000).

N&o houve associagcdo entre o SNP His770His do complexo PROGINS com
aumento da densidade mamografica nas usuarias de TRH (Van Duijnhoven et al.
2006).

Por fim, associagao negativa do PROGINS e risco para CM também foi relatada
em outros estudos (Manolitsas et al. 1997; Lancaster et al. 1998; Dunning et al.
1999; Lancaster et al. 2003; Pearce et al. 2005).

Ha apenas um estudo nacional sobre o polimorfismo PROGINS em que foram
analisados 50 casos e 48 controles. Os resultados desse estudo mostraram que o
alelo PROGINS (A2) nao conferiu risco substancial maior para CM em seus
portadores (Linhares et al. 2005).

O polimorfismo PROGINS foi encontrado apenas em humanos, indicando que
essa forma variante surgiu em nosso genoma somente apds sua divergéncia de
outros primatas. A freqiéncia da variante polimérfica PROGINS é bastante diversa
em distintos grupos étnicos, sendo maior em gregos (22%) e nula em africanos (0%)
(Donaldson et al. 2002).

As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo PROGINS previamente
descritas em mulheres com e sem CM estdo apresentadas nas tabelas 13 e 14

(Anexo 7.1.3).
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2.7. Polimorfismos Genéticos associados ao Cancer de Mama: Genes

envolvidos com a regulagao do Ciclo Celular

2.7.1. Gene da Serina-treonina Quinase (STK15)

O gene da serina-treonina quinase (STK15) (OMIM 603072) é também
conhecido como AURKA, AIK, AURA (Aurora kinase A) e BTAK (breast-tumor-
amplified kinase), e esta localizado no cromossomo 20g13.2-q13.3.

As auroras quinases (A, B e C) tém papel importante na divisdo celular e no
controle da segregacdo das cromatides. O gene STK15 faz parte da familia das
auroras quinases A. A aurora quinase A esta localizada nos centrossomos* durante
a interfase, sendo translocada para os fusos mitéticos antes da fase mitética e
degradada apos a transicdo da anafase para metafase. A ativagdo da aurora A é
requerida para a mitose, maturagado centrossémica, segregagcdo centrossébmica e
formagdo dos cromossomos, e sua inativagdo é necessaria no término da mitose
(Marumoto et al. 2005). A Aurora A é inativada e degradada quando a célula
procede na fase G7, ocorrendo sua maxima expressao ocorre na fase G2/M
(Bolanos-Garcia 2005; Bolanos-Garcia 2005; Fletcher et al. 2006; National Center for
Biotechnology Information 2008).

A aurora B participa na segregagao cromossdmica e na citocinese, e sua
atividade é requerida para a orientacdo bipolar dos cromossomos e condensagao

destes. Enquanto que a aurora C executa importante papel na espermatogénese e

(*) Os centrossomos mantém a estabilidade genémica mediante a formagao de um fuso bipolar durante a divisao
celular permitindo a correta segregacdo dos cromossomos durante a mitose. Defeitos no numero de
centrossomos, na organizagdo e no comportamento dos mesmos, definido como amplificagdo centrossdémica,
sdo importantes caracteristicas do CM e outros tumores solidos em geral. Defeitos nos centrossomos tém sido
associados a transformacgédo neoplasica pelo aumento na incidéncia de mitoses multiplas e anormalidades no
fuso mitético e aneuploidia, este Ultimo considerado com um dos primeiros eventos na formagéao tumoral (Nigg
2002).
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na interacdo com a aurora B na regulagdo da segregacdo cromossOmica e
citocinese (Dewar et al. 2004). A aurora C executa papel importante na
espermatogénese e interage com a aurora B, ao atuar na regulagdo da segregacgéao
cromossdmica e citocinese (Bolanos-Garcia 2005).

Estruturalmente, as auroras quinases A, B e C sido quinases de 309-403
aminoacidos, e apresentam dominios funcionais similares: um dominio N-terminal de
39-129 residuos de comprimento, um dominio da proteina quinase e um dominio C-
terminal de 15-20 residuos (Brown et al. 2004).

A hiperexpressédo de STK15 leva a amplificagdo centrossdmica, instabilidade
cromossOmica e aneuploidia, e ja foi detectada em uma variedade de tumores: CM,
cancer de prostata, cancer de ovario e cancer colorretal (Lengauer et al. 1998).

Estudos internacionais tém relatado associacao do SNP STK15 F31/ e CM

(Tabela 8).
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Tabela 8. Alguns estudos de associagdo do polimorfismo do gene STK15 F31] com cancer de mama e/ou fatores de risco

para a doencga.

Gene

Genotipo/Alelo

Associagido

OR/RR

Referéncias

F311

AA

1 risco para cancer de mama

OR: 1.54 (IC 95%: 0.96-2.47)

Egan et al. 2004

AA

IMC=225 em mulheres pos-
menopausicas

OR: 4.1 (IC 95%: 1.7-9.8)

Dai et al. 2004

AA

1 risco para cancer de mama

OR: 1.2 (IC 95%: 0.9-1.6)

Dai et al. 2004

AA

Indice cintura quadril 20.835 em
mulheres pds-menopausicas

OR: 2.4 (IC 95%: 1.0-5.7)

Dai et al. 2004

AA

229 anos de menstruagéo em
mulheres pds-menopausicas

OR: 2.9 (IC 95%: 1.3-6.1)

Dai et al. 2004

AA

1 risco para cancer de mama

OR: 1.66 (IC 95%: 1.29-2.12)

Sun et al. 2004

AA

1 risco para cancer de mama

OR: 1.35 (IC 95%: 1.12-1.64)

Ewart-Toland et al. 2005

AA

Nao associado a desenvolvimento
de cancer de mama primario

OR: 0.79 (IC 95%: 0.58-1.06)

Fletcher et al. 2006

AA

1 risco para cancer de mama em
mulheres mais acentuado em pos-
menopausicas com IMC < 25

OR: 1.90 (IC 95%: 1.11-3.25)

Cox et al. 2006

AA

1 risco para cancer de mama

OR: 1.40 (IC 95%: 0.97-2.02)

Cox et al. 2006

AA

1 risco para cancer de mama em
pOs-menopausicas

OR: 1.57 (IC 95%: 1.05-2.33)

Cox et al. 2006

AT

IMC=25 em mulheres pos-
menopausicas

OR: 3.3 (IC 95%: 1.4-7.7)

Dai et al. 2004

AT

1 risco para cancer de mama

OR: 1.3 (IC 95%: 1.0-1.7)

Dai et al. 2004

AT

indice cintura quadril 20.835 em
mulheres pds-menopausicas

OR: 2.4 (IC 95%: 1.0-5.8)

Dai et al. 2004

AT

= 29 anos de ciclos ovulatérios
ininterruptos em mulheres pds-
menopausicas

OR: 2.9 (IC 95%: 1.3-6.1)

Dai et al. 2004

AT

1 risco para cancer de mama

OR: 1.10 (IC 95%: 0.97-1.25)

Ewart-Toland et al. 2005
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2.7.1.1. Polimorfismo STK15 F31I/

A substituicdo de timina por adenina no cédon 91 do gene STK15 causa a
substituicdo do aminoacido fenilalanina (F) por isoleucina (/), o que tem uma
consequéncia fenotipica na proteina (Fletcher et al. 2006).

Ainda nao existem estudos nacionais envolvendo polimorfismos ou mutagdes
no gene STK15, nem estudos que descrevam as frequéncias génicas e
genotipicas de polimorfismos neste gene e/ou associagao com risco para CM.

Um estudo em mulheres chinesas de Shangai (1.102 casos de CM e 1.186
controles) encontrou associagao positiva entre sobrepeso (IMC = 25) em mulheres
pos-menopausicas e o alelo A do STK15 F31/, sendo os OR de 3.3 (IC 95%: 1.4—
77) e 41 (IC 95%: 1.7-9.8) para os gendtipos AT e AA STK15 F31l,
respectivamente. Em heterozigotas AT do STK715 F31l, foi relatado aumento de
risco para CM (OR: 1.3, IC 95%: 1.0-1.7), bem como o homozigotas AA do STK15
F311, (OR: 1.2, IC 95%: 0.9-1.6) (Dai et al. 2004). Nesse mesmo estudo os autores
apontaram que o risco para CM associado a este polimorfismo € modificado por
sobrepeso, alto indice cintura-quadril, longa duragdo de amamentagao e muitos
ciclos menstruais antes do primeiro filho (Dai et al. 2004).

Outro estudo caso-controle sobre polimorfismos no gene STK75 e CM
envolvendo mulheres de Wisconsin, New Hampshire e Massachusetts (EUA)
observou aumento do risco em individuos homozigotos para o alelo A do STK15
F311, (OR: 1.54, IC 95%: 0.96-2.47). A presencga do alelo A de STK15 F31/ e de
outro polimorfismo no mesmo gene, STK15 V571, alelo G, foi associada a um
aumento de 2 vezes no risco (OR: 1.96, IC 95%: 1.01-3.79) para CM invasivo na

pos-menopausa (IC 95%: 1.01-3.79) (Egan et al. 2005).
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Sun et al. relataram aumento do risco para CM, principalmente em mulheres
jovens, associado ao genotipo AA do STK15 F311 (OR: 1.66, IC 95%: 1.29-2.12),
sendo o risco mais elevado em mulheres jovens, e referiram que este gendtipo
esta associado a um aumento do risco de ocorréncia de CM, mas n&o de
progressao da doencga (Sun et al. 2004).

Em estudo recente sobre o polimorfismo STK15 F31/, também foi observado:
aumento do risco para CM associado ao gendtipo AA de STK15 F31/ (OR: 1.40,
IC 95%: 0.97-2.02); aumento do risco para CM em pds-menopausicas
homozigotas AA do STK15 F31/ (OR: 1.57, IC 95%: 1.05-2.33), aumento no risco
em mulheres com genétipo AA do STK15 F31/ e gendtipo GG do STK15 G91A
(V571) (OR 1.63, IC 95%: 1.08-2.45) Por fim, observaram um aumento do risco
para CM invasivo em mulheres pés-menopausicas com IMC < 25 e homozigotas
AA (OR: 1.90, IC 95%: 1.11-3.25), este ultimo achado contradizendo o estudo de
Dai et al. (Dai et al. 2004; Cox et al. 2006).

Enquanto que Ewart-Toland et al. realizaram uma metanalise de 4 estudos
envolvendo CM e o polimorfismo STK15 F31/, e observaram que os gendtipos AA
e AT do STK15 F31l, sdo os o que apresentam maior risco para a doenga,
respectivamente (OR: 1.35, IC 95%: 1.12-1.64) e (OR: 1.10, IC 95%: 0.97-1.25)
(Ewart-Toland et al. 2005). Porém, no estudo de Fletcher et al., o gendtipo AA do
STK15 F31/ nao foi associado a desenvolvimento de CM primario (OR: 0.79, IC
95%: 0.58-1.06) (Fletcher et al. 2006).

No estudo de Lo et al., a frequéncia do polimorfismo STK15 F31/ nao diferiu

entre casos e controles, mas um haplétipo especifico contendo o alelo A do
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STK15 F31/ foi encontrado com mais frequéncia em casos do que em controles
(Lo et al. 2005).

As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo STK15 F31I
previamente descritas em mulheres com e sem CM estdo apresentadas nas

tabelas 15 e 16 (Anexo 7.1.4).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1. Justificativa

O CM é um problema significativo de saude publica, devido as suas altas
taxas de incidéncia no Brasil e especialmente no Rio Grande do Sul e Porto
Alegre, devido a sua morbi-mortalidade e elevados custos de tratamento. Dessa
forma, o conhecimento acerca de alteragbes em genes de suscetibilidade
relacionados a risco e protegdo para o desenvolvimento da patologia € relevante
para determinar fatores etiolégicos e direcionar adequadamente estratégias de
prevencao.

A correlacao de polimorfismos de baixa penetrancia associados ao CM com
outros fatores de risco ndo-genéticos (ambientais, hormonais) podera auxiliar no
entendimento do perfil epidemioldgico e mecanismos de carcinogénese da mama

€m NnosSsSO meio.
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3.2. Objetivos

3.2.1. Geral

Caracterizar uma amostra de 750 mulheres com idade entre 40-69 anos
quanto a presenca e frequéncia dos polimorfismos ERa-351 Xbal A/G e ERa-397
Pwvull C/T do gene receptor de estrogénio (ER), PROGINS do gene receptor de
progesterona (PR) e STK15 F31] do gene da serina-treonina quinase (STK15),
correlacionando os achados moleculares com fatores de risco para CM nesta

amostra.

3.2.2. Especificos

3.2.2.1 Caracterizar a populacdo estudada quanto a fatores de risco nao-
genéticos para o CM, estimativa do risco de desenvolver CM ao longo da vida e
quanto ao resultado de exame de mamografia.

3.2.2.2 Comparar as frequéncias génicas e genotipicas dos polimorfismos obtidas
no estudo com aquelas ja descritas na literatura.

3.2.2.3 Verificar se existe associagao entre os diferentes alelos e/ou gendtipos
dos polimorfismos ERa-351 Xbal A/G e ERa-397 Pvull C/T, PROGINS e STK15
F311 com outros fatores de risco previamente descritos na literatura: idade na
menarca, idade ao nascimento do primeiro filho vivo, idade na menopausa,
nuliparidade, indice de massa corporal, terapia de reposicdo hormonal e

densidade mamaria.
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ABSTRACT

In this study, we have determined the allelic and genotypic frequencies of
the ERa-397 Pvull C/T, ERa-351 Xbal A/G and PR PROGINS polymorphisms and
investigated their relationship with established breast cancer risk factors. We
studied 750 breast cancer-unaffected women enrolled in a mammographic
screening program in Southern Brazil, a region with particularly high breast cancer
incidence rates. Genotypic frequencies for PROGINS were not significantly
different from previous studies in Brazilian and non-Brazilian individuals. The
distribution of ERa genotypes, however, was significantly different from most of the
previously published reports. Furthermore, the distribution of ERa haplotypes was
also found to be distinct from that described in other populations. No significant
reproductive risk factors for breast cancer were identified in the sample. However,
mean body mass index was 29.6 and 41.1% of the women had a body mass index
= 30. A significant association was found between the ERa-351 GG genotype and
menarche = 14 years. In addition, postmenopausal women with A2A2 and A1A2
PR PROGINS genotypes had a higher estimated 5-year risk of developing breast
cancer and had a higher mean body mass index. No significant associations were

encountered between breast density and the three polymorphisms studied.
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INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is the most prevalent form of cancer in women
worldwide (World Health Organization 2008). In Brazil, BC is a significant public
health problem, due to its morbidity, and high incidence and mortality rates. It is the
first cause of cancer-related deaths in women of all ages, about half of the affected
women are diagnosed in advanced stages of the disease, and not surprisingly,
mortality rates are still increasing. Porto Alegre, Brazil’s southernmost capital, has
one of the highest BC incidence rates in the country, estimated at 85.5 per 100.000
individuals for the year 2008 as compared to the average national rate of 51.0 per
100.000 individuals (Gongalves et al. 2007; Instituto Nacional do Cancer, INCA,
2008).

Mammary carcinogenesis is a complex multistage process, which has not
been entirely elucidated and cancer phenotype at presentation, clinical course and
response to treatment show significant variation among affected individuals. This
variation is likely associated and/or determined by a complex set of environmental
and genetic factors, which are unique to each patient and may include the
influence of drugs, chemicals and nutritional habits, individual immunologic and
hormonal aspects and the combined effect of polymorphisms in low penetrance
genes (Coughlin et al. 1999; Dunning et al. 1999; Wild 2008).

Polymorphisms in genes coding for hormone receptors have been linked to
an increased risk for BC in different populations. Among these, estrogen receptor
(ER) and progesterone receptor (PR) genes are widely studied in different

populations.
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In the breast, estrogens bind to specific receptors with high affinity,
triggering DNA synthesis, cell division, and proliferation of the breast epithelial cells
(Bernstein et al. 1998). Two types of estrogen receptors have been identified,
estrogen receptor a (ERa) and B (ERB) and the former, also named ESR17, is an
important mediator of hormonal response in estrogen-sensitive tissues such as
breast, endometrium, and bone (Shin et al. 2003; Onland-Moret et al. 2005). The
ERa gene is mapped to 6g25.1 and its two most commonly described SNPs are
ERa-397 Pvull C/T (rs2234693) and ERa-351 Xbal A/G (rs9340799). Both are in
strong linkage disequilibrium and have been associated with an increase in BC risk
(Zuppan et al. 1989). Most studies report that this increase is associated with the
ERa-397 T and ERa-351 A alleles (Andersen et al. 1994; Shin et al. 2003; Onland-
Moret et al. 2005; Hu et al. 2006; Wang et al. 2007). The ERa-397 TT genotype
has been particularly associated with an increased risk of BC diagnoses at a
younger age, and some studies have suggested that this genotype is more
frequent in women with a positive family history of the disease (Parl et al. 1989;
Shen et al. 2006). Furthermore, Van Duijnhoven et al. (2006) suggested that the
ERa-397 T allele and the ERa-357 A allele modulate the effect of hormone
replacement therapy (HRT) as a risk factor for the disease and on mammographic
density. In an independent study, the same authors also demonstrated an
association between the presence of the ERa-397 T and ERa-351 A alleles and
increased mammographic density regardless of HRT. The ERa-397 TT genotype
was further associated with a higher number of pregnancies, later age at menarche
and use of oral contraceptives. The ERa-351 AA genotype was associated with a

slight increase in body mass index (BMI) which could ultimately influence BC risk
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(Van Duijnhoven et al. 2005). Finally, a few haplotype studies involving both the
ERa-397 Pvull C/T and ERa-351 Xbal A/G polymorphisms indicate that the
increase in breast cancer risk may be particularly significant in the presence of
certain haplotypes, for instance, the ERa-397 - ERa-351 A-A-T-T haplotype, that is
associated with a relative risk (RR) for BC of 1.5 (Onland-Moret et al. 2005;
Jakimiuk et al. 2007). There is no report on the genotypic and/or allelic frequencies
of the ERa-397 Pwull C/T and ERa-351 Xbal A/G polymorphisms and their
associated BC risk in Brazilian individuals.

Progesterone participates in the regulation of most female reproductive
processes, targeting the ovaries (release of mature oocytes), uterus (promotion of
implantation and maintenance of pregnancy), and mammary glands (suppression
of lactation before parturition) (Graham et al. 1997). The biological actions of
progesterone are mediated by the progesterone receptor (PR), which belongs to
the steroid-retinoic acid receptor superfamily and is encoded by a single copy gene
located on chromosome 11g22-23 (Rousseau-Merck et al. 1987). PROGINS
(rs1042838), one of the most widely studied polymorphisms in the PR gene, has
been associated with abnormal gene expression and has a complex structure,
consisting of a 306-bp Alu insertion in intron 7 and two sequence variations in
exons 4 and 5 of the PR gene, Val660Leu and His770His (De Vivo et al. 2002).
The polymorphic allele has been denominated A2 and its wildtype counterpart, A1.
Theoretically, women carrying the PROGINS (A2) allele would have an increased
risk of developing malignancies in organs where progesterone exposure has a
protective effect, such as ovary and endometrium (Modugno 2004; Pijnenborg et

al. 2005; Romano et al. 2006). In the breast, where progesterone exposure has no
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protective effect, but rather stimulates cell proliferation, PROGINS theoretically
would reduce the risk of BC (Dunning et al. 1999).

Although a few studies reported an association of PROGINS with increased
lifetime risk for developing BC (Garret et al. 1995; Kieback et al. 1998). Data are
conflicting and several other studies showed an inverse relationship (Manolitsas et
al. 1997; Lancaster et al. 1998; Dunning et al. 1999; Pearce et al. 2005). An overt
protective effect of the PR A2 allele was described by Wang-Gohrke (2000) in pre-
menopausal women. The only Brazilian study on the association of PROGINS with
BC cancer risk showed no statistically significant difference in its frequency
between BC cases and controls (Linhares et al. 2005).

Given the scarce data on the frequency and relevance of these
polymorphisms in relation to BC risk in Brazilian women, this study aimed to
determine the genotypic and allelic frequencies of common ER and PR gene
polymorphisms in a sample of women undergoing mammographic screening in an

area with high BC incidence and mortality rates.

MATERIALS AND METHODS

Study population and data collection

The study population consisted of breast cancer-unaffected women (ages
ranging from 40 to 69 years) enrolled in a mammographic screening program in the
city of Porto Alegre, Southern Brazil. This program is maintained within the Nucleo

Mama Porto Alegre (NMPOA) study, a cohort started in April 2004 that intends to
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collect demographic and epidemiologic data and follow women recruited from 19
primary care units (PCU) for 10 years (Caleffi et al. 2005; Smith et al. 2006).

Women enrolled in this study were residents of 7 regions of the city of Porto

Alegre, that together comprehend 305 sz or 64.0% of its area and about 35.0%
of its total population. All study subjects were regular users and relied almost
exclusively on the PCU system for health care. Although specific demographic data
on this population of PCU clients is unavailable, data of the most recent municipal
census indicate that in these regions, 49.2% of the inhabitants have less than 8
years of education (5.6% are illiterate), 20.0% live in temporary homes and 6.5% of
providers have no income, suggesting that study subjects are derived from an
underserved area (Observatorio da cidade de Porto Alegre 2008; Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica 2008).

A consecutive sample of 890 women submitted to annual mammographic
screening was invited for this study during a period of four months (November
2005 — March 2006) and the first 750 that agreed to participate were included after
signature of informed consent. Study approval was obtained from ethics
committees of the participating institutions. Demographic and clinical information
as well as results from screening were obtained from data collected at the PCU

and chart review.
Study variables

Study variables included age at recruitment, age at first childbirth, age at

menarche and menopause, parity, BMI, race (white or non-white, assessed by self-
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denomination), results of the mammographic examination and breast density
(using the BIRADS and breast density categories of the American College of
Radiology 1998), previous breast biopsies, use of HRT and/or oral contraceptives
and estimated 5-year and lifetime risk of developing breast cancer according to the

Gail model (Gail et al. 1998).

Genotype studies

Genomic DNA was obtained from peripheral blood samples using standard
methods (Miller et al. 1988). Genotyping of the ERa-397 Pvull C/T and ERa-351
Xbal A/G polymorphisms was performed using a TagMan PCR assay and the 7500
Real Time PCR Equipment (Applied Biosystems, Foster City, CA), with fluorescent
minor groove binding probes according to the manufacturer’s instructions. After
PCR, fluorescence was measured on an ABI 7500 Sequence Detector (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Genotyping of the PROGINS polymorphism was
based on the PCR ampilification of a fragment encompassing the 306-bp insertion
in intron 7. The A1 allele was defined as “absence of the insertion”, according to
previous citations (Rowe et al. 1995; Wang-Gohrke et al. 2000). The PCR products
were resolved by agarose gel electrophoresis and visualizated under UV light. The
A1 allele appeared as a 175 bp fragment and the PROGINS (A2) allele, as a 481

bp fragment.

Statistical analysis
SPSS version 14.0 was used for data handling and statistical analyses. For

descriptive analysis, categorical variables were described by their absolute and/or
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relative frequencies and quantitative variables were expressed as mean and
standard deviation (SD). For analytical statistics, t test for independent variables
and ANOVA were used to compare mean values of the quantitative variables. The
existence of an association between categorical variables, the comparison of
genotype frequencies and the deviation of the genotype frequencies from those
expected were examined by chi-square. In all analyses a significance level of 0.05
was adopted. Comparative analysis of genotypic frequencies among this and other

studies was done using the WINPEPI (PEPI-for-Windows) (Abramson 2004).

RESULTS

Mean age at inclusion was 51 years (SD: 7.6) and 420 (56.0%) women were
postmenopausal at recruitment. The majority of women (n= 623, 83.1%) reported
past or actual use of oral contraceptives, but only 118 (15.7%), past or actual use
of HRT. The mean estimated lifetime risk of developing breast cancer in the overall
sample was 7.8% (DP: 3.3). Data on BC risk factors identified in the sample are
summarized in Table 1.

All women were submitted to screening mammography and most (97.5%)
had normal image results (BIRADS 1 or BIRADS 2). Regarding mammographic
density, 413 (55.1%) women had dense breast tissue in approximately 25-50% of
the breast and 269 (35.9%) had dense tissue in more than 51% of the breast.

The allelic and genotypic frequencies of the ERa-397 Pvull C/T, ERa-351
Xbal A/G and PROGINS polymorphisms are presented in Table 2. Genotypic

frequencies of all three polymorphism studied were significantly different from

67



those described in other studies of Caucasian, African-American and Asian
populations worldwide but not of the few studies with Brazilian individuals (see
Tables in supplementary materials). The distribution of genotypes for these
polymorphisms in the overall sample, and in both white and non-white women
followed the Hardy-Weinberg equilibrium. There were no significant differences of
observed allelic and genotypic frequencies in white and non-white women
(p>0.05).

The ERa-397 genotypes for the Pvull C/T polymorphism (TT and CT versus
CC genotypes) were correlated with several BC risk factors (age at first childbirth,
age at menarche and menopause, parity, BMI, breast density, use of HRT and/or
oral contraceptives and estimated 5-year and lifetime risk of developing breast
cancer) and no significant association of a particular genotype, or genotype
combinations with any of these variables was found.

For the ERa-351 Xbal A/G polymorphism and its genotypes (AA + AG
versus GG) a significant association of the GG genotype with age at menarche (=
14 years) was found (p = 0.02).

Post-menopausal women with A2A2 and A1A2 PR PROGINS genotypes
had a higher estimated 5-year risk of developing BC (M: 1.16, DP: 0.44, p= 0.04)
and a higher average BMI (M: 31.41, DP: 0.65) compared to women with A1A1
genotype (M: 29.75, DP: 0.37, p= 0.03).

Finally, haplotype frequencies of the two ER polymorphisms were assessed
(Table 3). No significant association was observed between the haplotype
theoretically associated with highest risk (A-A-T-T) versus other haplotypes in

relation to breast density (p = 0.47), mean BMI (p = 0.90), mean estimated lifetime
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risk of developing BC (p = 0.12), and mean ages at menarche (p = 0.31) and

menopause (p = 0.75).

DISCUSSION

Normal breast tissue proliferation is highly influenced by the action of steroid
hormones and their action is mediated by specific receptors. The current literature
shows that in certain populations, specific polymorphisms in hormone receptor
genes may be associated with an increased risk of developing BC. Knowledge on
the allelic and genotypic frequency of such polymorphisms and their interaction
with other BC risk factors, may be helpful to identify women at higher risk for the
disease. In this study, we describe, in a sample of Brazilian women, the allelic and
genotypic frequencies of selected polymorphisms in the ER and PR genes that
have been previously shown to modify BC risk in other populations and describe
their relationship with established BC risk factors.

Genotypic frequencies observed for the PR PROGINS polymorphism, were
comparable to those reported in other studies with Brazilian and non-Brazilian
populations (Wang-Gohrke et al. 2000; Fabjani et al. 2002; Carvalho et al. 2004;
Romano et al. 2005; Linhares et al. 2005; Gomes et al. 2006). On the other hand,
genotypic frequencies of the ERa gene polymorphisms were significantly different
from those described in most studies from other populations emphasizing the
importance of the population-specific determination of such frequencies (Shin et al.
2003; Onland-Moret et al. 2005; Shen et al. 2005; Van Duijnhoven et al. 2006; Hu

et al. 2007; Hsieh et al. 2007; Molvarec et al. 2007).
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No significant reproductive risk factors for BC were identified in the sample of
women studied; i.e. mean age at menarche was above 12 years, mean age at first
childbirth was well below age 30 years, mean age at menopause was below the
age of 50 years and only a small proportion of women were nulliparous. However,
mean BMI was well above 25 and a significant proportion of women studied had a
BMI = 30.

Considering this unexpected prevalence of overweight and obesity in this
unselected population-based sample of women, and that the ERa gene has been
implicated in adiposity, lipid metabolism and feeding behavior, we also investigated
a possible relationship between these polymorphisms and BMI, but no significant
correlation was identified (Fox et al. 2005; Nilsson et al. 2007). Interestingly, the
PR PROGINS A2 allele (associated previously with an increased risk of breast
cancer), occurred significantly more often in women with a BMI = 30 as compared
to those with a BMI < 25. Progesterone receptor, the product of the PR gene,
mediates interactions between the estrogen, insulin and IGF hormonal pathways
and hyperinsulinemia, increased free IGF and increased circulating estrogen
concentrations have each been associated with obesity in postmenopausal women
(Vassen et al. 1999; Wasserman et al. 2004). However, a direct association of this
polymorphism with increased body weight remains elusive and additional studies
are necessary to clarify the relevance of this observation and ultimately, its
relationship with increased BC risk.

Regarding other established risk factors for BC, our finding of a significant
association between the ERa-351 GG genotype and age at menarche = 14 years

is opposite to a previous report where menarche tended to occur 6 months later in
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girls with the ERa-351 AA genotype (Jakimiuk et al. 2007). It is well known that
ERa gene polymorphisms can impact the maturation of the hypothalamic-pituitary-
gonadal axis, which determines the onset of menarche (Yoo et al. 2002; Jakimiuk
et al. 2007) and thus, although the exact biological mechanism explaining the
relationship between ERa-351 Xbal A/G and age at menarche remains unknown,
one could hypothesize that the association between the ERa-351 AA genotype and
increased BC risk could at least in part be influenced by reproductive features such
as earlier age at menarche. On the other hand, presence of the ERa-351 GG
genotype and its association with menarche at a later age could constitute a
protective effect in relation to BC risk, but this remains to be confirmed in additional
studies. Finally, we also identified a higher estimated 5-year risk of developing BC
in post-menopausal women carrying the PROGINS A2 allele. This observation is in
accordance with previous reports that this allele is associated with an increased
risk for BC, but additional investigations, including case-control studies, are
necessary to examine this hypothesis in more detail.

The distribution of ERa-351 Xbal - ERa-397 Pwull haplotypes was
significantly different from that previously observed in populations of European and
Asian ethnicity and approached that observed in only one previous study with a
small sample of African and African-American individuals. This is unexpected
because, although the contemporary Brazilian population is highly admixed, the
African contribution to the genetic pool in Southern Brazil is quite low, as compared
to other regions of the country, with clear predominance of European alleles. Price
et al. (2007), for instance, have estimated that African and European ancestry

correspond to 11% and 71% of the alleles in Brazilian individuals. Alves-Silva et al.
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(2000), studying mitochondrial (mtDNA) and nuclear alleles had already described
a differential distribution of Amerindian, African and European alleles and found a
surprisingly high African and Amerindian contribution in white Brazilian individuals
(Alves-Silva et al. 2000; Price et al. 2007). However, in Southern Brazil, the major
contribution was still European, both in mitochondrial (66%) and nuclear (79%)
DNA. Thus, our observation of an haplotype distribution that is entirely different
from all other reports in European populations is surprising and warrants further
investigation. Finally, the observed frequency of the px haplotype, theoretically
associated with an increased risk of BC, was the lowest among all of the studies
published previously, and the inverse was observed for the PX haplotype.

Although a few significant associations between selected ER and PR
polymorphisms and BC risk factors were identified in this population-based sample
of women from a region with a high BC incidence rate, additional case-control
studies are necessary to determine if they are indeed associated with an increased

risk for the disease.
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Table 1. Breast cancer risk factors in the sample studied (n=750).

Variable n (%) Mean SD
Age at assessment (years) - 51.0 7.6
Age at menarche (years) - 13.0 1.8
Age at first childbirth (years) - 22.0 5.3
Nulliparous 30 (4.0) - -
Postmenopausal (%) 420 (56.0) - -
Age at menopause (years) - 47.0 5.5
Use of hormone replacement 118 (28.1) - -
Body mass index (kg/m?) - 29.6 5.8
<18.4 6 (0.8)
18.5-24.99 162 (21.6)
25-29.99 274 (36.5)
230

Previous breast biopsy

(
308 (41.1)
40 (5.3)

Table 2. Genotypic and allelic frequencies of the ERa-397 Pvull C/T, ERa-351 Xbal
A/G and PR PROGINS polymorphism in the overall sample (n= 750), and in white (n=
599) and non-white women (n= 151).

Allelic

Name Genotypic frequencies Frequencies p-value* H-W**
n (%)

ERa-397 Pvull C/T TT TC cc T C

overall 242 (32.3) 356 (47.5) 152 (20.2) 0.56 0.44 - 1.00

white 195 (32.5) 286 (47.8) 118 (19.7) 0.56 0.44 - 0.50

non-white 47 (31.1) 70 (46.4) 34 (22.5) 0.54 0.46 - 0.66
0.74

ERa-351 Xbal A/G AA AG GG A G

overall 347 (46.3) 313 (41.7) 0.67 0.33 - 2.20

white 270 (45.1) 255 (42.6) 0.66 0.34 - 1.30

non-white 77 (51.0) 58 (38.4) 0.70 0.30 - 1.00
0.42

PROGINS A2A2 A1A2 A1A1 A2 A1

overall 15 (2.0) 191 (25.5) 544 (72.5) 0.15 0.85 - 0.14

white 13 (2.2) 158 (26.4) 428 (71.4) 0.15 0.85 - 0.13

non-white 2(1.3) 33 (21.9) 116 (76.8) 0.12 0.88 o 0.04
0.39

*p-value= white versus non-white

**H-W = Hardy-Weinberg Equilibrium
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Table 3. Frequencies of the ERa-397 Pvull - ERa-351 Xbal haplotypes.

Haplotypes p-value PX Px pX px
Origin Country n (%) n (%) n (%) n (%)
Present study * Brazil Brazil > 401 53.5 107 14.3 2 0.3 240 32.0
Van Meurs et al. 2003 Africa and USA USA/Sub- 0.64 19 50.0 3 13.6 0 0 7 36.8
Saharian
Africa™**
Patel et al. 2000 Europea Canada <0.01 236 35.6 63 9.5 0 0 363 54.9
Becherini et al. 2000 Europea Italy <0.01 249 40.9 35 5.7 8 1.3 318 52.1
Bagger et al. 2000 Europea Denmark <0.01 153 33.7 60 13.3 0 0 241 53.0
Albagha et al. 2001 Europea UK <0.01 69 33.5 19 9.2 2 12.0 116 56.1
Kobayashi et al. 1996 Asia Korea <0.01 44 18.7 63 26.5 1 0.3 130 54.5
Han et al. 1999 Asia Korea <0.01 110 18.5 129 21.5 14 2.3 345 57.7
Yamada et al. 2002 Asia Korea <0.01 410 18.3 499 22.3 0 0 1329 594

*Haplotype definitions and frequencies obtained in the present study:
PX: C-C-G-G (n=87, 11.6%), C-C-G-A (n=57, 7.6%), C-T-G-G (n=3, 0.4%), C-T-G-A (n=254, 33.9%).
Px: C-C-A-A (n=8, 1.1%), C-T-A-A (n=99, 13.2%).
pX: T-T-G-G (n=0, 0%), T-T-G-A (n=2, 0.3%).
px: T-T-A-A (n=240, 32.0%).

**p-value between white and non-white women in the present study = 0.13
***10 samples from African-American individuals and 9 samples from African individuals deposited in the Coriell Institute (Camden, NJ, USA).
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Table 4 — Frequency of ERa-397 Pvull C/T polymorphism in the present study and in other studies.

Genotypic Frequencies Allelic Frequencies
TT - n (%) TC - n (%) CC -n (%) T (%) C (%) n p value Country References
242 (32.3) 356 (47.5) 152 (20.2) 0.56 0.44 750 Brazil present study
64 (32.8) 105 (53.9) 261(13.3) 0.59 0.41 195 0.07  Korea Shin et al. 2003
61 (40.7) 61 (40.7) 28 (18.6) 0.61 0.39 150 0.13 Shangai Shen ef al . 2005
88 (21.0) 163 (36.4) 96 (22.9) 0.49 0.51 337 =0.001 Denmark Onland-Maret ef al. 2005
208 (26.8) 402 (51.8) 166 (21.4) 0.53 047 776 =<0.001 Holand Wan Duijnhoven ef al. 2006
207 (26.7) 385 (49.7) 183 (23.6) 0.51 0.49 775 =0.001 Holand Van Duijnhoven ef al. 2006
21(32.8) 32 (40.7) 11(17.2) 0.58 0.42 B4 0.10 Poland Jakimiuk ef al. 2007
49 (43.4) 45 (39.8) 19 (16.8) 0.64 0.36 113 =0.001 China Hu ef al. 2007
27 (24.1) 63 (40.7) 17 (15.2) 0.54 0.46 112 =0.001 China Hsieh ef al. 2007
60 (54.5) 44 {40.7) B (5.5) 0.75 0.25 110 0.08 China Hsieh ef al. 2007
25 (23.6) 75 (70.8) 6 (5.6) 0.59 0.41 106 =0.001 China Hsieh et al. 2007
29 (26.4) 50 (45.4) 31(28.2) 0.51 0.49 110 =0.001 Hungary Malvarec et al. 2007
45 (25.0) 94 (52.2) 4122 8) 0.51 0.49 180 =0.001 Hungary Malvarec et al. 2007
16 (28.6) 28 (50.0) 12 (21.4) 0.54 0.48 b6 0.02 Hungary Maolvarec ef al. 2007
7(33.3) B(35.1) B (28.6) 052 0.48 21 0.07  Hungary Maolvarec ef al. 2007

3 (27.3) 7 (63.6) 1(9.1) 0.59 0.41 11 0.51  Hungary Molvarec et al. 2007




Table 5 — Frequency of ERa-351 Xbal A/G polymorphism in the present study and in other studies

Genotypic Frequencies Allelic Frequencies

AA - n (%) AG - n (%) GG - n (%) A %) G (%) n p-value Country References

347 (46.3) 313 (41.7) 90 (12.0) 0.67 0.33 750 Brazil present study

B6 (44.1) 102 (52.3) 7 (3.6) 0.70 0.30 195 0.001 Korea Shin et al. 2003

92 (61.4) 47 (31.3) 11 (7.3) 077 0.33 150 0.003 Shangai Shen ef al. 2005

123 (29.3) 161 (36.0) 61 (14.5) 0.60 0.40 335 0.003 Denmark Onland-Maret ef al. 2005
41 (32.0) 362 (46.4) 95 (12.6) 0.56 0.44 T30 0.02 Holand Van Duijnhoven et al. 2006
308 (39.7) 371 (47.9) 96 (12.4) 0.64 0.36 7ia 0.007 Holand Wan Duijnhoven et al. 2006
38 (59.4) 22 (34.4) 4 (6.25) 077 0.33 64 010 Poland Jakimiuk ef al. 2007

B3 (61.8) 35 (31.8) 7(6.4) 077 0.33 110 0.007 China Hu et al. 2007

30 (26.8) B4 (57.1) 18 (16.1) 0.55 0.45 112 0.001 China Hsieh ef al. 2007

37 (33.6) 71 (64.6) 2(1.8) 0.66 0.34 220 =0.001 China Hsieh ef al. 2007
21(19.8) 56 (52.8) 29 (27 4) 0.59 0.41 106 =<0.001 China Hsieh ef al. 2007

15 (24.6) 31 (50.8) 15 (24.6) 0.50 0.50 61 0.001 Hungary Malvarec et al. 2006
23(39.7) 31 (53.4) 4 (6.9) 0.66 0.34 58 018 Hungary Maolvarec et al. 2006

41 (37.3) 47 (42.7) 22 (20.0) 0.59 0.41 110 0.04 Hungary Molvarec ef al. 2007

B0 (33.3) 93 (51.7) 27 (15.0) 0.59 0.41 180 0.007 Hungary Molvarec ef al. 2007

19 (33.9) 29 (51.8) 8 (14.3) 0.60 0.40 BB 020 Hungary Molvarec ef al. 2007

71(33.3) 10 (47.6) 4(19.1) 0.57 0.43 21 0.42 Hungary Molvarec ef al. 2007

4 (36.4) b (54.5) 1{9.1) 0.64 0.36 11 0.69 Hungary Malvarec et al. 2007
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Table 6 — Frequency of PR PROGINS polymorphism in the present study and in other studies

Genotypic Frequencies Allelic Frequencies
A1A7 -n %) A1A2 -n (%) A242 -n{%) A1 (%) A2 %) n p-value Country References
544 (T72.9) 191 {25.5) 15 (2.0} 0.85 0.15 750 Brazil present study
393 (71.0) 144 (26.0) 17 (3.0) 0.84 0.16 554 044  Germany Wang-Gohrke ef al. 2000
78 (73.5) 28 (26.4) 00 0.74 0.26 106 0.34  Austria Fabjani et al. 2002
30 (79.0) 7(18.0) 1(0.3) 0.88 0.12 38 0.61  Brazil Carvalho ef al . 2004
31 (65.3) 17 (34.6) 1(2.1) 0.80 0.20 49 0.36  Brazil Linhares ef al. 2005
42 (B2.7) 24 (35.8) 1(1.5) 0.81 0.19 67 0.18  Holand Romano ef al. 2005
95 (78.4) 24 (19.2) 3(2.4) 0.88 0.12 125 0.32  Brazil Gomes ef al. 2006
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ABSTRACT

STK15 (Aurora-A) is a serine-theonine kinase involved in formation of the
mitotic spindle and is considered a potential cancer susceptibility gene due to its
function in cell mitosis. A single-nucleotide polymorphism in the gene, nt 91T>A,
results in the polymorphic substitution of isoleucine (/le) for phenylalanine (Phe) at
residue 31 (F31/) and has been associated with an increased risk of breast cancer.
In this study, we have determined the allelic and genotypic frequencies of this
polymorphism and investigated its relationship with established breast cancer risk
factors in 750 healthy women undergoing annual mammographic screening in
Southern Brazil. The mean estimated lifetime risk of developing breast cancer in
the sample was 7.8% and most (97.5%) of the women had normal mammographic
image results (BIRADS 1 or 2). In pre-menopausal women, the STK15 F31] AT
and AA genotypes were encountered significantly more often in pre-menopausal
women with moderately dense (50-75%) breast tissue, whereas the STK15 F31I
TT genotype was found more often in those with less dense (0-50%) breast tissue.
In addition, the STK15 F31/ TT genotype was significantly associated with a later
age at menarche (= 12 years). Genotypic frequencies observed in this study were
significantly different from most previous of the previous reports in other
populations, emphasizing the need for population-specific analyses in the
evaluation of its association with breast cancer risk. The STK15 F31/ AA genotype,
associated with an increased risk for breast cancer, occurred at a frequency similar

to that observed in predominantly European populations.
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Breast cancer (BC) is a significant public health problem in South America,
being the most common malignancy among women [1]. In Brazil, BC incidence and
mortality rates continue to rise despite significant efforts to establish
mammographic screening programs across the country. Southern Brazilian states
have particularly high incidence rates, in the range of most countries in Europe and
North America, and this is likely a consequence of life style among women in this
region (e.g. decreasing number of term pregnancies, significant prevalence of
overweight and obesity across age groups, increasing use of hormone
replacement therapy). The influence of environmental factors and of the genetic
background of the population (the region has received the highest proportion of
European immigrants of the country during the last two centuries) must also be
considered [2,3].

Several genetic polymorphisms associated with an increased risk of BC
have been identified in genes involved with hormone metabolism, carcinogen
metabolism as well as in some high penetrance alleles such as TP53 [4].
Polymorphisms in the STK715 gene have been recently described and an
association with BC risk has been proposed. The STK15 gene (also known as
AURKA, STK6, and BTAK) encodes Aurora-A, a serine-threonine kinase that acts
as key regulator of mitotic chromosome segregation and is particularly involved in
the passage from the G, to the M phase of cell cycle [5,6]. Defects in chromatid
segregation cause genetic instability, a condition that is clearly associated with
tumorigenesis [7]. Due to the regulatory function of STK715 gene in the cell cycle, is
has been hypothesized to be a potential cancer susceptibility gene. A single-

nucleotide polymorphism (SNP) at nucleotide 91, nt91 T>A, results in the
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substitution of phenylalanine by isoleucine in codon 31 (F37/) and affects the
function of the STK15 gene [6].

The first study reporting an association of the STK15 F31/ polymorphism with
BC described a statistically significant increased risk (OR: 1.76, Cl 95%: 1.29-2.12)
in women with the AA STK15 F31/ genotype [8]. A second study reported an
increase in breast cancer risk in association with both the AT STK15 F31/ (OR: 1.3,
Cl 95%: 1.0-1.7) and AA STK15 F31I genotypes (OR: 1.2, Cl 95%: 0.9-1.6) (Dai et
al. 2004). An association between overweight (body mass index - BMI = 25) and
these genotypes was also described (OR: 3.3, Cl 95%: 1.4-7.7 for the AT STK15
F311 genotype, and OR: 4.1, Cl 95%: 1.7-9.8 for the AA STK15 F31/ genotype).
The same authors hypothesized that the association of STK75 genotype, BC risk
and increased BMI could be further modified by factors related to increased
endogenous exposure to estrogen including enhanced peripheral metabolism,
early menarche, late menopause and later age at first childbirth. Although
additional studies have reported an association between the AA STK15 F31/
genotype and overall BC risk in relation to BMI, results are conflicting with
increased risk being associated to post-menopausal women with and without an
increased BMI [9,10].

This study aimed to determine the genotypic and allelic frequencies of the
STK15 F31I polymorphism in a sample of women undergoing mammographic
screening and derived from a population in Southern Brazil with both, a high
prevalence of overweight and obesity, as well as high BC incidence and mortality

rates.
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A consecutive and unselected sample of 750 breast cancer-unaffected
women (ages 40-69 years) enrolled in a mammography screening program in the
city of Porto Alegre (Nucleo Mama Porto Alegre — NMPOA Cohort) was recruited
for this study during routine mammographic visits between November 2005 and
March 2006 [12,13]. Study approval was obtained from the ethics committees of
the participating institutions and all individuals recruited for the study signed
informed consent. Demographic and clinical information as well as results from
mammographic screening were obtained from chart review.

Study variables included age at recruitment, age at first childbirth, age at
menarche and menopause, parity, BMI (classified in 3 categories : < 18.5; 18.5-25;
> 25), race (white or non-white, assessed by self-denomination), results of the
mammographic examination and breast density (using the BIRADS and breast
density categories of the American College of Radiology 1998), previous breast
biopsies, use of hormone replacement therapy (HRT) and/or oral contraceptives,
estimated 5-year risk and estimated lifetime risk of developing cancer according to
the Gail model [14,15].

Genomic DNA was obtained from peripheral blood samples using standard
methods [16]. Genotyping was performed using the TagMan PCR assay (Assays-
on-Demand, Applied Biosystems, Foster City, CA) for the STK15 F31/
polymorphism (rs2273535, C_25623289 10), with fluorescent minor groove
binding probes and the 7500 Real Time PCR Equipment (Applied Biosystems,
Foster City, CA) according to the manufacturer’s instructions. After PCR,
fluorescence was measured on an ABI 7500 Sequence Detector (Applied

Biosystems, Foster City, CA).
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SPSS version 14.0 was used for data handling and statistical analyses. For
descriptive analysis, categorical variables were described by their absolute and/or
relative frequencies and quantitative variables were expressed as mean and
standard deviation (SD). For analytical statistics, t test for independent variables
and ANOVA were used to compare mean values of the quantitative variables. The
existence of an association between categorical variables, the comparison of
genotype frequencies and the deviation of the genotype frequencies from those
expected were examined by chi-square. In all analyses a significance level of 0.05
was adopted. Comparative analysis of genotypic frequencies among this and other
studies was done using the WINPEPI (PEPI-for-Windows) [17].

Data on BC risk factors identified in the sample is presented in Table 1.
Mean age at inclusion of the women enrolled in the present study was 51 years
(SD: 7.6), 420 (56.0%) women were postmenopausal, and the mean estimated
lifetime risk of developing BC in the overall sample using the Gail model was 7.8%
(SD: 3.3). All women were submitted to screening mammography and most
(97.5%) had benign image results (BIRADS 1 or 2). Regarding mammographic
density, a significant proportion of women had dense breasts: 413 (55.1%) women
had 25-50% of dense breast tissue and 269 (35.9%), had > 51% dense breast
tissue.

The allelic and genotypic frequencies of the STK15 F31/ polymorphism are
presented in table 2. The distribution of genotypes for this polymorphism in the
overall sample, as well as that of the self-denominated groups of white and non-

white women was consistent with Hardy-Weinberg equilibrium (H-W: 3.22; 3.83;
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0.02, respectively). There were no significant differences of observed allelic and
genotypic frequencies in white and non-white women (p>0.05).

A significant association was observed between presence of the STK15
F311 TT genotype and late age at menarche (= 12 years; p= 0.02). Furthermore, in
pre-menopausal women, the STK15 F31/ AT and AA genotypes were significantly
associated with moderately dense (50-75%) breast tissue, and the STK15 F31/
TT genotype, with less dense (0-50%) breast tissue (p= 0.02).

No significant association was identified between the STK15 F31/
polymorphism and age at menopause (p= 0.80) and estimated lifetime risk of
developing breast cancer (p = 0.95).

Several studies have now identified the STK15 F31/ polymorphism as a low-
penetrance risk allele for BC but its prevalence and risk association to cancer in
the Brazilian population have not been determined. Compelled by a possible
association of the STK15 F31/ polymorphism with BMI we performed this study in a
population-based sample of women submitted to mammographic screening and
derived from a geographic area in Brazil with a high prevalence of overweight and
obesity and of high BC incidence rates.

Genotypic frequencies encountered in this study were similar with those
described in other predominantly European populations [6,11,18,19] and
significantly distinct from those observed among Asians. This is not unexpected
because, although the contemporary Brazilian population is highly admixed, there
is predominance of European alleles, especially in the formation of the genetic pool
of Southern Brazil. Price et al. (2007), for instance, have estimated that African and

European ancestry correspond to 11% and 71% of the alleles in Brazilian
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individuals and Alves-Silva et al. (2000), described a major contribution of
European alleles in both  mitochondrial (66%) and nuclear (79%) DNA in
populations from Southern Brazil [20,21]. An interesting observation is that the
frequency of homozygotes for the STK15 F31/ A allele (risk genotype AA) is 7-fold
higher in the Asian (Chinese) populations studied so far than in the sample studied
here and other European populations. In Chinese women, BC incidence rates are
significantly lower than those observed in Western countries and in Brazil [22].

We also investigated a possible association between the STK15 F31/
polymorphism and indicators of prolonged estrogen exposure. BC risk is known to
be influenced by prolonged estrogen stimulation and it has been hypothesized that
loss of function effect of certain STK715 sequence variations could potentially be
enhanced in women with higher exposure, either endogenous or exogenous, to the
mitogenic influence of estrogen [23]. A significant association encountered in the
present study was between the STK15 F31/ TT genotype (associated with lower
breast cancer risk in the literature) and late menarche (= 12 years). No significant
association was found between the STK715 F31/ polymorphism and age at
menopause, age at first childbirth, BMI and use of HRT.

Finally, the STK15 F31/ risk genotype (AA) was more frequently observed
among pre-menopausal women with dense breast tissue. If indeed an association
of this genotype and increased BC risk is established in the future, this finding
could have important implications for BC screening strategies in pre-menopausal
women from this population. Additional studies are needed to clarify the
relationship between the STK715 F31/ polymorphism and BC in this and other

populations.
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Table 1. Breast cancer risk factors in the sample studied (n=750).

Variable n (%) Mean SD
Age at assessment (years) - 51.0 7.6
Age at menarche (years) - 13.0 1.8
Age at first childbirth (years) - 22.0 5.3
Nulliparous 30 (4.0) - -
Postmenopausal (%) 420 (56.0) - -
Age at menopause (years) - 47.0 5.5
Use of hormone replacement 118 (28.1) - -
Body mass index (kg/m?) - 29.6 5.8
<18.4 6 (0.8)
18.5-24.99 162 (21.6)
25-29.99 274 (36.5)
230 308 (41.1)
Previous breast biopsy 40 (5.3) -—- -—-

Table 2. Genotypic and allelic frequencies of the STK715 F31] polymorphism in the

overall sample (n=750), and in white (n=599) and non-white women (n=151).

Genotypic frequencies Allelic H-w*
n (%) Frequencies
AA AT T A T
overall 34 (4.5) 291 (38.7) 425 (56.6) 0.24 0.76  3.23
white 25 (4.2) 234 (39) 340 (56.8) 0.24 0.76  3.82
non-white 9 (5.9) 57 (37.8) 85 (56.3) 025 075 0.02

*H-W = Hardy-Weinberg Equilibrium
p-value = 0.91 between white and non-white.
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Table 3. Genotypic and allelic frequencies of the STK715 F31/ polymorphism in breast cancer-unaffected women in the
present study and in other studies.

Genotypic Frequencies

Allelic Frequencies

AA -n (%) AT - n (%) T -n (%) A %) T (%) n p-value Country References
34 (4.5) 291 (38.7) 425 (56.7) 0.24 0.76 750 Brazil present study

192 (36.9) 262 (50.4) 66 (12.7) 0.562 0.38 520 =0.001  China Sun et al. 2004

81 (42.4) 85 (44.5) 25 (131) 0.65 0.35 191 =0.001  China Sun et al. 2004

534 (45.0) 503 (42.4) 149 (12.6) 0.66 0.34 1186 =0.001  China Dai et al. 2004

886 (45.0) BB7 (45.0) 196 (10.0) 0.68 0.32 1969 =0.001  Taiwan Lo ef al. 2005
31 (3.7) 283 (34.1) 516 (62.2) 0.21 0.79 830 0.082  United States Egan ef al. 2004
21(4.7) 148 (33.0) 279 (62.3) 0.21 0.79 448 0.131  United States Ewart-Toland ef al. 2005
48 (5.5) 280 (32.0) 547 (B2.5) 0.21 0.79 875 0.015  United Kingdom Fletcher ef al. 2006
56 (5.5) 332 (32.3) 639 (62.2) 0.22 0.78 1027 0.017  United States Gu et al. 2007
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

As consideragdes finais serdo apresentadas de acordo com os resultados
obtidos a partir dos objetivos propostos originalmente.

O objetivo principal do presente estudo foi caracterizar uma amostra de 750
mulheres com idade entre 40-69 anos quanto a presenca e frequéncia dos
polimorfismos ERa-351 Xbal A/G e ERa-397 Pwvull C/T do gene receptor de
estrogénio (ER), PROGINS do gene receptor de progesterona (PR) e STK15 F31/ do
gene da serina-treonina quinase (STK15), correlacionando os achados moleculares
com fatores de risco para CM nesta amostra.

E importante contextualizar o presente estudo como uma ramificacdo de um
projeto maior de acompanhamento prospectivo (coorte de no minimo 10 anos) de
4040 mulheres cadastradas em 19 unidades de atencdo basica a saude,
pertencentes ao Programa Saude da Familia na zona Sul de Porto Alegre. Um
numero total de 9218 mulheres, atendidas nessas unidades foram arroladas a este
estudo de coorte entre Marco de 2004 e Margo de 2006 e serdo acompanhadas por
no minimo 10 anos pelo projeto Saude da Mama Nucleo Mama Porto Alegre.
Atualmente, entre estas 9218, 4040 mulheres com idades entre 40 e 69 anos de
idade, realizam rastreamento mamografico anual. Desde o inicio da coorte, este
programa de rastreamento mamografico identificou 48 casos de CM e espera-se que
a partir de agora cerca de 6-7 casos sejam diagnosticados a cada ano. Os dados
apresentados no presente estudo servirdo de base para identificar, nas pacientes
com e sem CM identificadas ao longo dos 10 anos de acompanhamento da coorte,
quais sado os fatores de risco mais prevalentes para a doencga. Adicionalmente,

estudos caso-controle utilizando esta amostra poderdo definir se algum(ns) dos
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polimorfismos aqui estudados realmente tem associagdo com o desenvolvimento de
CM e qual o risco real associado.

Sendo o CM uma doencga altamente prevalente no RS (o Estado é o segundo
em incidéncia de CM entre mulheres no pais), fatores de risco para a doenga ja
estabelecidos na literatura foram utilizados para a caracterizacao clinica da amostra.

Observou-se que como um todo o grupo estudado n&o apresentou fatores de
risco reprodutivos marcantes para a doencga, sendo a idade média na menarca idade
relativamente tardia (13 anos, DP: 1.8), a idade média na menopausa precoce (47
anos, DP: 5.5), sendo identificado um pequeno percentual de mulheres nuliparas
(4%) e sendo a idade média ao nascimento do primeiro filho também precoce (22
anos, DP: 5.3). No entanto, observou-se que 36.5% e 41.1% da amostra
apresentavam IMC entre 25 e 29.99 e = 30, respectivamente. Portanto, 77.6% das
mulheres incluidas no estudo apresentavam IMC correspondente a sobrepeso ou
obesidade, um dado surpreendente e que precisa ser investigado em maior detalhe
para determinar se esta é realmente a situacdo nas demais mulheres da regido que
se encontram nesta faixa etaria.

A maioria das mulheres incluidas no estudo (n= 623, 83.1%) relataram uso
atual ou passado de ACO, mas apenas 118 (15.7%), uso atual ou passado de TRH.
O risco vital médio de desenvolver CM de acordo com o modelo de Gail na amostra
foi de 7.8% (DP: 3.3) e a grande maioria das pacientes (n= 731, 97.5%)
apresentaram achados mamograficos benignos (BIRADS 1 ou 2). Por fim, a
distribuicdo das mulheres de acordo com densidade mamografica, demonstrou que
apesar de 56% das mulheres ja estarem na pds-menopausa, a maioria (n= 682,
91.0%) ainda apresentava mamas moderadamente densas, com 25-50% de tecido

fibroglandular (n= 413, 55.1%).
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Em relacdo as freqUéncias génicas e genotipicas dos polimorfismos
estudados, observou-se que a frequéncia dos polimorfismos ERa-351 Xbal A/G e
ERa-397 Pwvull C/T encontradas neste estudo diferiu significativamente das
encontradas em estudos prévios. Para o polimorfismo ERa-351 Xbal A/G a
frequéncia do alelo A foi 0.67 e a frequéncia do alelo T foi 0.33. A distribuicao
genotipica estava em equilibrio de Hardy-Weinberg com as seguintes frequéncias:
genotipo AA 46.3%, gendtipo AG 41.7% e GG 12.0%. Para o polimorfismo ERa-351
Pvull C/T a frequéncia do alelo T foi 0.56 e a frequéncia do alelo C foi 0.44. A
distribuicdo genotipica estava em equilibrio de Hardy-Weinberg com as seguintes
frequéncias: gendtipo TT 32.3%, gendotipo CT 47.5% e CC 20.2%. Os hapldtipos de
ERa-351 Xbal - ERa-397 Pwvull foram analisados e observou-se que o hapldtipo
teoricamente associado a maior risco para CM (px) apresentou a menor frequéncia
quando comparado a todos estudos identificados em populacbes nao-brasileiras, e
que o hapldtipo teoricamente de menor risco, PX, apresentou a mais alta frequéncia
na amostra deste estudo, em comparagdo com os demais estudos prévios. Como
um todo, as frequéncias dos haplotipos ERa-351 Xbal - ERa-397 Pvull diferiram
significativamente de todos os estudos analisados, com exceg¢do de um estudo
realizado em pequena amostra de individuos Afro-Americanos e Africanos. Para o
polimorfismo PR PROGINS a frequéncia do alelo A2 foi 0.15 e a frequéncia do alelo
A1 foi 0.85. A distribuicdo genotipica estava também em equilibrio de Hardy-
Weinberg com as seguintes frequéncias: gendtipo A2A2 2.0%, gendtipo A1A2 25.5%
e A1A1 72.5%. As frequéncias genotipicas do polimorfismo PROGINS foram
similares aquelas previamente descritas em populacdes brasileiras e ndo-brasileiras.
Por fim, para o polimorfismo STK15 F31/, a frequéncia do alelo A foi 0.24 e a

frequéncia do alelo T foi 0.76. A distribuicdo genotipica estava em equilibrio de
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Hardy-Weinberg com as seguintes frequéncias: genotipo AA 4.5%, gendtipo AT
38.7% e TT 56.6%. As frequéncias genotipicas para este polimorfismo diferiram
significativamente da maioria dos relatos prévios em populagbes nao-brasileiras. Em
todas as analises, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre individuos
auto-denominados brancos e nao-brancos, reforcando nocdes prévias acerca da
baixa confiabilidade de tal classificacao.

Por fim, foram realizadas analises de associagao entre os diferentes gendtipos
dos quatro polimorfismos estudados e fatores de risco estabelecidos para CM. Os
resultados obtidos demonstraram que houve uma associagao significativa entre : (a)
0 gendtipo GG (associado a menor risco) de ERa-351 e menarca tardia (= 14 anos),
(b) os gendtipos A2A2 e A2A1 de PR PROGINS e maior risco médio estimado de
desenvolver CM em 5 anos em mulheres pos-menopausicas, (c) os genotipos A2A2
e A1A2 de PR PROGINS e maior IMC em mulheres pds-menopausicas; (d) os
gendtipos AT e AA de STK15 F31/ e tecido mamario moderadamente denso (50-
75% da mama apresentando componente fibroglandular) em mulheres pré-
menopausicas; (e) genodtipo TT do STK15 F31/ e tecido lipossubstituido ou
moderadamente lipossubstituido (0-50% da mama apresentando componente
fibroglandular e (f) gendtipo TT do STK15 F31/ e idade na menarca = 12 anos.

Conclui-se que, embora algumas relagbes significativas tenham sido
encontradas entre diferentes alelos e gendtipos dos polimorfismos aqui estudados,
estudos adicionais do tipo caso-controle sdo necessarios para determinar a relagao
de risco destas variantes de baixa penetrancia com a ocorréncia de CM em
mulheres do Sul do Brasil. As frequéncias génicas e genotipicas obtidas no presente
estudo poderéo servir como referéncia para futuras investigagdes nesta e em outras

populacdes.
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7. ANEXOS
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7.1. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos estudados

7.1.1. Polimorfismo ERa-397 Pvull C/T

Tabela 8. Polimorfismo ER a-397 Pvull C/T em mulheres com cancer de mama

Freqiiéncias Genotipicas

Freqiiéncias Alélicas

TT - n (%) TC -n{%) CC -n{%) T (%) C (%) n p-value Pais de origem Referéncias

75 (37.3) 91 (45.3) 35(17.4) 0.59 0.41 201 036  Coréia Shin ef al. 2003

55 (39.8) 63 (45.7) 20 (14.5) 0.63 0.37 138 013  Shangai Shen ef al. 2005

89 (28.9) 150 (48.7) 69 (22.4) 0.53 0.47 308 =0.001 Dinamarca Onland-Moret ef al. 2004
408 (39.0) 509 (48.2) 136 (12.8) 0.63 0.37 10562 =0.001 China Boyapatti ef al. 2005

39 (34.5) 5B (51.3) 16 (14.2) 0.60 0.40 113 0.31 China Hu et al. 2007

Tabela 10. Polimorfismo ER a-397 Pvull C/T em mulheres sem cancer de mama

Freqgiiéncias Genotipicas

Fregiiéncias Alelicas

TT - n (%) TC - n (%) CC -n (%) T (%) C (%) n p-value Pais de origem Referéncias
242 (32.3) 356 (47.9) 152 (20.2) 0.56 0.44 750 Brasil neste estudo
B4 (32.8) 105 (53.9) 26(13.3) 0.59 0.41 194 0.07  Coréia Shin et al. 2003
61 (40.7) 61 (40.7) 28 (18.6) 0.61 0.39 150 0.13 Shangai Shen ef al_ 2005
88 (21.0) 163 (36.4) 96 (22.9) 0.49 0.51 337 =0.001 Dinamarca Onland-Moret ef al. 2005
208 (26.8) 402 (51.8) 166 (21.4) 0.53 047 776 =<0.001 Holanda Wan Duijnhoven ef al. 2006
207 (26.7) 385 (49.7) 183 (23.6) 0.51 0.49 775 =0.001 Holanda Van Duijnhoven ef al. 2006
21(32.8) 32 (40.7) 11(17.2) 0.58 0.42 B4 0.10 Poldnia Jakimiuk ef al. 2007
49 (43.4) 45 (39.8) 19 (16.8) 0.64 0.36 113 =0.001 China Hu ef al. 2007
27 (24.1) 63 (40.7) 17 (15.2) 0.54 0.46 112 =0.001 China Hsieh ef al. 2007
60 (54.5) 44 {40.7) B (5.5) 0.75 0.25 110 0.08 China Hsieh ef al. 2007
25 (23.6) 75 (70.8) 6 (5.6) 0.59 0.41 106 =0.001 China Hsieh et al. 2007
29 (26.4) 50 (45.4) 31(28.2) 0.51 0.49 110 =0.001 Hungria Malvarec et al. 2007
45 (25.0) 94 (52.2) 41 (22.8) 0.51 0.49 180 =0.001 Hungria Maolvarec ef al. 2007
16 (28.6) 28 (50.0) 12 (21.4) 0.54 0.46 56 0.02 Hungria Maolvarec ef al. 2007
7(33.3) B1(38.1) B (28.6) 042 0.48 21 0.07  Hungria Molvarec ef al. 2007
3 (27.3) 7 (63.6) 1(9.1) 0.59 0.41 11 0.5 Hungria Malvarec et al. 2007
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7.1.2. Polimorfismo ESRa-351 Xbal A/G

Tabela 11. Polimorfismo ERa-351 Xbal A’'G em mulheres com cancer de mama

Freqiiéncias Genotipicas

Freqiiéncias Alélicas

AA -n (%) AG -n (%) GG -n (%) A (%) G (%) n p-value Pais de origem Referéncias
130 (B4.7) 60 (29.8) 11 (5.5) 0.80 0.20 201 =<0.001 Coréia Skin ef al. 2003
B85 (63.3) 43 (30.9) 8 (5.8) 0.79 0.21 139 0.001 Shangai Shen ef al . 2005
122 (40.0) 130 (42.3) 55 (17.9) 0.61 0.39 307 0.022 Dinamarca Onland-Moret ef al. 2005
531 (50) 493 (46.5) 36 (3.5) 0.73 0.27 1060 <0.001 China Boyapatti ef al. 2005
76 (67.2) 34 (30.1) 3{2.7) 0.82 0.18 113 <0.001 China Hu et al. 2007
Tabela 12. Polimorfisme ERa-351 Xbal A/G em mulheres sem cancer de mama
Fregiiéncias Genotipicas Freqiiéncias Alélicas
AA - n %) AG -n (%) GG - n (%) A (%) G (%) n p-value Pais de origem Referéncias
347 (46.3) 313 (41.7) 90 (12.0) 0.67 0.33 750 Brasil neste estudo
B6 (44.1) 102 (52.3) 7 (3.6 0.70 0.30 195 0.001 Coréia Shin et al. 2003
92 (61.4) 47 (31.3) 11 (7.3) 0.7 0.33 150 0.003 Shangai Shen et al. 2005
123 (29.3) 161 (36.0) 61 (14.5) 0.60 0.40 335 0.003 Dinamarca COnland-Moret ef al. 2005
41(32.0) 362 (46.4) 95 (12.6) 0.56 0.44 780 0.02 Holanda Wan Duijnhoven et al. 2006
308 (39.7) 371 (47.9) 96 (12.4) 0.64 0.36 T7a 0.007 Holanda Wan Duijnhoven et al. 2006
38 (59.4) 22 (34.4) 4 (6.25) 077 0.33 B4 010  Polédnia Jakimiuk ef al. 2007
B3 (61.8) 35 (31.8) 7(6.4) 077 0.33 110 0.007 China Hu et al. 2007
30 (26.8) 64 (57.1) 18 (16.1) 0.55 0.45 112 0.001 China Hsieh ef al. 2007
37 (33.6) 71 (64.6) 2{1.8) 0.66 0.34 220 <0.001 China Hsieh ef al. 2007
21(19.8) b6 (52.8) 29 (27 4) 0.59 0.41 106 <0.001 China Hsieh ef al. 2007
16 (24 6) 31 (50.8) 15 (24 B) 0.50 0.50 61 0.001  Hungria Maolvarec et al. 2006
23(39.7) 31 (53.4) 4 (6.9) 0.66 0.34 58 018 Hungria Molvarec ef al. 2006
41 (37.3) 47 (42.7) 22 (20.0) 0.59 0.41 110 0.04 Hungria Molvarec ef al. 2007
B0 (33.3) 93 (51.7) 27 (15.0) 0.59 0.41 180 0.007 Hungria Molvarec ef al. 2007
19 (33.9) 29 (51.8) 8 (14.3) 0.60 0.40 56 020 Hungria Molvarec ef al. 2007
71(33.3) 10 (47.6) 4 (19.1) 0.57 0.43 21 042  Hungria Maolvarec ef al. 2007
4 (36.4) 6 (564.5) 1{9.1) 0.64 0.36 11 0.69 Hungria Maolvarec ef al. 2007
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7.1.3. Polimorfismo PR PROGINS

Tabela 13. Polimorfismo PR PROGINS em mulheres com ciancer de mama

Freqiiéncias Genotipicas

Freqiiéncias Alélicas

A1AT -n (%) A1A2 -n (%) A24A2 -n (%) A1 (%) A2 () n p-value Pais de origem Referéncias
426 (76.1) 128 (23.0) 5(0.9) 0.88 0.12 559 0134  Alemanha Wang-Gohrke ef al. 2000
119 (76.8) 32 (20.6) 4 (2.6) 07 0.23 165 0420  Austria Fabjani et al. 2002
109 (89.3) 12 (9.8) 1 (0.8) 0.94 0.06 122 =0.001 Brasil Gomes ef al. 2006

Tabela 14. Polimorfismo PR PROGINS em mulheres sem ciancer de mama

Freqiiéncias Genotipicas

Freqiiéncias Alélicas

A1AT -n (%) A1A2 -n(%) A242 -n(%) A1 (%) A2 () n p-value Pais de origem Referéncias
544 (72.5) 191 (25.5) 15 (2.0) 0.85 0.15 750 Brasil neste estudo
393 (71.0) 144 (26.0) 17 (3.0) 0.84 0.16 h54 0.44  Alemanha Wang-Gohrke ef al. 2000
78 (73.6) 28 (26.4) 00 0.74 0.26 106 0.34  Austna Fabjani et al. 2002
3[] (79.0) 7(18.0) 1(0.3) 0.88 012 38 0.61  Brasil Carvalho ef al. 2004
31 (65.3) 17 (34.6) 1(2.1) 0.80 0.20 49 0.36  Brasil Linhares ef al. 2005
42 (B2.7) 24 (35.8) 1(1.5) 0.81 0.19 67 0.18 Holanda Romano ef al. 2005
95 (78.4) 24 (19.2) 3(2.4) 0.88 0.12 125 0.32  Brasil Gomes ef al. 2006
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7.1.4. Polimorfismo STK15 F31I

Tabela 15. Polimorfismo STK15 F31] em mulheres com cancer de mama

Freqiiéncias Genotipicas

Freqiiéncias Alélicas

T -n (%) AT -n (%) AA -n (%) A (%) T (%) n estudo p-value Pais de origem Referéncias
h59 (59.5) 331(35.2) 50 (5.3) 0.23 077 540 0.281  Estados Unidos Egan ef al. 2004
121 (11.0) 491 (44.8) 490 (44 .5) 0.67 0.33 1102 =0.001  China Dai ef al. 2004
50 (9.8) 214 (41.1) 256 (49.3) 0.70 0.30 520 =0.001 China Sun ef al. 2004
71(10.0) 288 (40.7) 348 (49.3) 0.70 0.30 7o7 =0.001  Taiwan Lo efal. 2005
h33(59.4) 303 (33.7) 62 (6.9) 0.24 0.76 894 0.025  Estados Unidos Ewart-Toland ef al. 2005
335 (66.1) 164 (30.3) 18 (3.6) 0.19 0.81 507 0.004  Reino Unido Fletcher ef al. 2006
B85 (62.7) 372 (33.9) 38 (3.5) 0.20 0.80 1093 0.031 Estados Unidos Guetal 2007
Tabela 16. Pelimorfismo STK15 F31/ em mulheres sem cancer de mama
Freqiiéncias Genotipicas Fregiiéncias Alelicas
AA -n (%) AT -n (%) IT -n (%) A (%) T (%) n pvalue Pais de origem Referéncias
34 (4.5) 291 (38.7) 425 (56.7) 0.24 0.76 750 Brasil neste estudo
192 (36.9) 262 (50.4) 66 (12.7) 0.62 0.38 520 <0.001  China Sun ef al. 2004
81 (42.4) 85 (44.5) 25(13.1) 0.65 0.35 191 <0.001  China Sun ef al. 2004
534 (45.0) 503 (42.4) 149 (12.6) 0.66 0.34 1186 =<0.001  China Dai et al. 2004
886 (45.0) 887 (45.0) 196 (10.0) 0.68 0.32 1969 <0.001  Taiwan Lo efal. 2005
31 (3.7) 283 (34.1) 516 (62.2) 0.21 0.79 830 0.082  Estados Unidos Egan ef al. 2004
21(4.7) 148 (33.0) 279 (62.3) 0.21 0.79 443 0.131  Estados Unidos Ewart-Toland ef al. 2004
48 (5.5) 280 (32.0) RAT (62.5) 0.21 0.79 874 0.015  Reino Unido Fletcher ef al. 2006
56 (5.5) 332 (32.3) 639 (62.2) 0.22 0.78 1027 0.017 Estados Unidos Gu efal 2007
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7.2. Haplétipos de ERa-397 Pvull - ERa-351 Xbal

Tabela 17. Freqiuiéncia dos haplétipos ERa-397 Pvull - ERa-351 Xbal neste e em outros estudos

Referéncias HAPLOTIPOS
PX Px pX Px
n total n (%) n (%) n (%) n (%)
Origem Pais
Neste estudo* Brasil Brasil 401 53.5 107 14.3 2 0.3 240 32.0
Van Meurs et al. 2003 Africa e USA** USA/Africa Sub- 19 9 50.0 3 13.6 0 0 7 36.8
Sahariana

Patel et al. 2000 Caucasiana Canada 236 35.6 63 9.5 0 0 363 54.9
Becherini et al. 2000 Caucasiana Italia 610 249  40.9 35 5.7 8 1.3 318 52.1
Bagger et al. 2000 Caucasiana Dinamarca 454 153 33.7 60 13.3 0 0 241 53.0
Albagha et. 2001 Caucasiana Reino Unido 206 69 33.5 19 9.2 2 12.0 116 56.1
Van Meurs et al. 2003 Caucasiana Holanda 1100 370 33.7 147 13.3 0 0 583 53.0
Jakimiuk et al. 2007 Caucasiana Polbnia 64 12 17.3 15 244 7 10.9 30 47.4
Kobayashi et al. 1996 Asiatica Coréia 238 44 18.7 63 26.5 1 0.3 130 54.5
Han et al. 1999 Asiatica Coréia 598 110 18.5 129 21.5 14 2.3 345 57.7
Yamada et al. 2002 Asiatica Coréia 2238 410 18.3 499 22.3 0 0 1329 594

* Considerando-se as freqiiéncias abaixo:

PX: C-C-G-G (n=87, 11.6%), C-C-G-A (n=57, 7.6%), C-T-G-G (n=3, 0.4%), C-T-G-A (n=254, 33.9%).

Px: C-C-A-4 (n=8, 1.1%), C-T-A-A (n=99, 13.2%).
pX: T-T-G-G (n=0, 0%), T-T-G-A (n=2, 0.3%).
px: T-T-A-A (=240, 32.0%).

** grupo constituido de 10 amostras de individuos afro-americanos ¢ nove de individuos africanos (sub-Saharianos) todas procedentes do
repositorio do Instituto Coriell (Camden, NJ, USA).
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Tabela 18. Freqiiéncia dos haplétipos ERa-397 Pvull - ERa-397 Xbal entre brancas (n=

599) e ndo-brancas (n= 151) na amostra estudada

Haplétivos Brancas Nao-brancas
plotip n (%) n (%)
PX: C-C-G-G 70 (11.5) 16 (10.6)

C-C-G-A 45 (7.5) 12 (7.9)
C-T-G-G 3 (0.5) 0
C-T-G-A 208 (34.7) 45 (29.8)
Total: 326 (54.2) 74 (49.0)
Px: C-C-A-A 2 (0.3) 6 (3.9)
C-T-A-A 75 (12.5) 24 (15.9)
Total 77 (12.8) 30 (19.8)
pX: T-T-G-G 0 0
T-T-G-A 2 (0.3) 0
Total: 2(0.3) 0
px: T-T-A-A 195 (32.5) 47 (31.1)
Total: 195 (32.5) 47 (31.1)

p-value dos haplétipos entre mulheres brancas e nao-brancas = 0.13
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7.3. Calculos do Equilibrio de Hardy-Weinberg

Tabela 19. Calculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra total de mulheres do

estudo (n= 750)

Polimorfismo n observado n esperado
Genodtipos (%) (%)
ERa-397 Pvull C/T
TT 242 (32.3) p*p*n = 235 p=0.560
CT 356 (47.5) 2*p*q*n = 370 g=0.440
cC 152 (20.2) g*g*N = 145 H-W=1.01
ERa-351 Xbal A/G
AA 347 (46.3) p*p*n = 338 p=0.670
AG 313 (41.7) 2*p*q*n = 331 g=0.330
GG 90 (12) g*g*N = 81 H-W=2.21
PR PROGINS
A1/A1 544 (72.5) p*p*n = 545 p=0.853
A1/A2 191 (25.5) 2*p*q*n = 189 q=0.147
A2/A2 15 (2.0) qg*g*N = 16 H-W=0.14
STK15 F31I
TT 425 (56.7) p*p*n =434 p=0.761
AT 291 (38.8) 2*p*q*n = 273 g=0.239
AA 34 (4.5) q*q*N =43 H-W=3.23

Tabela 20. Calculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra de mulheres brancas

do estudo (n= 599)

Polimorfismo n observado n esperado
Genoétipos (%) (%)
ERa-397 Pvull C/T
T 195 (32.5) p*p*n= 191 p= 0.564
CT 286 (47.8) 2*p*g*n= 294 g=0.436
cC 118 (19.7) q*g*n= 114 H-W=0.505
ERa-351 Xbal A/G
AA 270 (45.1) p*p*n= 264 p= 0.663
AG 255 (42.6) 2*p*q*n= 267 q=0.337
GG 74 (12.3) g*q*n= 68 H-W=1.29
PR PROGINS
A1/A1 428 (71.4) p*p*n= 429 p= 0.846
A1/A2 158 (26.4) 2*p*q*n= 156 q=0.154
A2/A2 13 (2.2) g*g*n= 14 H-W=0.126
STK15 F31I
T 340 (56.8) p*p*n= 349 p=0.763
AT 234 (39) 2*p*g*n= 217 q= 0.237
AA 25 (4.2) q*q*n=33 H-W= 3.83
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Tabela 21. Calculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra de mulheres nao-
brancas do estudo (n= 151)

Polimorfismo n observado n esperado
Genodtipos (%) (%)
ERa-397 Pvull C/T
TT 47 (31.1) p*p*n= 44 p= 0.543
CT 70 (46.4) 2*p*q*n=75 g= 0.457
cC 34 (22.5) g*g*n= 32 H-W= 0.656
ERa-351 Xbal A/G
AA 77 (51) p*p*n="75 p=0.702
AG 58 (38.4) 2*p*q*n= 63 g= 0.298
GG 16 (10.6) q*gq*n= 13 H-W=1.01
PR PROGINS
A1/A1 116 (76.8) p*p*n= 116 p=0.878
A1/A2 33 (21.9) 2*p*q*n= 33 q=0.122
A2/A2 2(1.3) g*g*n=2 H-W= 0.04
STK15 F31I
TT 85 (56.3) p*p*n= 85 p= 0.751
AT 57 (37.8) 2*p*q*n= 57 g= 0.259
AA 9(5.9) g*g*n=9 H-W=0.02

109



7.4. Protocolo de extragao de DNA

Extracao de DNA pelo Método de Puregene (Gentra Systems, Minneapolis,
EUA)

Solugao de Lise de Hemacias (RBC) 5 mM Cloreto de Magnésio (MgCly)
1 mM EDTA pH 8,0

Solugao de Lise Celular (CLS) 10 mM Tampao Tris pH 7,5
1 mM EDTA pH 8,0
1% SDS

Solugao de Precipitagao de Proteina 7,5 M Acetato de aménio (NH4AC)

Outros Agentes Utilizados Isopropanol 100%
Etanol 70%
Tampao TE 1X

RBC 0,5 ml MgCl, 1 M
0,2ml EDTA0,5M
100 ml agua destilada

CLS TmlTris1 M
0,2ml EDTAO0,5M
10 ml SDS 10%
100 ml H,O destilada

Etapa 1 — Lise Celular

a) Adicionar 3 ml de sangue total a um tubo falcon de 15 ml contendo 9 ml da
solugao de lise RBC. Inverter o tubo e incubar a temperatura ambiente por 10
minutos. Inverter pelo menos uma vez mais durante a incubacao;

b) Centrifugar por 10 minutos a 3400 rpm (2000g). Remover o sobrenadante
deixando um pellet visivel de células brancas e 100-200 ul de liquido residual;

c) Vortexar o tubo vigorosamente para ressuspender as células brancas no
supernadante residual, o que facilita em muito a lise na etapa seguinte;

d) Adicionar 3 ml da solugdo de lise celular ao tubo contendo as células
ressuspendidas e misturar com pipeta de transferéncia diversas vezes até a
solugdo ficar homogénea. Apds misturar, nenhum residuo celular (ou
aglomerado de células) deve ser visivel. Se houverem residuos, incubar a
37°C até a solugado ficar homogénea. A amostra é estavel se armazenada
nessa solucao a temperatura ambiente por 18 meses;
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Etapa 2 — Precipitacao da Proteina

Resfriar a amostra até a temperatura ambiente;
Adicionar 1 ml da solugao de precipitacdo de proteina ao lisado celular;

Vortexar vigorosamente por 20 segundos para misturar a solugao
uniformemente com o lisado celular;

Centrifugar a 3400 rpm por 10 minutos. As proteinas precipitadas formarao
um pellet marrom escuro e compacto;

Etapa 3 — Precipitacao do DNA

a)

d)

e)

Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um tubo falcon de 15 ml
contendo 3 ml de isopropanol 100%;

Inverter o tubo lentamente cerca de 50 vezes até que aparegam os “novelos”
de DNA;

Centrifugar a 3400 rpm por 3 minutos, o DNA sera visivel como um pellet
branco pequeno;

Retirar o sobrenadante e drenar o tubo em papel absorvente. Adicionar 3 ml
de etanol 70%. Inverter o tubo varias vezes para lavar o pellet de DNA,;

Centrifugar a 3400 rpm por 1 minuto. Retirar o sobrenadante
cuidadosamente.O pellet podera estar solto, por isso € preciso inverter o tubo
lenta e cuidadosamente para nao perdé-lo;

f) Drenar o tubo em papel absorvente e deixar a amostra “secar” a temperatura

ambiente por 15 minutos;

Etapa 4 — Hidratagdo do DNA

a)

b)

Adicionar 200-250 ul de tamp&do TE 1X que resulta em uma concentragao
aproximada de 400 ug/ul. Deixar o DNA hidratar neste tampao a temperatura
ambiente por 12-24 horas ou alternativamente, incubar o DNA a 65° C por 1
hora;

Armazenar o DNA a 2-8° C;
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7.5. Protocolo de PCR do Polimorfismo PROGINS do Receptor de Progesterona

Tabela 22. Componentes para a reacao de PCR do polimorfismo PROGINS

Componente Concentragdo Concentragao Volume por
, Estoque final reagao (pl)
Agua Qsp asp 10.5
Tampéo 10X 1X 2.0
MgCl, 50 mM 1.6 mM 0.8
dNTP 2 mM 0.04 mM 0.5
Primer Forward 20 pmol 0.4 pmol 0.5
Primer Reverse 20 pmol 0.4 pmol 0.5
Taq platinum 5 unidades/ pl 1 unidade 0.2
DNA 20 ng/ul 100 ng/ul 5.0
Total --- - 25

Programa para o PCR no Termociclador Eppendorf Mastercycler:
a) 94°C 3 minutos
b) 94°C 30 segundos
c) 60°C 1 minuto
d) 72°C 30 segundos
do passo b até passo d — 35 ciclos
e) 72°C 5 minutos

Gel de agarose (2%):

2 g agarose

7 ul brometo de etidio (1ug/ml)
100 ml tamp&o TBE 1X
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Figura 4. Imagem obtida sob visualizagdo em transiluminador de gel de agarose
impregnado com brometo de etidio e contendo amostras com diferentes genétipos
para o polimorfismo PROGINS (gene PR). Coluna 1: marcador de peso molecular
100bp DNA ladder (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA); coluna 2: gendtipo A1/A1
(produtos de amplificagao de 149 pb); coluna 3: gendtipo A7/A2 (produtos de
amplificacao de 149 e 455 pb); coluna 4: gendétipo A2/A2 (produtos de amplificagao de
455 pb) e coluna 5: “branco” do experimento.
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7.6. Protocolo de PCR dos Polimorfismos ERa-397 Pvull C/T, ERa-351 Xbal A/G
e STK15 F31I

Tabela 23. Componentes para a reagao de PCR em tempo real

Componente Concentragiao Concentragao Volume por
estoque Final reagao (ul)

Agua asp gsp 4.94

TagMan Universal 2X 2X 6.25

PCR Master Mix

SNP Genotyping 20X 20X 0.312

Assay Mix

DNA 20ng/ul 20ng/ul 1

Total 12.5

Programa para o PCR em Tempo Real — Termociclador Applied Biosystems 7500:

a) 95°C 10 minutos
b) 92°C 15 segundos
c) 60°C 60 segundos

Apdés PCR, a fluorescéncia é medida no mesmo aparelho e realizada a discriminagao
alélica.
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7.7. Sequéncias das sondas utilizadas para analise dos polimorfismos
analisados por PCR Tempo Real

7.7.1. Polimorfismo ERa-397 Pvull C/T:
(dbSNP ID: rs2234693 e Assay ID: C__ 3163590 _10):

[VIC/FAM]
TCATCTGAGTTCCAAATGTCCCAGCIC/TIGTTTTATGCTTTGTCTCTGTTTCCC

7.7.2. Polimorfismo ERa-351 Xbal A/G:
(dbSNP ID: rs9340799 e Assay ID: C__ 3163591 _10):

[VIC/FAM]

TTCCCAGAGACCCTGAGTGTGGTCT[AIG]IGAGTTGGGATGAGCATTGGTCTCTA

7.7.3. Polimorfismo STK15 F31I:
(dbSNP ID: rs2273535 e Assay ID: C__ 25623289 10)

[VIC/FAM]

AAAACGTGTTCTCGTGACTCAGCAA[AITITTCCTTGTCAGAATCCATTACCTGT
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7.8. Graficos de discriminagao alélica e amplificagdo dos polimorfismos
analisados em PCR Tempo Real

7.8.1. Polimorfismo ERa-397 Pvull C/T

Allelic Discrimination

180

160 L 2

. L g
¢ Lagend
140 i
@ Alsle
¢ * : (@ Ay

120 A 8an
g A [\ wre
§ g f @ Undetermined
i)
. ¥ ©
Z 0.80 .
2
i 060 ‘

H

040 .

020

000

0.00 020 040 0.60 080 100

Allele X (POL Normal)

Grafico 1. Discriminagao alélica do polimorfismo ERa-397 Pvull C/T. Observa-se em
azul (diamante) amostras com o genétipo TT, em verde (triangulo) amostras com o
genétipo CT, em vermelho (esfera) amostras com o genétipo CC. Em cinza (quadrado)
estdo denotados os “brancos” do experimento.
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Grafico 2. Amplificagdo de uma amostra (genétipo CC do polimorfismo ERa-397 Pvull)
em que houve anelamento da sonda marcada com VIC.
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Grafico 3. Amplificagao de uma amostra (genétipo TT do polimorfismo ERa-397 Pvull)
em que houve anelamento da sonda marcada com FAM.
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Grafico 4. Amplificagdo de uma amostra (genétipo CT do polimorfismo ERa-397 Pvull)
em que houve anelamento da sonda marcada com VIC e da sonda marcada com FAM.
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7.8.2. Polimorfismo ERa-351 Xbal A/G

Allelic Discrimination
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Grafico 5. Discriminagao alélica do polimorfismo ERa-351 Xbal A/G. Observa-se em
azul (diamante) amostras com o genétipo GG, em verde (tridangulo) amostras com o
genétipo AG, em vermelho (esfera) amostras com o gendétipo AA. Em cinza (quadrado)
estdo denotados os “brancos” do experimento.
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Grafico 6. Amplificagao de uma amostra (genétipo AA do polimorfismo ERa-351 Xbal
A/G) em que houve anelamento da sonda marcada com VIC.
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Grafico 7. Amplificagcao de uma amostra (genétipo GG do polimorfismo ERa-351 Xbal
A/G) em que houve anelamento da sonda marcada com FAM.
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Grafico 8. Amplificagdo de uma amostra (genétipo AG do polimorfismo ERa-351 Xbal

A/G) em que houve anelamento da sonda marcada com VIC e da sonda marcada com
FAM.
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7.8.3. Polimorfismo STK15 F31I
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Grafico 9. Discriminacao alélica do polimorfismo STK715 F31l. Observa-se em azul
(diamante) amostras com o genétipo AA, em verde (triangulo) amostras com o genétipo
AT, em vermelho (esfera) amostras com o genétipo TT. Em cinza (quadrado) estao
denotados os “brancos” do experimento e as amostras “X” correspondem a falhas de

amplificagao.
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Grafico 10. Amplificagdo de uma amostra (genétipo TT do polimorfismo STK15 F31] em

que houve anelamento da sonda marcada com VIC.
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Grafico 11. Amplificagao de uma amostra (genoétipo AA do polimorfismo STK15 F31/ em
que houve anelamento da sonda marcada com FAM.

1.0e+001

1.0e+000

Delta Rnvs Cycle

1.0e-001

Delta Rn

1.0e-002

1.0e-003

1.0e-004

123 456 78 910111213 141516 1718 192021 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 4950

Cycle Number

Dete: [DeltoRnvs Cycls = |
Detector. ‘AH A

Line Colar [Detector Calor ¥ |

Analysis Settings
(" Auto Ct
® Manual Ct
Threshald: [0.2000000
(" Auto Baseline

@ hanual Baseline

Start (cycle) }3

End (yele) ‘15

Help

Grafico 12. Amplificagdo de uma amostra (genétipo TT do polimorfismo STK15 F31/ em
que houve anelamento da sonda marcada com VIC e da sonda marcada com FAM.
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7.9. Carta de Aprovacgao do Projeto no Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagao do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre

: HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
St Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacio

Sy
.

ma
f COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAQO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissdo Cientifica e a Comiss&o de Pesquisa & Etica em Salide, que é reconhecida pela Comissao
Nzcional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)USDHHS, como Institucional Review Board (IRBODO0D921)

analisaram o projeto:

Projete: 05-182 Versdo do Projeto:  15/08/2005 Versao do TCLE: 29/08/2005

Pesquisadores:
LAVINIA SCHULER-FACCINI
PATRICIA ASHTON PROLLA
EDENIR INEZ PALMERO
ROBERTO GIUGLIANI
LUCIANE KALAKUN

MAIRA CALEFFI

Titulo: ESTUDO SOBRE O PERFIL DE RISCO E A FREQUENCIA DE POLIMORFISMOS
GENETICOS ASSOCIADOS AO CANCER DE MAMA NA COMUNIDADE DA ILHA DOS
MARINHEIROS EM PORTO ALEGRE

- Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Censentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Saltde. Os membros do
CEP/HCPA nao participaram do processo de avaliagao dos projetos onde constam como pesquisadores.
Toda e qualquer alteragdo do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA. Somente poderdo ser utilizados os Termos de Consentimento onde conste
a aprovagao do GPPG/HCPA.

- De acordo com a regulamentag@o da Resolugao 340/2004 do CNS/MS o CEP/HCPA foi credenciado,
através da Carta Circular N°® 037 CONEP/CNS/MS de 11 de agosto de 2004, para dar aprovagio final para
este projeto.

Porto Alegre, 29 de agosto de 2005.
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7.10. Carta de Aprovacao do Projeto no Instituto de Educagao de Pesquisa do

Hospital Moinhos de Vento

Hospital Moinhos de Vento
Comité de Etica em Pesquisa

Parecer Consubstanciado de Proj

Titulo do Projeto: Estudo sobre o perfil de risco e a fre
associados ao Cancer de mama em um grupo de mulh

eto

quéncia de polimorfismos genéticos

| Pesquisador Responsavel Patricia Ashton Prolla

eres de POA

Data da Versao
11/10/2005

Cadastro HMV 2005/55

Data do Parecer 24/10/2005

1.1 Genética Humana

Grupo e Area Tematica

2

Objetivos do Projeto

no estudo com as ja descritas na literatura.

Caracterizar um grupo de mulheres de 40 a 69 anos, sem histéria pessoal de cancer de mama,
residentes em Porto Alegre quanto a fatores de risc
heredograma, caracterizar a populagio estudada quanto a fatores de risco ndo genéticos,

quanto a polimorfismos e comparar as frequéncia génicas e genotipicas das variacées obtidas

0 genéticos colhidos a partir de

Sumario do Projeto

anos sem histéria desta patologia.

O cancer de mama é um problema significativo de satde publica, devido a sua morbidade,
altas taxas de incidéncia e de mortalidade, sendo POA a cidade com as mais altas taxas. O
conhecimento acerca de alteragées em genes de suscetibilidade é relevante para determinar
fatores etiolégicos e direcionar estratégias de prevengio. Diante dos objetivos ja
mencionados, o projeto realizar-se-a no Niicleo Mama com cerca de 800 mulheres de 40 a 69

Aspectos relevantes para avaliagao Situagdao
Titulo Adequado
Relagao dos Pesquisadores Adequada
Local de Origem na Instituicao Adequado
Projeto elaborado por patrocinador Nao

Aprovagdo no pais de origem

Nio necessita

Local de Realizagéo

Outro (citar no comentario)

Outras instituicoes envolvidas Sim

Condigdes para realizagédo Adequadas
Introdugao Adequada
Objetivos Adequados
Método

Tipo de projeto

Pesquisa em material biolégico

Delineamento

Adequado

Tamanho de amostra

Total 800 No HMV

Calculo do tamanho da amostra

N&o informado

Participantes pertencentes a grupos especiai Nao
Selegao eqiiitativa dos individuos participantes Adequada
Critérios de inclusdo e exclusao Adequados
Relagao risco- beneficio Adequada
Uso de placebo Nao utiliza
Periodo de suspensio de uso de drogas (wash out) | Nao utiliza
Monitoramento da seguranga e dados Adequado
Instrumentos de coleta de dados Adequados
Avaliagdo dos dados Adequada - quantitativa
Privacidade e confidencialidade Adequada
Termo de Consentimento Adequado
Adequacao as Normas e Diretrizes Sim
Cronograma Adequado
Data de inicio prevista 01/2006
Data de término prevista 1/2/2007
Orgamento Adequado
Fonte de financiamento externa Outras fontes
Referéncias Bibliograficas Adequadas

Pagina 1-2
VersaoCEP/HMV- 01/2003
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Hospital Moinhos de Vento
Comité de Etica em Pesquisa
Parecer Consubstanciado de Projeto

Recomendacgao
Aprovar |

Comentéarios Gerais e Sugestoes

O presente projeto realizar-se-a com um grupo de mulheres provenientes do Niicleo

Mama, com financiamento solicitado ao FIPE e CNPq. Apenas nao foi demostrado o
calculo de tamanho do amostra, o qual sugiro ser entregue.

Pagina 2-2
VersaoCEP/HMV- 01/2003
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7.11. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Estudo sobre o perfil de risco e a freqiiéncia de polimorfismos genéticos associados ao cancer
de mama em um grupo de mulheres de Porto Alegre*

Justificativa e os Objetivos da pesquisa:

O cancer de mama acomete, ao longo de toda vida, cerca de uma em cada dez mulheres
em nosso meio e sua detecgdo precoce & muito importante, pois aumenta as chances de cura da
doenca. Atualmente acredita-se que caracteristicas genéticas individuais (chamadas polimorfismos
em genes de suscetibilidade) podem aumentar ou diminuir a chance de uma pessoa ter cancer de
mama independente de outros fatores de risco, como por exemplo, histéria de cancer na familia e
uso de horménios. O conhecimento do perfil e da distribuigdo desses polimorfismos em nosso meio
podera auxiliar o entendimento de falores de risco e causas do cancer de mama (ambientais ou
ndo). Este € um estudo de pesquisa que sera feito em mulheres de 40 a 69 anos que realizam
mamografias todos os anos no Nicleo Mama Porto Alegre. Ele tem como objetivo avaliar se ha
nessas mulheres fatores de risco para o cancer de mama, e se esses fatores sdo comuns ou néo.
Dentre os fatores de risco estdo também certas caracteristicas genéticas (chamados
polimorfismos) que podem ou ndo aumentar levemente o risco para cancer de mama. Inicialmente
serdo estudados polimorfismos em algumas regides do material genético. Ao longo do estudo,
novas informagoes poderao surgir e a analise de novos polimorfismos associados ao risco para
cancer de mama podera ser realizada .

Procedimentos e Riscos ou desconfortos potenciais:

Informagoes sobre fatores de nsco para o cancer de mama serdo obtidas de um
questionario de risco e do seu prontuério ambos existentes no Nucleo Mama Porto Alegre
(NMPOA). Estas informagoes terdo sido colhidas no momento de entrada em outro estudo, de
acompanhamento anual por mamografia no NMPOA. Para estudar as caracteristicas genéticas (ou
polimorfismos) sera coletada uma pequena amostra de seu sangue (10 ml) em dois frascos. As
amostras serdo analisadas no Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e no
Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. No momento da coleta
de sangue podera haver alguma dor em decorréncia da pungdo da pele. Complicagdes de coleta
de sangue sdo raras e geralmente sdo de pequeno porte. Se houver extravasamento de sangue
da veia no local da punga@o geralmente hd uma mancha roxa (hematoma) e um pegqueno
desconforto que desaparece em poucos dias. As coletas de sangue serdo realizadas pelo pessoal
especialmente treinado para este fim o que diminui as chances de complicagdes.

Beneficios esperados:

Nos ainda ndo sabemos se estes “polimorfismos genéticos” realmente tem alguma
importancia sobre“ risco de cancer de mama em mulheres do Rio Grande do Sul, e este estudo
esta sendo feito justamente para tentar verificar isso. Este trabalho podera ou ndo beneficiar sua
familia futuramente. Esse beneficio provavelmente ndo sera direto para sua pessoa, pois € um
estudo inicial cujos resultados deverao ser confirmados posteriormente em uma anélise em muitas
mulheres adicionais, por um nimero maior de anos. Caso alguma informagédo derivada deste
estudo for importante para vocé e sua familia todo esforgo sera realizado para informa-los. Como
ainda ndo sabemos exatamente o que significa ter cada um destes polimorfismos em termos de
risco para cancer de mama, € importante que vocé continue realizando todos os exames de rotina
para manter a salde das suas mama, como _auto-exame mensal das mamas, exame anual por
médico no posto e mamografia anual a partir ‘dos 40 anos de idade, mesmo que vocé ndo sinta
nada de diferente nas suas mamas.

Vocé tem o direito de recusar-se a participar deste projeto e sua recusa ndo afetara de
nenhuma maneira o seu cuidado (ou de seus familiares) no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
ou no NMPOA.

Pesquisadoras responsaveis: Dras. Lavinia Schiiler-Faccini e Patricia Ashton-Prolla
Telefone: (051) 2101-8011

A | GPPG
2 'MH%FO APRCOVADA

051,10k
W opARZ
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que fui informada, de
forma clara e detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coergdo, dos objetivos, da
justificativa, dos procedimentos que serei submetido, dos riscos, desconfortos e beneficios do
presente Projeto de Pesquisa, assim como dos procedimentos alternativos aos quais poderia ser

submetido, todos acima listados.

1. Declaro ter sido esclarecido sobre a garantia de receber resposta a qualquer pergunta sobre
procedimentos, riscos, beneficios ligados & pesquisa e que serei informado quanto ao

desenvolvimento de novos exames relacionados.
SIM NAO

2. Declaro estar ciente de meu direito de retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que
isso traga prejuizo a continuidade de meu tratamento.
Sim NAO

3. Declaro ter sido esclarecido que ndo receberei nenhuma remuneragao financeira.
siMm NAO

4. Declaro ter sido esclarecido sobre a seguranga de que minha identidade sera preservada e que

todas as informagdes por mim fornecidas serdo confidenciais.
Sim NAO -

5. Autorizo o armazenamento da amostra de meu DNA, obtido nesse projeto de pesquisa, para
utilizagao futura.

SIM NAO
6. Autorizo a utilizagdo de minha amostra de DNA caso surjam novos estudos sobre polimorfismos
relacionados ag_cancer de mama no futuro. _

SIM NAO <

7. Declaro estar ciente de que ndo ha prazo exato ou estipulado para receber resposta do
resultado desta pesquisa, mas que este sera informado assim que disponivel.
Sim NAO

8. Estou ciente de que posso optar por ndo saber o resultado do teste quando este estiver
disponivel. ¥
S NAO

9. Em caso de impossibilidade de receber o resultado pessoalmente, autorizo meu/minha familiar,
Sr./Sra. a recebé-lo.

10. Eu expliquei a os objetivos, riscos, beneficios e procedimentos
necessarios para esta pesquisa, na minha melhor capacidade.

Assinatura do entrevistador Nome por extenso Local e Data

Eulie recebi uma topia deste formulario de consentimento e concordo em participar da pesquisa.
Eu entendo a informacao fornecida por este documento e tive a oportunidade de fazer perguntas e
esclarecer minhas duvidas sobre a pesquisa.

Nome e assinatura do participante Local e Data Data de nascimento

Pesquisadoras responsaveis: Dras. Lavinia Schiler-Faccini e Patricia Ashton-Prolla
Telefone: (051) 2101-8011

HCFA / GPPG
VIRSAO APRCVADA
051N 1. 06

m/ o192
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7.12. Ficha de Levantamento de Dados do Nucleo Mama Porto Alegre

NUCLEO MAMA PORTO ALEGRE
FICHA DE LEVANTAMENTO DE DADOS

INomo: IDN:
IEndeteqo: INo:
IBain’o: IFone:
|Escolaridade: Juss: |Data da Consuita:
1. Algum de seus parentes de 10 grau teve cancer? (pais, irméos ou filhos) | sm | nso | niose
|se positivo informe: Familiar: Tipo: Idade:
ISO positivo informe: Familiar: Tipo: Idade:
IRISCO TIPO | - HISTORIA FAMILIAR sim ndo ndo sei
2. Algum de seus parentes de 10 grau tern ou teve céincer de mama efou ovério?
3. Alguém na sua familia tem ou teve cancer nas duas mamas?
4. Algum homem da sua familia teve céncer de mama?
5. Alguma mulher na sua familia teve cincer de mama E ovério (a mesma pessoa)?
18. Alguma mulher na sua familia teve cdncer de mama antes dos 50 anos?
I?. Na sua familia, ha 2 oL ou mais pessoas com cincer de mama e/ou ovério 7
|8. Na sua familia, hé 2 oL ou mais pessoas com céncer de mama efou intestino ?
i
[RISCOTIPO Il - AVALIACAO ANTROPOMETRICA |risco TiPO I - FuMO sim néio
lo. Peso (xg): 12. Tem habito de fumar?
10. Altura (m): 13. Quantos cigarros/dia:

11. IMC (peso/altura2):

JRISCOTIPO IV - USO DE BEBIDA ALCOOLICA sim

1 medida = vinho: 2 copos

14. Tem habito de ingerir bebida alcoélica?

cerveja: 1 garrafa ou 2 latas

15. Quantas medidas por dia?

destilados: 2 doses

IRISCOTIPOV - ANTECEDENTES sim ndo néo sei
[116.vocs ja teve cancer de mama ou ovario?
17. Vioca jé fez bidpsia de mama?
18. Houve alteracéo na sua bipsia?
19. No de biépsias realizadas:
|EXAME CLINICO
[Normal
Alterado Nodulo | Derr. papitar | At Peie | Gangios | Outro. Qual?
|ENCAMINHAMENTOS |oata do Encaminhamento:
|risco SIM__ | 1 resposta positiva ==>  NMPOA
friscon sm | mc>25
’RISOO it SIM Se fumar |Profissional:
IRISCO v SiM 7 ou mais medidas/semana
|riscov SIM___| 1 resposta positiva ==> _ NMPOA
|ExamE cLiNico ALTERADO | alterado ==> NMPOA
OBSERVAGOES FINAIS
a) Acompanhamento Anual (sem fatores de risco de 15 a 39 anos ou >70 anos) |Registro:
b) Rastreamento mamogréafico anual (40-69 anos)
o) Sintomatico
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7.13. Ficha de Anamnese do Nucleo Mama Porto Alegre

Identificagao:

Registro:

Endereco:

Nome:

Nome da Mae:

Data de Nascimento: /

/ Idade:

Raca (

) branca () negra (

) asiatica

[“IConsulta de Rotina

Data da 12 consulta: /

/

Historia Atual

Queixa Principal

Observagoes

[INenhuma

[1Dor mamaria

[ Nédulo

[‘1Derrame papilar

[JAlteracdo de imagem

[JAlteracao de pele

[[] Abscesso mamario

[“1Outro

[[]Cancer mamario

Cirurgia:

T _N_M E:

Anatomopatoldgico:

Data:  /

Exames Apresentados

|
|

Historia Gineco Obstétrica

Menstruacao

Menarca: anos

Gestagoes

Nascimento do 1° filho :
N° gestagdes: Parto Normal
anos

Ultima gestagao:
Amamentagao meses

anos

Cesarea Abortos Mola
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Cirurgias

[]Histerectomia |dade: anos [[]Ooforectomia [_]Uni [|Bi Idade: anos

Menopausa

Idade: [INatural []Cirargica

Reposi¢ao Hormonal

[CJEm uso N° de meses

Qual? [ 1Estrégeno [ 1Continuo [ ]Seqiiencial [ ]Progesterona [ ]Continuo [ 1Seqiiencial

Contracepg¢ao/ Método

Outras doencas

[[IMama

Jéa fez biopsia mama

()sim

( )néo

( ) ndo sei

Quantas vezes ? -Realiza auto exames da mama .

[CJEndométrio

[[1Ovario

[IColo do Utero

Sexualmente Transmissiveis

[CIHIV
[IHPV (Verrugas)
[[]Outros

Revisao de sistemas

Doencas:

Cirurgia Prévias :

Alergias:

Histéria Familiar

Algum de seus parentes de 1° grau tem ou teve cancer ? (pai , mae , irma , filho ou filha)
Se a resposta for sim Indique : Familiar Tipo: Idade de inicio:

Algum de seus parentes de 1° grau tem ou teve cancer de mama ou ovario? () sim ( )ndo ( )nao sei
Alguém na sua familia tem ou teve cancer nas duas mamas ? ( )sim ( )n&o ( )nao sei
Algum homem da sua familia teve cancer de mama? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei

Alguma mulher em sua familia teve cancer de mama e ovario( )sim ( )ndo ( )n&o sei
Alguma mulher em sua familia teve cancer de mama antes dos 50 ? ( ) sim ( )ndo ( )nao sei
Na sua familia , ha duas ( ou mais) pessoas com cancer de mama e/ou cancer de ovario? ( )sim

Na sua familia , hd duas ( ou mais ) pessoas com cancer de mama e/ou intestino ? () sim ( ) nado

)ndo ( )nao sei
() néo sei

Encaminhar ao geneticista se ao menos uma das respostas for “sim”

Perfil Psicosocial

Situagao Inicio Término Observacgoes
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[[]Uso de alcool

01 medida = 02 copos de vinho
01 medida= 01 garrafa de cerveja ou 02 latas
01 medida = 02 doses de destilado -

fator de risco se o individuo utilizar 07 ou mais medidas
por semama

[1Uso de fumo Quantos /dia : tipo:

[1Uso de drogas

[1Obesidade Altura : Peso : IMC : peso/alturaxaltura
[IDepressao

[IOutros

Situacgao familiar

Exame da Mama

QIl -Quadrante Interno Inferior Tipo Lesao

QIS -Quadrante Interno Superior .

QEI -Quadrante Externo Inferior @ Nédulo
LEGENDA | QES-Quadrante Externo Superior | % Nodularidade

\ MAM - Mamilo ¥ Retragdo
ME - Mama Esquerda W Pele alterada
MD- Mama Direita *a
Regido Tipo Dimensoées

CONDUTA PROPOSTA:

ENCAMINHAMENTO:

EVOLUGAO:

DATA:

DATA:
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7.14. Artigo submetido a Revista “Genetics and Molecular Biology”

Population prevalence of hereditary breast cancer phenotypes and
implementation of a genetic cancer risk assessment program in

Southern Brazil.
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ABSTRACT

Background: In April of 2004, a large population-based cohort study (the Nucleo
Mama Porto Alegre — NMAMA Cohort) was started in Porto Alegre, Southern Brazil,
an area with on the higher breast cancer incidence and mortality rates of the country.
The goals of the study were to determine the prevalence of hereditary breast cancer
phenotypes in the sample as well as evaluate the acceptance and participation of
individuals with a family history of cancer in a genetic cancer risk assessment
program (GCRA). Methods: At inclusion in the cohort, all patients answered a
questionnaire about family history, designed to identify patients with an increased
likelihood of carrying germline mutations in BRCA and other breast cancer
predisposition genes. Patients with a positive family history were referred to GCRA,
where a full pedigree was obtained and lifetime breast cancer risk estimates and as
well as prior probabilities of carrying a BRCA mutation were estimated whenever
applicable and fulfilment of criteria for a breast cancer predisposition syndrome was
evaluated independently by two clinical geneticists. Results: Of the 9218 women
enrolled in the NMAMA cohort, 1286 (13.9%) reported a family history of cancer and
1247 were referred to GCRA; 345 (27.7%) of these did not reach or declined such
evaluation. Of the remaining 902 women, 55 (8.0%) had an estimated lifetime risk of
developing breast cancer =2 20% and 214 (23.7%) had pedigrees suggestive of a
breast cancer predisposition syndrome; an unexpected high number of families with
criteria for Li-Fraumeni-like syndrome were identified. Women at higher risk
categories were offered genetic testing and referred to more intensive follow-up
and/or screening protocols. Conclusions: The overall prevalence of a hereditary
breast cancer phenotype was 2.3% in the population-based sample of women

studied. This indicates that in a considerable proportion of women from this
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community, further genetic evaluation of the patient and her family genetic testing
should be undertaken, exposing a problem of significant magnitude. The large
proportion of GCRA attenders (72.3%), suggests that the program was well accepted
by the community and is feasible, regardless of potential cultural, economic and

social barriers.

Condensed abstract: The study describes the implementation and preliminary
results of a genetic cancer risk assessment program in an underserved community in
Southern Brazil. A significant proportion of the women from the general population of
that community reported a family history consistent with hereditary breast cancer
syndrome phenotypes. The program was well accepted by the community and is

feasible, regardless of potential cultural, economic and social barriers.
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INTRODUCTION

Latin America is formed by medium-to-low income countries with evolving
health indicators towards patterns seen in developed nations. The population has an
extensive ethnic and cultural diversity, determined by their history and different
degrees of admixture between native and immigrant populations [1]. Brazil is the
largest and most populated country in Latin America, it has approximately 170 million
inhabitants, and although its gross national product is ranked as world’s 8", the
average per capita income is world’s 39t [2, 3]. A significant challenge in Brazil and
other Latin American countries is the inclusion of new health technologies, including
genetic risk assessment and testing, in a health care system that has significant

budget constraints.

The Brazilian constitution guarantees the right to medical assistance to every
citizen and at least 75% of the population depends almost entirely on health care
provided by the government (SUS - Sistema Unico de Satde). A special program of
SUS designed for community-based health care is the Programa Saude da Familia
(PSF or Family Health Program), created in the mid-90's and based upon
multidisciplinary teams, composed by a physician, nurse, one or two nurse assistants

and 4-6 lay community health workers. This team provides primary health care to a
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geographically defined group of approximately 600 families. PSF has expanded

rapidly and nowadays provides health care to about half of the population [4-7].

With few exceptions, departments of health at city, provincial and national
levels do not have explicit policies for the prevention and care of people with genetic
disorders in Brazil. Genetic services are mainly centered in teaching hospitals of
major cities and cancer genetic testing per se is not yet covered by SUS or private
health insurance. In Porto Alegre, the two existing public GCRA services are located

in tertiary care centers [8-10].

Breast cancer (BC) is a significant public health problem in all Brazilian States,
and is currently the first cause of cancer-related deaths in Brazilian women of all
ages. Rio Grande do Sul, Brazil's southernmost state, has one of the highest breast
cancer incidence rates of the country and increasing breast cancer mortality rates,
despite efforts to improve breast cancer screening coverage. In addition, breast
cancer is the leading cause of death by cancer in young women (30-49 years) from

this region [11-13].

One of the most important breast cancer risk factors is a positive family
history, and an estimated 5-10% of all diagnosed cases is hereditary, i.e., caused by
germline mutations in high penetrance predisposition genes [14-16]. Germline
mutations in the BRCA71 and BRCAZ2 genes are related to an increased risk for
breast, ovarian and other cancers in a syndrome called Hereditary Breast and
Ovarian Cancer (HBOC) which corresponds to the majority of hereditary breast
cancer worldwide [17-22]. Other BC-predisposition genes, such as TP53 (associated
to Li-Fraumeni and Li-Fraumeni-like syndromes, LFS/LFL) [23-25] PTEN (associated
with Cowden’s syndrome) and CHEK?2 (associated to Hereditary Breast and Colon

Cancer syndrome, HBCC) [26] have been identified and are thought to have
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important, albeit lower contributions to the phenotype [27, 28]. The identification of
individuals with these syndromes is important to ensure that appropriate cancer risk

reduction strategies are recommended to him/her and his family [29, 30].

Not much attention has been given to the identification and study of hereditary
breast cancer phenotypes in the community and primary health care services [31-34].
In this context, the main purpose of this study was to assess the prevalence of a
significant family history of cancer and of hereditary breast cancer phenotypes in an
underserved community with high breast cancer incidence and mortality rates in

Southern Brazil.

MATERIALS AND METHODS

In April of 2004, a large population-based cohort study (the Nucleo Mama
Porto Alegre — NMAMA Cohort) was started in Porto Alegre, the capital of the
Brazilian State of Rio Grande do Sul. The cohort intends to collect demographic,
epidemiologic and risk factor data of a large sample of women above the age of 15
years and, in addition, test a model for community-based breast cancer screening for
those between ages 40-69, as described elsewhere [35, 36]. Women above age 15
years that visited primary health care units from the PSF program in 19 underserved
areas of Porto Alegre were included in the NMAMA cohort from April 2004 through

March 2006.

Patient recruitment. Family history (FH) of breast cancer and other tumors was
assessed in all patients included in the NMAMA cohort by a 7 question instrument

(Table 1) and considered both maternal and paternal histories in first-, second- and
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third-degree relatives. The questionnaire has been validated for this population (data
published elsewhere) and was based on features that have been associated with an
increased likelihood of clinically significant BRCA mutations [30, 37-40]. Furthermore,
a question about FH of breast cancer and/or colon cancer was included due to a
previous suggestion of a higher than expect prevalence of such association in cancer
genetic clinics of Porto Alegre [41]. Women older than 18 years answering positively
to at least one of the questions at the primary care unit were referred for GCRA and
invited to participate in this study. Ethical approval was obtained from the institutions
involved and inclusion required signature of informed consent. Active recruitment was
initiated after 6 months if patients referred by the PSF did not reach NMAMA and
consisted of three attempts to schedule a visit by telephone, followed by an invitation
letter and a search for the patient by community agents. If all strategies failed, or if

three scheduled appointments were not kept, no further contact attempts were made.

Genetic Cancer Risk Assessment (GCRA). Genetic evaluation included medical
and family histories recorded in detailed pedigrees with information traced as far
backwards and laterally as possible, extending to paternal lines and including a
minimum of three generations. Confirmation of the cancer FH was attempted in all
cases and pathology reports, medical records and/or death certificates were obtained
whenever possible [42]. Estimated lifetime breast cancer risks (ELTR) were obtained
using the Claus Tables, Gail and Tyrer-Cuzick models [43-46]. For the clinical
diagnosis of hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome, the American
Society of Clinical Oncology (ASCO) criteria were used [47-49]. In addition, prior
probabilities of carrying a BRCA1 or BRCA2 mutation were determined for each

patient using mutation prevalence tables and the modified Couch (Penn IlI) mutation
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probability model [40, 45, 50]. All pedigrees were reviewed by at least two clinical
geneticists to assess presence of criteria for LFS, LFL, HBCC or other cancer
predisposition syndromes. For LFS, LFL and HBCC previously published criteria for
clinical diagnosis were used [23-26]. Three breast cancer risk categories were
established: Risk |: < 0.2 using all three models of ELTR; Risk II: = 0.2 with at least
one of the models and Risk Ill: women with a family history fulfilling criteria for a

breast cancer predisposition syndrome.

Follow up. All patients were encouraged to perform monthly breast self-
examinations (BSE). Women with ELTR < 0.2 (Risk |) were referred back to their
primary care units for prospective follow-up as determined by age and other non-
genetic risk factors. Patients with estimates = 0.2 (Risk Il) and those fulfilling criteria
for a hereditary cancer syndrome (Risk Ill) were referred to clinical breast evaluations
at 6 month-intervals. Annual mammography and breast ultrasound were added for all
patients between ages 40-69 and under the age of 50 years, respectively, or
whenever indicated by the clinical examination. Those with an increased risk for
tumors other than breast cancer were referred to tertiary care centers for inclusion in
comprehensive cancer screening programs. Those with criteria for a breast cancer
predisposition syndrome were offered genetic testing and results of this investigation
will be described elsewhere. After conclusion of the genetic evaluation, written
reports and a brochure with key information about breast cancer prevalence,
treatment and prevention, as well as information about hereditary breast cancer,

were mailed to all patients.
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RESULTS

Description of the population served by the program. Women enrolled in this

study were residents of 7 regions of the city of Porto Alegre, that together

comprehend 305 km2 or 64.0% of its area, and about 35.0% of its total population. All
study subjects were regular users and relied almost exclusively on the PSF system
for health care. Although specific demographic data on this population of PSF clients
is unavailable, data of the most recent municipal census indicate that in these
regions, 49.2% of the inhabitants have less than 8 years of education (5.6% are
illiterate), 20.0% live in temporary homes and 6.5% of providers have no income [3,

51].

Patient recruitment. Of the 9218 women enrolled in the cohort, 1286 (13.9%)
answered positively to at least one of the seven questions about FH of cancer (Figure
1) and those above age 18 years (n=1247) were referred for GCRA. Of these, 261
(21.0%) did not reach NMAMA and did not respond to the active recruitment
strategies within a period of 12 months after inclusion in the cohort. In addition, 41
(3.3%) women scheduled an appointment three times and did not show and another
43 (3.4%) did not wish to participate in the study. The remaining 902 women from
829 families were compliant with the referral and attended GCRA. Comparison
between demographic data of women with a positive family history that were
submitted to GCRA (attenders) and those never evaluated (non-attenders) showed
that they differed significantly in some aspects. Non-attenders were, on average,
younger, less educated, and had less often been submitted to a breast biopsy
(p<0.001; supplementary data). Regarding cancer FH, a higher proportion of non-

attenders referred both breast and ovarian cancer in a relative (Table 1). When the
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answers to this question at the primary care unit were compared to the FH reported
during GCRA (confirmed with medical records) among attenders, a low concordance
level between responses was observed, i.e. with only one diagnosis (usually breast
cancer) remaining in most cases (Kappa coefficient = 0.069). For the other questions,
a significant difference in responses between the groups was only observed for a FH
of breast and/or ovarian cancer in = 2 relatives, but with a higher frequency of

positive answers among attenders.

Risk Assessment. Demographic and other variables related to estimation of lifetime
risk for developing breast cancer in the 902 attenders are summarized in Table 2. Of
note, a significant proportion of women were smokers and overweight or obese, as
also observed in the NMAMA cohort as a whole [35]. Regarding the family history of
cancer, a high number of patients referred a positive history in the maternal lineage.
A history of BC only, or BC and CRC were commonly reported. The majority of
women evaluated, 688 (76.3%), did not fulfill criteria for a breast cancer
predisposition syndrome. Of these, 633 (92.0%) and 55 (8.0%) women had estimated
lifetime risks of developing breast cancer < 0.2 and = 0.2, respectively. The most
common feature of the family history that justified genetic risk assessment in this
group of patients was the presence of a relative with breast cancer < age 50 years
(Table 3). The remaining 214 women (23.7%) from 183 families had pedigrees
suggestive of a breast cancer predisposition syndrome, the majority of them fulfilled
criteria for the Li-Fraumeni-like syndrome (Figure 1). Twenty-five families fulfilled
criteria for more than one syndrome. The 76 patients (65 families) fulfilling criteria for
HBOC syndrome had average BRCA mutation probabilities of 21.9% (SD = 13.9%)

and 25.7% (SD = 14.8%) by the Penn Il model and BRCA mutation prevalence
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tables, respectively. For all cancer-unaffected attenders, the ELTR were obtained
using the Claus Tables, Gail and Tyrer-Cuzick models; mean estimates were 13.6%,
13.9% and 13.9%, respectively. Data on breast cancer family history and lifetime risk

estimates for patients in the three distinct risk categories is summarized in Table 3.

DISCUSSION

Using a simple 7-question instrument to inquire about the family history of
cancer in women from primary care units of an underserved region in Southern
Brazil, we identified a significant proportion with cancer family histories fulfilling
criteria for one of the most commonly recognized hereditary breast cancer
syndromes. Although a phenotypic overlap between the HBOC, LFS/LFL and HBCC
syndromes exists, the observed high frequency of LFL pedigrees is striking,
especially considering that the original questionnaire used to identify these patients
was not designed to screen for LFS/LFL. As early as 1999, Varley et al [52] already
described certain low penetrance TP53 alleles and suggested that deleterious
mutations in TP53 (or related genes) may be more frequent in the population than
estimated previously. In addition, several recent reports have indicated that a
deleterious germline mutation in TP53, R337H, might be very prevalent and related
to a founder effect in Southern Brazil [53-55]. Therefore, although some of the criteria
used here for the diagnosis of the LFL phenotype are quite relaxed and may not
constitute per se an indication for TP53 mutation testing in other countries, in this
region LFL may indeed be a common hereditary breast cancer phenotype. Future
results of germline mutation testing should help to clarify this issue, and contribute to

our understanding of the applicability and discriminatory accuracy of breast cancer
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risk estimation models, current diagnostic criteria and mutation prediction models for

hereditary breast cancer syndromes in this population.

The relatively large proportion of attenders to the proposed GCRA (72.3%) is
very encouraging, and comparable to that encountered in similar studies. As
examples we cite the studies of Ricker et al. [56] and Chin et al. [57] in underserved
communities from the U.S. and Singapore were 88.0% and 70.0% of appointments
were kept by the patients, respectively. Furthermore, in a recent study by O’Neill et al
[58] in the U.S., the outcome of genetics referrals was evaluated in a group of women
with an estimated BRCA mutation probabilities =210.0%. Within six-months after
referral, 36.0% of patients had undergone genetic evaluations (acceptors), 27.0% still
intended to seek (intenders) and 36.0% refused such assessment (decliners).
Population-based mammographic screening programs worldwide, have also
described variable compliance rates, around 61.0-83.0% [59-61].

In this study, the number of attenders has to be further interpreted in light of
the difficulties that most of these women face to seek advice, health care and cancer
prevention opportunities. First, there might be a cultural difference in cancer-
associated risk perception and/or a difficulty in understanding the impact of
preventive interventions. The way of dealing with risk is not only influenced by risk
perception but also by culture. This was clearly demonstrated by Hofstede in a
landmark study to characterize different cultures from nations around the world, using
five parameters, including the uncertainty avoidance index (UAIl) [62]. This index,
which reflects the tolerability of a certain society towards uncertainty and ambiguity,
is higher in the Brazilian society than in Denmark, the United Kingdom and the United
States of America. Such difference could interfere with cancer risk perception and

motivation to seek genetic cancer risk assessment. In addition, certain cultures are
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more fatalistic about cancer and perceive fewer benefits from screening [63]. Second,
there might be a knowledge barrier to the understanding of how preventive measures
will ultimately increase quality of life [56, 64, 65]. Third, in many of these women, care
of self is often set aside by more urgent needs, such as providing food, housing and
education to their families. Finally, there has been an historical lack of resources to
ensure that adequate screening is provided in this area, even if there is evidence for
a higher risk [36]. For all of these reasons, programs such as the one presented here,
that attempt to identify and prospectively follow women at increased risk for cancer,
need to consider the importance of patient education and social interventions (i.e.
facilitate transportation, nutrition and childcare) in the difficult task of maintaining
compliance to the recommended guidelines. A more detailed study of non-attenders
may give us better clues on how to improve coverage for programs such as these,
ensuring that most high-risk patients have access to the information and preventive
interventions.

Through the implementation of this GCRA program for an underserved
community in Southern Brazil, we were able to determine that the overall prevalence of

a hereditary breast cancer phenotype in the population-based sample of women studied was

2.3%, indicating that this may be a matter of considerable concern in this region. In
addition, the establishment of breast cancer risk categories enabled the identification
of higher risk women who may benefit from more intensive screening interventions.
The relatively high number of women that attended GCRA sessions after an initial
referral suggests that the program was well accepted by the community and is

feasible, regardless of potential cultural, economic and social barriers.
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Figure 1. Preliminary results of genetic cancer risk assessment in a population-based
cohort of women 2 15 years of age in Porto Alegre, Brazil.
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Table 1. Positive responses to the family history questionnaire given by women
referred to genetic risk assessment (GCRA). n = 1247; including GCRA attenders and

non-attenders.

GCRA non- GCRA
attenders attenders
(n=345) (n=902) P

N (%) N (%)
Did any of your 1st degree relatives have 122 (35.4) 378 (42,0) 0118
breast or ovarian cancer ?
Did any'/?of your relatives have bilateral breast 48 (14.1) 112 (12.4) 0.561
cancer
Did an)'/?man in your family have breast 6 (1.7) 11 (1.2) 0.590
cancer
Did any woman in your family have breast 47 (13.9) 44 (4.9) p<0.001
and ovarian cancer ?
Did any woman in your family have breast
cancer before the age of 50 years? 214 (62.4) 568  (63,0) 0.551
Do you havg 2 or more relatives with breast 63 (18.3) 226 (25.1) 0.016
and/or ovarian cancer ?
Do you have 2 or more relatives with breast 69 (20.2) 234 (25,9) 0.062

and/or bowel cancer ?

(*) one patient may have answered positively to more than one question.
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Table 2. Demographics and variables of the 902 women evaluated for genetic

risk assessment

N % Mean SD
Age at assessment - - 43.2 12.7
BMI 27.9 5.8
<18.5 6 0.7 - -
18.51-25 300 33.3 - -
25.01,1-30 298 33.0 - -
>30 285 31.6 - -
Smoking 262 29.0 - -
Age at menarche - - 12.7 1.7
Parity
No children 108 12.0 - -
One or more children 790 88.0 - -
Age at birth of first child - - 21.5 5.0
Reproductive Status
Pre-menopausal 585 65.2 - -
Post-menopausal 312 34.8 - -
Age at menopause - - 47.0 54
Endogenous hormone exposure (ys) - - 27.3 9.7
Hormone replacement therapy 73 8.1 - -
Consanguinity * 65 7.3 - -
Family history of cancer
Side of family
Maternal 554 62.7 - -
Paternal 223 25.2 - -
Maternal and paternal 58 6.6 - -
Others (siblings/offspring) 49 5.5 - -
BC family history
Breast cancer only 234 26.1 - -
Breast and ovarian cancer 87 9.6 - -
Breast and colon cancer 179 19.8 - -

(¥) Evidence of consanguinity within family, regardless of relationship to the proband.
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Table 3. Risk estimates and breast cancer history according to risk category in
the 902 women submitted to genetic assessment.

Estimated lifetime
risk for breast

cancer

Estimated lifetime
risk for breast

cancer

Phenotype of
Breast cancer
predisposition

<0.2 >20.2 syndrome P
M(SD) M(SD) M(SD)
n=633 n=55 n=214
Number of BC cases in 0.98(0.67) 1.45(0.83) 1.69(1.14)  <0.001
family
Number of BC-affected 0.92(0.54) 1.24(0.55) 1.20(0.64)  <0.001
generations
Average age at BC
e e amily 46.6(10.6) 47.0(11.4) 46.6(11.2)  0.968
ELTR for BC
Using the Gail** model 10.2(4.1) 19.2(5.1) 12.3(6.6)  <0.001
Using the Claus 10.2(2.8) 16.7(7.8) 13.9(7.4)  <0.001
model
Using the Tyrer-
omg e Ty 9.8(3.7) 19.6(6.2) 12.4(5.6)  <0.001
Prior probability of
mutation in a BRCA
gene
Mutation
Prevalence 6.3(3.8) 6.7(3.9) 13.2(13.0)  <0.001
Tables***
Modified Couch 9.7(4.3) 10.3(5.0) 14.8(10.6)  <0.001

Model***

M=mean; SD=standard deviation; BCPS=breast cancer predisposition syndrome; BC=breast cancer;

ELTR=estimated lifetime risk

* The group with average-slightly increased risk has a mean value that is significantly lower than the

other two groups.

** The mean values in all three groups differ significantly from each other.

*** The group with criteria for a breast cancer predisposition syndrome has a mean value that is

significantly higher than that of the other two groups.

Note: The number of valid cases used in each of the ELTR and prior probability analyses was as
follows: for the Gail, Claus and Tyrer-Cuzick models, 878, 592 and 874 valid cases, respectively. For
the mutation prevalence tables and the modified Couch model, 890 and 874 valid cases, respectively.
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Abstract

Germline TP53 mutations predispose to a rare familial cancer syndrome, the Li-Fraumeni Syndrome (LFS), charac-
terized by the early onset of multiple cancers including childhood adrenocortical carcinomas, sarcomas and brain tumors,
and breast and colon cancer in young adults. An identical germline mutation at codon 337 in 7P53 (R337H) has been
shown to be causally related to an increased risk of multiple cancers in unrelated subjects with familial cancer risk in
Southern Brazil. Here we have assessed the prevalence of R337H in 750 healthy women participating in a community-
based breast cancer screening program in the area of Porto Alegre. The mutant was detected in two participants (0.3%)
who were fourth-degree relatives and reported a familial history of cancer at multiple sites that did not match classical
criteria for LFS and its variants. Testing in additional family members detected the mutation in three subjects, one of
whom developed breast cancer at the age of 36. These findings indicate that R337H may be a low penetrance mutant which
predisposes to multiple cancers and occurs in the population of Southern Brazl at a frequency 10-20 times higher than
other 7P53 mutants commonly associated with LFS.
© 2007 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Germline mutations in TP33 are associated with
inheritance of the Li-Fraumeni Syndrome (LFS,
OMIM #151623), a rare autosomal dominant disor-
der characterized by a familial clustering of tumors,
with a predominance of sarcomas, breast cancers,
brain tumors and adrenocortical carcinomas, diag-
nosed before the age of 45 years [13,14]. Other can-
cers, such as leukemia, lung cancer, skin melanoma,
colorectal cancer, gastric cancer, pancreatic cancer,
and prostate cancer are also present in excess in
some families and. in some cases, germ cell tumors,
choroid plexus papilloma and Wilms tumor have
been reported as part of the spectrum [8.9,11,3.20].
The diagnostic criteria were initially defined as pres-
ence in the family of one individual with sarcoma
before the age of 45, one first-degree relative with
any cancer under the age of 45 and another first-
or second-degree relative with any cancer under
age 45 or sarcoma at any age. Germline mutations
in TP53 are found in 70% of cancer-prone families
fulfilling this definition. Subsequently, a number of
families with tumor patterns that resemble LFS
but do not fulfill the original criteria have been
described, leading to different definitions of Li-Fra-
umeni-like (LFL) syndromes. Germline 7P353 muta-
tions are present in 20-40% of the families matching
LFL definitions [3.7.16].

In a study of 45 Brazilian families matching at
least one of the clinical definitions of LFL [1], six
were found to carry a particular germline TP53
mutation at codon 337 (CGC to CAC, arginine to
histidine, R337H). This mutation has been initially
identified in the germline of subjects from Southern
Brazil who developed childhood adrenocortical car-
cinoma (ADC) but no other cancer, suggesting that
R337H may exert tissue-specific effects and predis-
pose exclusively to this tumor type [19]. In contrast
with these observations, we have found that R337H
was present in the germline of subjects from families
with a wide spectrum of inherited cancers, compat-
ible with LFL definitions. Of a total of 56 histolog-
ically confirmed tumors in six families, the most
common tumors were breast cancer (30.4%), soft
tissue sarcomas (10.7). brain tumors (10.7%). adre-
nocortical carcinomas (8.9%) and gastric cancer
(8.9%). Sequencing of TP53 in a breast cancer case

showed loss of the wild-type allele and retention of
R337H suggesting that the mutant allele played a
role in the development of this tumour. Further-
more, there is evidence in these families that cancer
risk segregates with R337H mutation carriage.
However, R337H was detected in several unaffected
family members, suggesting that the penetrance of
this mutation may be lower than that of conven-
tional 7P53 mutations associated with LFS/LFL
[1]. Compatible with this hypothesis, biochemical
evidence indicates that the mutation has special,
pH-dependent functional properties. The mutant
protein forms oligomers and retains wild-type activ-
ity at pH 7, but fails to do so at pH 8, thus display-
ing a mutant phenotype only in pH conditions at
the upper limit of the physiological range [6]. This
dependence upon subtle changes in biochemical
conditions may explain the variable patterns of can-
cers in families who carry this mutation in the germ-
line. Outside Brazil, this mutation has been reported
only once in a family of Portuguese background [5].
The reason why R3371 occurs at a high frequency
in cancer-prone families in Southern Brazil is
unknown. Analysis of hypervariable microsatellite
loci within the TP53 gene supports the hypothesis
of a founder effect [17].

Taken together, the conditional character of this
mutant as well as the possibility of a founder effect
has led us to suggest that the mutant allele may be
relatively common in the general population of
Southern Brazil, but may express its deleterious
properties only in particular physio-pathological
contexts. In the present study, we have analyzed
the presence of R337H in the germline of 750
healthy volunteers from the area of Porto Alegre,
Brazil's southernmost capital. Here we report the
presence of the mutant R337H in two Brazilian sub-
jects (0.3%). who both belonged to the same family
with a positive cancer history but without the LFS/
LFL clinical profile.

2. Materials and methods

In the present study, we have assessed the prevalence
of R337H in the germline of a consecutive group of 750
cancer-unaffected women aged 40-09, participating in a
breast cancer mammography screening program that cov-
ers 18 health districts in the city of Porto Alegre [4]. All
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Fig. 1. Detection of R337H by restriction fragment length polymorphism and sequencing. DNA extracted from peripheral blood was
amplified by PCR to generate a 238-base pair product encompassing exon 10 and flanking splice sites. (A) Restriction length fragment
polymorphism (RFLP) analysis with Hhal. Black arrowhead: uncleaved fragment (mutant); white arrowhead: cleavage products (wild-
type). MW, molecular weight marker; Bl, blank, S1 and S2 are two subjects with wild-type and mutant codon 337, respectively. (B)
Sequencing of an independent PCR product of sample S2 showing a G to A transition at the second base of codon 337.

participants signed informed consent and provided a
blood sample. At recruitment, demographic data and
information on individual and familial risk of breast
cancer (BC) were collected through a structured
questionnaire.

DNA was extracted from peripheral blood using stan-
dard procedures [15] and amplified with primers hybridiz-
ing to TP53 in introns 9 and 10 to generate a 238-base
pair PCR product encompassing the entire exon 10 plus
flanking splice sites. This product was analyzed by restric-
tion fragment length polymorphism (RFLP) using the
restriction enzyme Hhal, which specifically cleaves a
DNA sequence that is scrambled by mutation at codon
337 [1]. The uncleaved mutant allele was identified in
4% agarose gels after ethidium bromide staining, and
the nature of the mutation was determined by bi-direc-
tional, automated sequencing of an independent PCR
product (Fig. 1).

3. Results

All patients were cancer-unaflected, unselected for
family history and reported no particular breast-related
complaints at inclusion. The mean age of the participants
was 51.1 years and the majority of women were found to
have either no abnormalities or benign findings on mam-
mography (BIRADS 1, 2 or 3: 99.1%).

The R337H mutant was detected in two of the 750 par-
ticipants (0.3%). Clinical examinations of the breast and
mammographies were normal (BIRADS 1) in both partic-
ipants, and none of them reported a previous diagnosis of
cancer. However, the two participants reported a familial
history of cancer, and were found to be fourth-degree rel-
atives (Fig. 2). The participants (I11.6 and 1V.12) were re-
contacted, informed of their results, and additional at-risk
family members were mvited to participate in the study.
Those interested in participating provided an extended
family history and a blood sample for R337H testing after
informed consent. The mutation was found in three addi-

tional family members: one woman affected with breast
cancer at the age of 36 years (1V.13) and two asymptom-
atic 62- and 80-year-old women (11.2, 111.12). Further-
more, genotyping for three common polymorphisms in
intron 2 (PIN2, rs1642785) [18] intron 3 (PIN 3) [12.10]
and exon 4 (PEX4, rs1042522) [2] indicated that subjects
with R337H share a common set of polymorphisms, com-
patible with the hypothesis that the same mutant haplo-
type is present in all R337H carriers.

4. Discussion

The results observed in this study suggest a much
higher prevalence for the R337H mutant than that of
other TP53 germline mutations causing the LFS/
LFL syndromes in the general population. The two
subjects that were initially found to be R3371 carri-
ers belonged to a large family in which eight cases of
cancer were ascertained. five of whom are part of
LFS tumor spectrum. However, the tumor pattern
observed in this pedigree does not match any of the
clinical definitions of well-characterized cancer pre-
disposition syndromes. including classical LFS and
LFL criteria. This may explain why this family has
not been so far recognized as at-risk for familial can-
cer. These observations do not by themselves support
the conclusion that R337H 1s causallv related to an
increased risk of multiple cancers. However, taken
together with our previously reported results in
R337H families recruited in high-risk cancer genetics
clinics (see Introduction, [1]), they conccur to iden-
tify R337H as a low-penetrance mutation which is
common in the population of Southern Brazil. Taken
together, the information available on tumor pat-
terns in R337H carriers suggests that the mutation
has a low penetrance and it is likely that many carrier
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Fig. 2. Pedigree of the two asymptomatic R337H carriers participaling in a mammography screening program (II1.6 and I'V.12). Cancer-

affected individuals are shown in blackened symbols. Arrow indicates proband: current age is indicated in parenthesis. Dx, age at

diagnosis; d, age at death; WT, wild-type.

families may remain unaflfected throughout life. On
the other hand, some families with R337H appear
to develop familial syndromes of the LFS/LFL type.
In between, some R337H families present tumor pat-
terns that show only one of the LFS/LFL traits, such
as an excess of childhood ADC. It is therefore likely
that other, yet unidentified genetic factors may act as
modifiers of R337H penetrance and phenotype.

To our knowledge, this is the first study to report
detection of a germline TP353 mulation associated
with an increased risk of developing several types
of cancer in a population-based screening program.
So far, individuals with germline TP53 mutations
have been detected in the course of genetic testing
for high-risk families reporting to a cancer genetics
clinic on the basis of a suspicious family history.
These results suggest that the R337H allele may be
present in a small but significant proportion of the
general population in Southern Brazil, raising new,
unprecedented clinical and ethical challenges. On
the basis of current knowledge, however, care
should be exercised in the detection, information
and management of subjects who are R337H carri-
ers. The strict follow-up as recommended in LFS/
LFL families should be proposed only if justified

by familial history. Surveillance should take into
account the possibility of an increased risk of multi-
ple cancers, and not exclusively childhood ADC. In
particular, initiatives for testing children in a popu-
lation-based setting for identifying subjects at risk
for childhood ADC should be reviewed with
extreme caution because ol the ethical and clinical
implications over the lifetime of subjects who would
be detected as R337H carriers. It is therefore essen-
tial to focus efforts on assessing the risk ol cancer
associated with R337H carriage, and on identifving
modifiers that may help to better predict who could
be at higher risk among R337H carriers.
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