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Resumo

Nos ultimos anos, com os avancos cientificos alcancados, tornou-se evidente
gue a variabilidade genética do hospedeiro desempenha um papel crucial no
desenvolvimento, progressdo e consequente progndstico dos doentes oncoldgicos. Os
polimorfismos sdo variagdes na sequéncia de DNA que existem em individuos normais
de uma populagéo, cuja variante menos frequente esta presente em pelo menos 1 %
dessa populacdo. Uma fraccdo consideravel de polimorfismos apresenta significado
funcional sendo capaz de alterar, entre outros mecanismos, 0 balanco entre os danos no
DNA e a capacidade de resposta celular.

A CYP3A4 é uma enzima essencial na biotransformacdo de compostos
enddgenos e exogenos, promovendo a sua transformagdo em metabolitos faciimente
eliminaveis pelo organismo. Contudo, antes que possam ser eliminados, os compostos
podem perder actividade ou adquirir caracteristicas de caracter carcinogénico. Variagoes
na expressdo da CYP3A4 podem modificar as suas capacidades enzimaticas e, desta
forma, influenciar a metabolizacdo de agentes potencialmente etiol6gicos para
determinadas neoplasias, como agentes hormonais, e de agentes quimioterapéuticos,
como o paclitaxel.

Quando a célula normal é sujeita a accdo de carcinogénios, uma resposta
celular coordenada deve ocorrer de forma a identificar e corrigir o dano. Desta forma,
enzimas envolvidas nas vias de reparacdo, como a enzima DNA Ligase IV (LIG4), sdo
consideradas como caretakers do genoma. Variacées na expressao enzimatica da LIG4
podem conduzir a uma hipersensibilidade ao dano no DNA, desregulacdo dos
mecanismos de reparacdo e de apoptose, afectando a susceptibilidade para o
desenvolvimento neoplasico bem como a resposta a terapia oncolégica.

O cancro do ovario € a terceira neoplasia ginecoldgica mais frequente entre as
mulheres a nivel mundial. Na Europa, é a quinta neoplasia mais frequente na mulher mas
a primeira causa de morte entre 0os tumores ginecoldgicos. O cancro do ovario epitelial
(COE; 90 % dos tumores malignos do ovario) é altamente heterogéneo, podendo ser
dividido em quatro principais sub-tipos histologicos: seroso, mucinoso, endometridide e
células-claras.

A etiologia e a carcinogénese do ovario carecem ainda de elucidacdo, embora
eventos reprodutivos e hormonais possam ser determinantes. O tratamento standard do
COE avancado baseia-se na cirurgia citoreductora seguida de quimioterapia a base de

platinos e taxanos. Apesar de 80% das doentes responder a terapia de primeira linha, o
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Resumo

desenvolvimento de quimio-resisténcia é frequente e muitas das doentes acabam por
desenvolver recidivas. Encontra-se estabelecido que polimorfismos em genes de enzimas
envolvidas no metabolismo de agentes quimioterapéuticos e reparacdo do DNA podem
alterar significativamente o outcome da terapia.

Neste trabalho foi desenvolvido um estudo do tipo caso-controlo com o objectivo
de avaliar a influéncia dos polimorfismos -392 A/G no gene CYP3A4 e 1977 T/C no gene
LIG4 na susceptibilidade para o desenvolvimento de COE. Foram recrutados para este
estudo 252 doentes com diagndstico histolégico de COE (grupo de casos) e 250
individuos sem doenca oncolégica conhecida (grupo controlo). Paralelamente, foi
desenvolvido um estudo do tipo cohort retrospectivo de forma a avaliar a influéncia dos
polimorfismos referidos na resposta farmacogendémica das doentes com COE. Para este
estudo, foram incluidas 222 doentes com COE submetidas a quimioterapia de primeira
linha & base de paclitaxel e platinos, ap0s cirurgia citoreductora. Os individuos de ambos
os grupos foram genotipados por PCR-RFLP e Real-Time PCR relativamente ao
polimorfismo -392 A/G no gene CYP3A4 e 1977 T/C no gene LIG4, respectivamente. A
analise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do programa estatistico
SPSS.

Os resultados obtidos indicam que, apesar da importancia biolégica inerente a
cada uma das enzimas, os polimorfismos referidos ndo parecem influenciar a
susceptibilidade para COE. Os resultados farmacogendmicos demonstram uma
associagcdo entre o polimorfismo -392 A/G no gene CYP3A4 e uma diminuicdo na
sobrevivéncia global das doentes com COE, nomeadamente em doentes com tumores de
histologia seroso (p=0,019) e em fases avanc¢adas (estadio Ill; p=0,050). A presenca do
alelo G podera ter como consequéncia funcional uma maior degradagédo do paclitaxel a
metabolitos inactivos e, consequentemente, a uma menor efectividade da terapia. No que
diz respeito ao polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4, este parece estar associado com
uma tendéncia na resposta a terapia das doentes com tumores de histologia seroso e em
estadio Ill. Doentes portadoras do alelo C apresentam uma maior sobrevivéncia global
(p=0,057), o que pode estar relacionado com uma diminuicdo da actividade e eficicia
enzimatica da LIG4 e, consequentemente, a uma maior sensibilidade a terapia.

Estes resultados podem ser importantes na monitorizacdo de doentes com COE
e na definicdo de um perfil farmacogendmico de forma a melhorar as estratégias clinicas

aplicadas neste grupo de doentes.
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Abstract

In the last years, with the achieved scientific advances, it became clearer that the
genetic variability of the host have a great role in the development, progression and
consequent prognosis of the oncologic patient. Polymorphisms are variations in the DNA
sequence that exist in normal individuals of a population, whose less frequent variant is
present at least in 1 % of that population. A considerable fraction of polymorphisms have
functional significance being capable to change, among other mechanisms, the balance
between the DNA damage and the capability of cellular response.

CYP3A4 is a fundamental enzyme involved in biotransformation of endogenous
and exogenous compounds, promoting their transformation to metabolites easily
eliminated by the organism. However, before their elimination, the compounds can lose
their activity or acquire carcinogenic characteristics. Variation in expression of CYP3A4
can modify their metabolic skills and, thus, affect the metabolism of potential etiologic
agents to certain tumors, like hormonal agents, as well as in the metabolism of
chemotherapeutic agents, like paclitaxel.

When a normal cell is subjected to a carcinogenic action, a coordinate cellular
response takes place to identify and correct the damage. Thus, the enzymes involved in
the repair pathways, like DNA Ligase IV enzyme (LIG4), are considered as genome
caretakers. Variation in enzymatic activity of LIG4 can conduct to a hyper-sensibility to
DNA damage, deregulation of repair and apoptosis mechanisms, affecting the
susceptibility to the cancer development as well as oncologic therapy response.

Ovarian cancer is the third most common gynecological cancer among women
worldwide. In Europe, ovarian cancer is the fifth most incident cancer in women but the
main cause of death among the gynecological cancers. The epithelial ovarian carcinoma
(EOC; 90 % of all malignant ovarian) is highly heterogeneous and can be divided into four
main subtypes: serous, mucinous, endometrioid and clear cell.

The etiology and the ovarian carcinogenesis still need clarification although some
reproductive and hormonal events can be determinant. Standard treatment for EOC
patients is based on cytoreductive surgery, followed by chemotherapy with a platinum
agent and a taxane. Although 80 % of the patients respond to the first-line therapy, the
development of resistance is common and several patients eventually recur.
Polymorphisms in genes coding enzymes involved in the metabolism of chemotherapeutic

agents and DNA repair can dramatically modify the therapy outcome.
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Abstract

In this work we performed a case-control study in order to evaluate the influence
of -392 A/G polymorphism in CYP3A4 gene and 1977 T/C polymorphism in LIG4 gene in
the susceptibility to development of EOC. There were recruited 252 patients with
histologically confirmed EOC (case group) and 250 healthy individual without any
oncologic disease (control group). At the same time, it was also performed a retrospective
cohort study to evaluate the influence of the polymorphisms in the pharmacogenomic
response of the EOC patients. For this study, there were included 222 patients with EOC
that underwent first-line chemotherapy with platinum agent and paclitaxel after
citoreductive surgery. The analysis of -392 A/G polymorphism in CYP3A4 gene and 1977
T/C polymorphism in LIG4 gene were performed by PCR-RFLP and Real-Time PCR,
respectively. Analysis of data was performed using the statistical program SPSS.

The results obtained show that, despite the biological importance inherent to
each of these enzymes, the referred polymorphisms do not seem to influence the
susceptibility to EOC.

The pharmacogenomic results show an association between the -392 A/G
polymorphism in CYP3A4 gene and a diminished overall survival of the EOC patients,
namely in patients with serous tumors (p=0,019) and in advanced stages (stage llI;
p=0,050). The presence of G allele may have as functional consequence a greater
degradation of paclitaxel to less active metabolites and, consequently, a worse therapy
efficacy.

With respect to 1977 T/C polymorphism in LIG4, it seems to be associated with a
tendency in the therapy response of EOC patients with serous tumors and in stage lll.
Patients carrying G allele genotypes have a great overall survival (p=0,057), which may
be associated with a decrease enzymatic activity and efficacy of LIG4 and, consequently,
to a great sensibility to the therapy.

These results could help in the monitorization of patients with EOC and could
help to define a pharmacogenomic profile of EOC to improve the clinical strategies applied

in this group of patients.
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1. Introducéo

1.1. Oncobiologia e Epidemiologia Molecular

O cancro, considerado como a doenca do genoma, é um dos graves problemas
de saude publica que permanece por resolver, apesar de todos 0s avancos cientificos [1].
O cancro é encarado como uma doenga heterogénea, complexa e multifactorial, cujas
caracteristicas, desenvolvimento e progndstico variam de individuo para individuo [2-3].
Contudo, é actualmente aceite que a maioria dos tumores, se ndo a sua totalidade,
partilha um pequeno numero de propriedades moleculares, bioguimicas e celulares [4].
Por conseguinte, existem seis altera¢des essenciais na fisiologia celular que ajudam a
atingir o fenétipo maligno: auto-suficiéncia em relagcdo a factores de crescimento,
insensibilidade a factores inibidores do crescimento, fuga a apoptose, potencial replicativo
ilimitado, angiogénese e invasdo tecidular e metastizagdo. Uma década apds a
publicacdo da primeira sugestdo dos hallmarks do cancro, torna-se cada vez mais
evidente que outros factores poderdao também ser cruciais e transversais a maioria dos
tumores como o papel da imunidade, inflamacdo ou a regulacdo por moléculas
biologicas, como os microRNAs [5-6].

O processo de desenvolvimento tumoral, ou carcinogénese, é um processo
complexo que envolve uma progressiva acumulacdo de alteracdes genéticas que
conduzem a transformagdo de uma célula normal numa célula neoplasica [4]. De uma
forma geral, a carcinogénese pode ser dividida em trés etapas principais: iniciacao,
promocao e progressao. A iniciagdo consiste na aquisicdo de lesdes genéticas nao letais
pelas células somaticas, através da accdo de agentes carcinogénicos (quimicos, fisicos
ou biol6gicos), alteracBes epigenéticas ou pela heranca de alteracbes nas células da
linhagem germinativa [7].

Se a célula iniciada for devidamente estimulada por agentes promotores, como
agentes quimicos ou hormonais, ocorre uma acumulacdo sucessiva de alteracbes
genéticas que proporcionam uma vantagem selectiva da célula iniciada sob as restantes
células normais. A promocdo caracteriza-se, portanto, pela expanséo clonal selectiva de
células iniciadas e, como tal, em risco de sofrerem altera¢des genéticas adicionais e de
atingirem um estado de malignidade [7]. Por ultimo, a fase de progressado consiste na
expressao do fenétipo maligno e na aquisicdo de caracteristicas de maior agressividade

por parte das células neoplasicas. Durante este processo, e mediante a interac¢cdo com



1. Introducéao

factores ambientais, podem ocorrer alteracdes genéticas e epigenéticas, proporcionando
a activacdo de proto-oncogenes e a inactivagdo de genes supressores tumorais [7].

Estudos epidemioldgicos demonstram um aumento substancial no numero de
casos de cancro diagnosticados nos ultimos anos. Estes dados podem ser associados ao
aumento da populagdo e da esperanga média de vida, melhoria dos métodos de
diagnéstico assim como ao aumento da exposi¢cdo a agentes etiolégicos, como o tabaco
[3]. Desta forma, estima-se que, no ano de 2008, tenham ocorrido cerca de 12,7 milh&es
de novos casos de cancro e 7,6 milhdes de mortes por esta doencga, a nivel mundial. O
cancro da mama na mulher e o cancro do pulm&o no homem sdo 0s cancros mais
frequentes e mais mortais a nivel mundial [8].

Tendo em conta a forte associacdo entre a idade e o cancro, estima-se que em
2015, usando como referéncia dados de 2000, a taxa de incidéncia e de mortalidade por
cancro aumente significativamente, j& que o numero de individuos com mais de 65 e 80
anos sera, respectivamente, 22 % e 50 % superior [9].

Pela sua importancia epidemiolégica, o cancro tem sido alvo de estudo

exaustivo, embora muitas questfes permanegam ainda por esclarecer.



1. Introducéo

1.2. Variabilidade Genética Individual

A sequenciacdo do genoma humano permitiu identificar alteragcdes ao nivel da
sequéncia de DNA (Acido Desoxirribonucleico) e esclarecer de que forma é que estas
poderdo estar associadas a diferentes susceptibilidades, quer para o desenvolvimento
neoplasico, quer nas variadas respostas ao tratamento e consequente progndstico [10].
Com a excepgédo dos cancros hereditarios, cuja frequéncia é de 5-10 %, e resultantes de
mutacfes especificas, o desenvolvimento de uma neoplasia resulta de um conjunto de
factores na qual a variabilidade genética do hospedeiro desempenha um papel crucial [2].

Os genes envolvidos na susceptibilidade para cancro podem ser estratificados,
de acordo com a sua penetrdncia, em genes de elevada penetréncia, geralmente
envolvidos nos cancros hereditarios, como os genes BRCAL (Breast Cancer 1) e APC
(Adenomatous Polyposis Coli), e genes de baixa penetrancia, geralmente envolvidos nos
tumores esporadicos [11].

Os genes considerados de baixa penetrancia sdo genes comuns, com uma
acentuada interacgdo gene-ambiente e capazes de interagir com outros genes [11].
Embora estes genes apresentem um baixo impacto em termos de risco individual para
cancro, poderdo ser importantes na analise do risco atribuivel a nivel populacional,
permitindo a definicAo de grupos de risco, e assim auxiliar no desenvolvimento de
estratégias de prevencao e de tratamento para individuos com risco aumentado [12].

As variacdes na sequéncia de DNA que existem em individuos normais de uma
populacdo, cuja variante menos frequente esta presente em pelo menos 1 % dessa
populacdo, s&o classificadas como polimorfismos [11]. Os polimorfismos eram
inicialmente entendidos como funcionalmente insignificantes, embora evidéncias recentes
enfatizem que uma fraccdo consideravel de polimorfismos é capaz de afectar as
propriedades intrinsecas e a funcao proteica num grau variavel, apresentando por isso
significado funcional [13].

Nos Ultimos anos assistiu-se a um interesse renovado pelos polimorfismos
genéticos, dos quais 90 % sao considerados Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs),
ou seja, polimorfismos em que a variagdo ocorre num Unico nucleétido [14]. Evidéncias
apontam para que o risco para determinadas doencgas, tais como o cancro, seja bastante
influenciado pelos padrdes de SNPs de um individuo. Provavelmente, sera o efeito

combinado de um conjunto de SNPs e factores ambientais que contribuird para o
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diferente risco de desenvolvimento de uma determinada neoplasia, bem como para a
resposta a uma terapia [14-15].

Desta forma, a definicAo de perfis genéticos de susceptibilidade podem
proporcionar melhorias significativas na eficacia de programas de prevencédo de doencas,
assim como possibilitar um diagnostico precoce, bem como a optimizacédo de estratégias

terapéuticas, permitindo atingir uma medicina personalizada [16].
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1.3. Farmacogendmica

Os polimorfismos, e nomeadamente os SNPs, podem ser considerados como
um meio para que se atinja a meta da medicina personalizada, tendo em conta as
caracteristicas genéticas Unicas de cada individuo. Estas variagbes genéticas séo
também uma ferramenta necesséria para liderar o desenvolvimento de novas e melhores
drogas, com a expectativa que estas se traduzam num tratamento mais efectivo, seguro e
bem tolerado pelos doentes [17].

A influéncia da componente genética na resposta a terapia foi pela primeira vez
documentada na década de 50, dando origem a Farmacogenética. Posteriormente, com
0s avangos no conhecimento do Genoma Humano e melhoria das ferramentas
bioinformaticas, surge a Farmacogendmica [18]. Este campo de investigacdo define-se
como o estudo das bases hereditarias capazes de provocar diferencas inter-individuais
na resposta a terapia, tendo como objectivo final a passagem de “uma droga para todos”
para a “droga certa, na dose e tempo correctos, para cada paciente” [19-20]. Como
consequéncia, espera-se que haja um maior entendimento acerca da multiplicidade e
complexidade da interacc¢do entre a droga e o gene [17].

A Farmacogendmica tem a capacidade de subdividir uma populacdo de doentes
com um mesmo diagndéstico em subgrupos, de acordo com as diferencas metabdlicas
herdadas e/ou sensibilidade para a resposta a farmacos. A definicdo de um perfil
farmacogendmico terd em conta a informacdo genética do paciente relativamente a
Farmacocinética e Farmacodinamica, incluindo diferencas herdadas ao nivel dos alvos da
medicacdo, como receptores membranares, e ao nivel da disposicdo e distribuicdo da

droga, como enzimas metabolizadoras e transportadores [18,21].

1.3.1. Enzimas Metabolizadoras

A maioria dos xenobidticos, como os compostos farmacoldgicos, é de natureza
lipofilica o que facilita a sua passagem através das membranas celulares e 0 acesso aos
locais de accdo. Contudo, para que possam ser eliminados pelo organismo, os
compostos tém que sofrer uma transformacdo enzimatica, para que se tornem

metabolitos mais hidrofilicos, num processo designado por biotransformacéo [22].
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A metabolizacdo destes compostos ocorre preferencialmente no figado,
resultando num aumento da capacidade de excrecdo dos metabolitos a nivel renal e biliar
(Figura 1). Atendendo a capacidade de reduzir o risco de acumulacdo dos metabolitos a
niveis téxicos no organismo, torna-se num processo essencial na manutencdo da

homeostase celular [23].

Droga lipofilica
0%
%o

Fase |

Biotransformagao
Fase ll

Vesicula Biliar

@ Fase Il
@
MeSbol ito Metabolito excretado
Q@ 0@
%0

Glomérulos

Fase lll

0@
€]
Droga retida

Droga retida

0@

Metabolito excretado

Figura 1. Representacdo esquematica do processo de biotransformacdo. Compostos lipofilicos séo
metabolizados, essencialmente a nivel hepatico, para dar origem a metabolitos mais hidrofilicos, que possam

ser facilmente excretados na urina ou nas fezes (adaptado de [24]).

A biotransformacdo ¢é conduzida por um grande grupo de enzimas
metabolizadoras de drogas, as quais sdo responsaveis pela metabolizacdo de uma vasta
gama de xenobibticos, como drogas, e endobibticos, como hormonas, num processo que

envolve trés fases. As reaccbes de Fase | envolvem a funcionalizacdo dos metabolitos,
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isto €, a introducéo ou exposicao de grupos funcionais através de reaccdes de oxidacao,
reducdo ou hidrélise. De uma forma geral, esta etapa torna os metabolitos em
intermediarios reactivos e/ou espécies reactivas capazes de provocar danos nos tecidos,
sendo geralmente mais téxicos ou carcinogénicos que o composto inicial [23]. Alguns
exemplos de enzimas envolvidas nesta primeira fase da transformacdo sdo as enzimas
do Citocromo P450 (CYP) [23].

As reaccdes de Fase Il convertem os metabolitos intermediarios da Fase | em
produtos finais, cuja molécula resultante é geralmente menos activa e menos lipofilica
gue o seu precursor, facilitando a sua excrecao, sobretudo, a nivel renal ou biliar [22,25].
Nesta etapa, sdo caracteristicas as reac¢des de conjugacdo ou adicdo de compostos
enddgenos bem como metilacdo ou acetilacdo. A Glutationa S-transferase (GST) é um
exemplo de enzima envolvida nesta fase [23]. As reac¢bes de Fase | e Il ocorrem
essencialmente a nivel hepatico, embora possam também ocorrer a nivel digestivo, renal
ou pulmonar [23].

A Ultima fase, a Fase lll, é caracterizada pela absor¢ao, distribuicdo e excrecao
dos metabolitos [22]. As enzimas participantes nesta fase sdo expressas em muitos
tecidos, como o figado, intestino, rins e cérebro. Uma fraccdo das enzimas
transportadoras diz respeito a familia enziméatica ABC (Adenosine triphosphate-binding
cassete) [23].

As trés fases que caracterizam o processo de biotransformacdo sé&o
independentes e podem, ou n&o, ser sequenciais. E apenas necessario que as reaccoes
estejam balanceadas entre si para minimizar a presenca de metabolitos intermediarios
reactivos (Figura 1) [23].

De todas as familias de enzimas envolvidas na primeira fase da
biotransformacéo, as pertencentes a familia CYP sdo das mais importantes, quer pelo
elevado nimero de compostos que metabolizam quer pela versatilidade catalitica que

apresentam [26].

1.3.2. Enzimas do Citocromo P450

Descobertas em 1958, por Martin Klingenberg, as enzimas CYP séo

hemoproteinas existentes, a nivel celular, na membrana do reticulo endoplasmaético, de
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microssomas e das mitocéndrias. Estas proteinas fazem parte do grupo de enzimas
mono-oxigenases capazes de levar a cabo reacc¢des de oxidagdo, como hidroxilagéo ou
oxigenagao [27-28].

A expressdo genética das enzimas CYP é frequentemente regulada pelos
compostos endogénos e exdgenos que metabolizam [29-30]. Estes compostos sao
capazes de se ligar e activar receptores nucleares como o0 PXR (Pregnane X Receptor),
CAR (Constitutive Androgen Receptor), RXR (Retinoid X Receptor), VDR (Vitamin D
Receptor) ou 0 GR (Glucocorticoid Receptor), que interagem com a regido promotora dos
genes da familia CYP, bem como de outras enzimas envolvidas na biotransformacéo
(Figura 2) [31]. Por interagirem com varios xenobiéticos e mediarem uma resposta celular
como factores de transcricdo, os receptores nucleares envolvidos neste processo sao

geralmente designados como xenosensores [22,32].

Interacgido
droga-droga

Metabolismo de
drogas

Figura 2. Representacdo esquemdtica da regulac@o genética das enzimas envolvidas na biotransformacao.
Os receptores nucleares (RN), activados por xeno e endobidticos, sdo capazes de regular a expresséo de
enzimas metabolizadoras condicionando, desta forma, o metabolismo e a interac¢do entre drogas (adaptado
de [33]).

As enzimas CYP podem ser agrupadas em diversas familias e sub-familias, de
acordo com a percentagem de homologia da sequéncia aminoacidica, podendo ser
divididas em trés grandes grupos [22]. No primeiro grupo, agrupam-se as familias 1 a 3,
as guais apresentam menor afinidade para os seus substratos e sdo menos conservadas
a nivel evolutivo. Estas familias séo responsaveis por 70 a 80 % de todo o metabolismo

de Fase | de farmacos utilizados na pratica clinica (Figura 3). O segundo grupo diz
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respeito a familia CYP4, responsavel pelo metabolismo de acidos gordos, substratos
relacionados e alguns xenobidticos. Por ultimo, as familias 5 a 51 apresentam uma
grande afinidade para substratos endégenos e permanecem bem conservadas ao longo
da evolucéo [34].

CYP1A1/2
CYP1B1

CYP2A6
Esterase /

Hidrolase CYP2B6

outros
DPQ ’ / cYP2cs
NQO|1
ADH CYP2C9
ALDH— /’ CYP2C19
CYP2D6
CYP3A4/5/7
CYP2E1

Figura 3. Enzimas envolvidas na Fase | do processo de biotransformacgéo e a respectiva contribuicdo para o

metabolismo de xenobidticos (adaptado de [31]).

Dentro do grupo das enzimas CYP, a familia CYP3 e, a sua Unica sub-familia, a
CYP3A, parecem ser das mais importantes a nivel clinico. Esta sub-familia est4 envolvida
na metabolizacdo, pelo menos de forma parcial, de 45-60 % de todas as drogas, sendo
determinante a nivel da interaccéo droga-droga [31,35].

Os genes CYP3A estdo localizados num cluster no cromossoma 7, num
agrupamento que contém quatro genes funcionais: CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 e
CYP3A43 (Figura 4) [36-37].

CYP3A43 7 N CYP3A4 N CYP3A7 N CYP3AS5

Figura 4. Organizagao esquemética do locus CYP3A (adaptado de [31]).

Enquanto a enzima CYP3A7 é predominantemente expressa na vida fetal e a
enzima CYP3A43 ndo apresenta uma contribuicdo significativa na expressédo hepéatica

desta sub-familia, as enzimas CYP3A4 e CYP3A5 parecem ser as isoenzimas mais
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abundantes e funcionalmente relevantes a nivel metabdlico [38-39]. Apesar da CYP3A5
ser expressa no figado, intestino e rins e apresentar uma especificidade em termos de

substratos semelhante & CYP3A4, encontra-se, geralmente, expressa numa baixa

frequéncia em caucasianos [39-40].

1.3.3. Enzima CYP3A4

A enzima CYP3A4, pertencente a sub-familia CYP3A, é bastante importante ja
que catalisa 0 metabolismo oxidativo de uma grande variedade de compostos incluindo,
pelo menos, 50 % de todas as drogas terapéuticas e substratos endogenos [41-42]. Os
compostos metabolizados por esta enzima distribuem-se por varias classes, das quais se
destacam os anticoagulantes, antidepressivos, anti-histaminicos, bloqueadores de canais
de célcio, agentes quimioterapéuticos, contraceptivos orais, entre muitos outros [43-44]. A
CYP3A4 apresenta também um papel importante no metabolismo de esterbides
enddgenos como a testosterona, a progesterona e estrogénio [43].

O gene CYP3A4 localiza-se no cromossoma 7¢21.3-g22.1, sendo constituido
por 13 exdes, numa estrutura exdo-intrdo bem conservada, e codifica uma proteina
membranar com 503 aminoacidos [45]. A enzima CYP3A4 é maioritariamente expressa
no figado, sendo a proteina CYP mais abundante neste 6rgdo, embora a sua expressao
também possa ser detectada noutros locais extra-hepaticos especialmente a nivel
intestinal [43,46].

Relativamente a sua regulacdo genética, estudos demonstraram que o0 PXR é o
regulador predominante do gene CYP3A4, embora o CAR ou 0 VDR possam ter também
um papel importante [47-49]. Para que ocorra a transcricdo do gene, quer em niveis
basais quer aumentados, os compostos indutores ligam-se ao receptor PXR. Este, na
presenca do ligando, forma um heterodimero com o RXR, tendo assim a capacidade de
se ligar a elementos especificos na regidao promotora do gene CYP3A4 de forma a induzir
a transcricao genética [30-31,50].

Pela variedade de compostos que metaboliza, a CYP3A4 é uma enzima que se
reveste de grande importancia, quer a nivel fisiologico quer a nivel patolégico. Como
exemplo do seu papel a nivel oncolégico, esta enzima encontra-se envolvida na

metabolizacdo de agentes potencialmente etioldgicos para determinadas neoplasias.
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Diversos estudos demonstram que, pela capacidade de metabolizar hormonas
enddgenas, como a testosterona e estrogénios, a enzima CYP3A4 podera influenciar o
risco para cancro da prostata e do ovario/mama, respectivamente [25,41,51]. Por outro
lado, estudos farmacogendémicos indicam que a enzima em estudo € capaz de
condicionar a resposta a diversos agentes quimioterapéuticos, nomeadamente
tamoxifeno e paclitaxel [52-53].

Para além de ser regulada a nivel transcripcional, estima-se que 60 a 90 % da
variabilidade inter-individual na actividade hepatica desta enzima seja determinada a

nivel genético e, nomeadamente, pelo efeito de polimorfismos [31,54-55].

1.3.4. Polimorfismos no gene CYP3A4

No gene da CYP3A4, os polimorfismos genéticos eram desconhecidos até 1996.
Contudo, desde essa data, ja foram identificados mais de 30 SNPs na sua sequéncia
nucleotidica, englobando desde o polimorfismo CYP3A4*1 ao CYP3A4*21 [43,55-56].
Contudo, a maioria destas variagdes sdo bastante raras, e como tal, a grande maioria €
ainda de significado desconhecido [22,55].

No ano de 1998, Rebbeck e colaboradores descreveram uma variagéo na regido
promotora do gene CYP3A4 que consiste numa transicdo de uma adenina para uma
guanina (-392 A/G) [51]. Esta variante, designada por CYP3A4*1B, apresenta uma
grande variacdo inter-étnica na sua frequéncia, com 2,8-9,6 % em caucasianos, 48-67,2
% em afro-americanos, 69-81 % em africanos e estando ausente na populacdo asiatica
[53,57-61]. Na populacado portuguesa, a frequéncia descrita para a variante CYP3A4*1B é
de 4-7 % [62-64].

O significado biolégico do polimorfismo € controverso [46]. Alguns estudos
apontam que a presenca da variante tenha como consequéncia uma diminuta expressao
ou actividade da enzima [31,51,65-67]. Como consequéncia, o polimorfismo podera estar
relacionado com formas mais agressivas de cancro da préstata, j& que a reducdo da
expressao da enzima e a consequente diminuicdo geral da sua actividade resultard num
aumento da biodisponibilidade de testosterona para conversdo em di-hidrotestosterona
[41,51,60,68-69]. Por outro lado, pode ser considerado como factor de proteccdo para o

desenvolvimento de leucemias secundarias associadas a tratamentos quimioterapéuticos
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ja que, possivelmente, a presenca do gendétipo variante conduz a uma diminuicdo da
producdo de metabolitos leucemogénicos prejudiciais [41,66]. No entanto, alguns estudos
funcionais associaram a presenca da variante com uma expressao aumentada da enzima
[46,58,70-71]. Contudo, apesar deste polimorfismo se encontrar na regido promotora do
gene, alguns estudos ndo comprovaram o seu efeito a nivel da expressdo ou actividade
enzimatica [41,72-74].
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1.4. Mecanismos de Reparacdo do DNA

Ao longo do ciclo celular, e durante todo o tempo de vida de uma célula, o
genoma esta continuamente exposto a uma grande variedade de agentes e processos
capazes de danificar o DNA. A manutencdo da estabilidade genética é necessaria e
passa ndo sO por mecanismos precisos de replicagcdo do DNA, como por mecanismos
eficazes que detectem e reparem o0s possiveis danos. Muitas das lesGes que ocorrem no
genoma sdo temporarias ja que, depois do seu reconhecimento, uma resposta celular
coordenada ocorre de forma a interromper o ciclo celular, para que a leséo seja reparada
ou, caso a extensdo do dano seja excessiva, conduzir a apoptose, assegurando desta
forma a integridade gendémica [75].

Existem inUmeras vias de reparacdo do DNA, que utilizam diferentes enzimas
para reparar diferentes tipos de lesdes. Processos como a reparacdo por excisdo de
bases (BER), reparacdo por excisdo de nuclettidos (NER) ou reparacdo por mau
emparelhamento (MMR) sdo alguns exemplos de vias que entram em accdo quando
ocorrem lesGes numa cadeia simples de DNA (SSBs), servindo a cadeia ndo-danificada
como molde para a reparacao [76-77].

Contudo, alguns danos podem afectar as duas cadeias de DNA conduzindo a
guebras de cadeia dupla (DSBs). As DSBs sdo geradas quando as duas cadeias
complementares sdo quebradas simultaneamente e em locais préximos, sem que o
emparelhamento das bases e a estrutura da cromatina sejam capazes de manter as
extremidades justapostas (Figura 5). Como consequéncia, as duas extremidades geradas
pela quebra podem dissociar-se fisicamente uma da outra, dificultando assim a
subsequente reparacdo e fornecendo uma oportunidade para a recombinagéo

inapropriada [78].

3'-OH 5'-POy

3-0H 5-POy

Figura 5. Representagéo esquematica de uma quebra de cadeia dupla (DSB) (adaptado de [79]).

Abreviaturas: 3'-OH (grupo hidroxilo na extremidade 3'); 5-PO,> (grupo fosfato na extremidade 5')
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As DSBs sédo particularmente prejudiciais ja que, se ndo forem reparadas ou
forem incorrectamente reparadas, podem resultar em alteragbes cromossdmicas, como
fus@o de teldmeros ou cromossomas dicéntricos, que potenciam a instabilidade genética,
um hallmark das células cancerigenas [80-84]. Estas quebras podem decorrer do
metabolismo celular normal, por accdo de espécies reactivas de oxigénio, ou de
processos celulares programados, como a recombinacdo V(D)J, replicagcdo do DNA ou
durante a meiose. Por outro lado, fontes exdgenas responsaveis pelas DSBs englobam a
radiacdo ionizante ou agentes quimioterapéuticos [82-83].

Nas células eucariotas, a reparacdo das DSBs pode ser conduzida
principalmente por duas vias distintas: Recombinacdo Homologa (HR) e Unido Terminal
Nao Homéloga (NHEJ) [85-86]. No processo de HR, a quebra é reparada utilizando como
molde o cromossoma homologo ou a cromatide irma e, por isso, € considerado como um
processo altamente fidedigno [82]. Por necessitar de um molde para que haja reparacgéo,
esta via parece ser particularmente importante na fase S/G2 do ciclo celular. Por outro
lado, o processo de NHEJ une as extremidades do DNA num local com nenhuma ou
pouca homologia, resultando frequentemente em pequenas alteracdes no local de fuséo,
sendo por isso considerado como propenso a erros (Figura 6) [82]. Embora possa actuar
em todas as fases do ciclo celular, a via NHEJ predomina na fase GO, G1 e S precoce
[83,87].

As proteinas envolvidas nestes dois mecanismos estédo altamente conservadas e
sdo expressas de forma ubiqua em organismos multi-celulares, sendo que a HR devera
ser a via de reparacdo predominante nas leveduras e a NHEJ em organismos superiores

como os mamiferos [80,82-83].
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Figura 6. Vias de reparacdo de DSBs: Reparagcdo Homologa (A) e Unido Terminal N&do-Homologa (B)
(adaptado de [88]).

Todas as proteinas envolvidas nas vias de reparacdo do DNA séo consideradas
como caretakers do genoma [83]. Como consequéncia, alteragdes genéticas em genes
gue codifiqguem proteinas envolvidas nas principais vias de repara¢cdo do DNA, como a
NHEJ, podem causar instabilidade genética, defeitos nos telomeros e pré-disposicao para
cancro [75,80].

Estudos moleculares identificaram ja indmeros SNPs nos diferentes
componentes da via NHEJ [83]. Evidéncias recentes sugerem que estas variantes
comuns possam ser relevantes para modificar o risco de desenvolvimento de varias
neoplasias, nomeadamente de mieloma mdultiplo [89], glioma [90], cancro da mama [91-
93], cancro do pulméo [85,94] ou cancro da bexiga [95], entre outras. De entre 0s
componentes envolvidos na via NHEJ, um dos que apresenta extrema importancia é a
enzima Ligase IV (LIG4), embora poucos trabalhos tenham sido desenvolvidos de forma

a compreender a relacdo desta enzimas com o desenvolvimento neoplasico.
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1.4.1. Enzima DNA Ligase IV

As enzimas DNA ligases sdo uma familia de proteinas que séo relacionadas em
termos evolutivos e que estdo envolvidas em inimeros processos celulares como a
replicacdo, recombinacdo e reparacdo do DNA, quer em eucariotas quer em bactérias
[96].

Pertencendo ao grupo das nucleotidiltransferases, as DNA ligases utilizam uma
fonte energética para catalisar a formacao de ligacfes fosfodiéster, num mecanismo que
envolve trés passos cataliticos distintos (Figura 7) [97]. A reaccdo de ligacdo tem um
rendimento energético elevado, no qual um grupo adenilado, adenosina monofosfato
(AMP), é sequencialmente transferido entre substratos. Numa primeira fase, a AMP é
transferida da fonte de energia, ATP (Adenosina trifosfato) ou NAD" (dinucleétido de
nicotinamida-adenina), para uma lisina no local activo da DNA ligase (Passo 1), com a
formacdo de um intermediério covalente enzima-adenilado, numa reaccéo independente
de DNA. Posteriormente, o AMP ¢é transferido para a extremidade 5-P0O,* do substrato
de DNA para que ocorra a formacao de um intermediario covalente DNA-adenilado
(Passo 2). Na fase final, a DNA ligase ndo-adenilada catalisa a formacdo de uma ligacéo
fosfodiéster, numa reaccdo que envolve o ataque nucleofilico do grupo 3’-OH no

intermediario activado da extremidade 5’ e a libertacdo de AMP (Passo 3) [96-98].

Lig + ATP

Lig+

Lig- +AMP

Lig +

Figura 7. Representagdo esquematica do mecanismo de accéo das DNA Ligases: transferéncia sequencial
de AMP (Adenosina mono-fosfato) para a lisina no local activo da enzima (1) e posteriormente para a
extremidade 5'-PO,> do DNA (2). Na ultima etapa (3), a DNA ligase catalisa a formagdo de uma ligagdo

fosfodiéster e a libertagéo de AMP (adaptado de [97]).
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Tendo em conta que o equilibrio da reaccdo é favoravel, cada passo quimico
torna a reaccdo sequencial irreversivel, demonstrando mais uma vez a importancia da
reparagdo de lesbes no DNA [97]. As DNA ligases tem a capacidade de alterar a sua
conformacédo durante a reaccao de ligacdo de forma a acomodar as mdltiplas reaccdes
gue catalisam, sendo que os multiplos dominios existentes nestas enzimas fornecem a
flexibilidade necessaria e permitem provavelmente a unido/desunidao ao DNA [97].

No genoma humano, existem trés genes que codificam quatro DNA Ligases:
LIG1, LIG3 e LIG4, com as DNA Ligases Il e Ill a serem expressas por splicing alternativo
do mRNA do gene LIG3 [97-101]. Consistentes com uma evolugdo comum, todas as
ligases eucariotas sdo dependentes de ATP e sdo relacionadas em termos de sequéncia
e estrutura [97,102].

O gene LIG4, localizado no cromossoma 13933, codifica uma proteina
exclusivamente nuclear, com aproximadamente 100 kDa, que partilha homologia com as
restantes ligases na regido N-terminal mas difere delas na regido C-terminal. O seu
dominio catalitico (DC) compreende 6 motivos conservados (I, I, llla, 1V, V, VI) que
definem a familia de nucleotidiltransferases (Figura 8). O motivo | inclui o residuo de lisina
gue esta adenilado no primeiro passo da reaccao de ligacdo. O dominio n&o-catalitico
(DNC), que é conservado debilmente entre os diferentes membros da familia, ainda néo
possui fungéo conhecida [96].

A enzima LIG4 é caracterizada por uma extensdo C-terminal que inclui dois
motivos BRCT (BRCA1l C Terminus), um dominio homoélogo encontrado noutras
proteinas de reparacdo [103]. Estes motivos estdo separados por uma pequena
sequéncia linker que contem um local de ligacdo conservado presumivelmente

necessario para a interaccdo com XRCC4 (X-ray cross complementation 4) [104].

DNC DC BRCT BRCT

A A A

Lisina (local activo) Ser650 Dominio de
interacgcdo com XRCC4

Figura 8. Representacao esquemética dos dominios da Ligase IV (adaptado de [97]).
Abreviaturas: DNC (dominio ndo catalitico); DC (dominio catalitico); BRCT (BRCA1 C Terminus); XRCC4 (X-ray cross

complementation 4); Ser650 (Serina na posi¢do aminoacidica 650)
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Na via de reparacdo NHEJ, a LIG4 encontra-se associada com a proteina
XRCC4, sendo esta ultima responsavel pela estabilizacdo e estimulagcdo da actividade de
ligase por parte da LIG4, como a adenilacdo, e proteccdo contra a sua degradacao
[83,98,105]. Adicionalmente, a fosforilagdo no aminoéacido de serina (posicao 650) da
LIG4 serve também como regulador da sua estabilidade [97].

Em condi¢cdes normais, 0 genoma humano é replicado e estabilizado por uma
complexa maquinaria de replicacdo e reparacdo altamente precisa. O aumento na
incidéncia de determinadas patologias, como o cancro, associadas com sindromes
humanas incapazes de reparar o DNA, ilustra o papel fulcral que as vias de reparacéo
apresentam na protec¢ao contra a instabilidade genémica [83,91].

A importancia da LIG4 ao nivel da manutencdo da estabilidade gendmica
depreende-se com o facto de mutacdes neste gene estarem associadas com uma
sindrome autossOmica rara (OMIM 606593) caracterizada por radiosensibilidade celular,
imunodeficiéncia, microcefalopatia, anomalias neurolégicas e aumento de
susceptibilidade para outras doencgas genéticas graves que poderdao culminar em cancro
[106].

Embora as sindromes hereditarias sejam conferidas por mutagdes com grande
impacto na funcéo proteica, alteracdes de menor impacto, como os polimorfismos, podem
contribuir para cancro esporadico [107]. Os polimorfismos ao nivel da sequéncia do gene
LIG4 poderdo conduzir a uma hipersensibilidade ao dano no DNA e, desta forma, afectar
0 risco para o desenvolvimento neoplasico. Para além disso, a desregulacdo dos
mecanismos de reparacdo das DBSs, e a consequente influéncia na activagdo da
apoptose, poderdo afectar a sensibilidade ou resisténcia das células tumorais durante e

apos a quimio e radioterapia [108-109].

1.4.2. Polimorfismos no gene LIG4

Apesar da sua importancia para a via de reparagdo NHEJ, poucos estudos ao
nivel da epidemiologia molecular tém sido desenvolvidos para o gene da LIG4. Um dos
polimorfismos estudados diz respeito a uma transicdo de uma Timina (T) por uma
Citosina (C) (1977 T/C), embora este ndo envolva uma alteracdo ao nivel da sequéncia

aminoacidica (D501D), sendo por isso, um polimorfismo sinénimo [108].
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O polimorfismo 1977 T/C do gene da LIG4 tem sido principalmente avaliado num
contexto de risco para cancro da mama, embora com resultados controversos. Alguns
estudos apontam que a presenca do polimorfismo est4d associado com um risco
aumentado para o desenvolvimento e mortalidade por cancro da mama [93,108,110],
embora outros estudos contrariem estes resultados [92-93,111]. Algumas investigacdes
indicam que o polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4 parece ser um marcador importante
associado com a radiosensibilidade dos doentes [112].

Para além da analise do polimorfismo isolado, estudos sugerem que
combinac¢fes de polimorfismos neste gene podem ser especialmente importantes bem
como a associacao de polimorfismos com muta¢cdes no gene da LIG4 [107].

Na popula¢do caucasiana, a frequéncia descrita para o alelo menos frequente é
de 15— 18 % [92-93,108,112-113].
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1.5. Cancro do Ovario

A nivel mundial, estima-se que, no ano de 2008, tenham ocorrido cerca de 225
000 novos casos de cancro do ovario (CO) e aproximadamente 140 000 mortes por esta
doenca [8]. No caso de Portugal, e para esse mesmo ano, o CO foi a quinta neoplasia
mais frequente apresentando uma taxa de incidéncia ajustada a idade de 7,3 casos por
cada 100 000 mulheres (Figura 9). A taxa de mortalidade ajustada a idade foi de 4,7

casos por cada 100 000 mulheres, representando o cancro ginecoldgico mais letal [114].

<37 <49 W <64 MW<85 H<U16

Figura 9. Taxa de incidéncia anual de CO, por 100 000 habitantes, para o ano de 2008 (Globocan 2008
(IARC)).

Na sua constituicdo, o CO apresenta uma elevada heterogeneidade celular,
podendo ter origem em trés tipos de células distintas: células germinativas, células
estromais e células epiteliais. Embora a superficie epitelial do ovario represente apenas
uma pequena fracgdo de todos os tipos celulares presentes neste 6rgdo, cerca de 85 a
90 % das neoplasias do ovario sao do tipo epitelial [115-117]. Segundo a Organizagéo
Mundial de Saude, os tumores epiteliais do ovario podem ser classificados como
benignos (em 50 % dos casos), malignos (33 %) ou tumores de baixo potencial maligno
(borderline) (17 %) [118].
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Uma das caracteristicas mais interessantes relativamente ao cancro do ovario
epitelial (COE) € o facto de, & medida que o processo de transformagéo ocorre, o epitélio
do ovério se tornar cada vez mais diferenciado, tendo a capacidade de sofrer uma
transformacdo metaplasica para epitélio do tipo mulleriano [115,119-120]. Esta
diferenciacdo aberrante ocorre na grande maioria dos COE e serve de base para a sua
classificacdo histolégica em tumores serosos (50 % dos casos), mucinosos (25 %) e
endometridides (15 %) consoante apresentem caracteristicas morfolégicas das trompas
de Fal6pio, cérvix e endométrio, respectivamente. Outros tipos histoldgicos menos
frequentes sdo os tumores de células claras, tumores de Brenner e tumores
indiferenciados [115,121-123].

Os tumores do ovario, tal como outras neoplasias ginecoldgicas, sdo também
classificados consoante o seu padrdo de disseminagdo aquando do diagnostico. O
sistema internacional de estadiamento utilizado é o estadiamento FIGO (International
Federation of Gynecology and Obstetrics) e, de forma geral, divide o CO em quatro fases:
Estadio | (o tumor esta limitado ao(s) ovario(s)), Estadio Il (0 tumor envolve um ou ambos
0s ovarios, com extensao pélvica), Estadio Ill (o tumor envolve um ou ambos 0s ovarios,
com metastizagdo peritoneal confirmada fora da pelve e/ou metastizacdo ganglionar) e
Estadio IV (metastizacéo a distancia, excluindo metastizacéo peritoneal) [122].

A incidéncia do COE esté relacionada com a idade e é geralmente uma doenca
caracteristica da mulher pds-menopdusica, ja que a maioria dos casos surge em
mulheres com mais de 40 anos [117,124-125]. Pela falta de modelos experimentais
adequados para o estudo desta neoplasia, a etiologia e 0s eventos iniciais da
carcinogénese do ovario permanecem ainda pouco conhecidos [120]. Desta forma, foram
colocadas varias hipoteses que, baseadas em aspectos epidemiologicos e fisiologicos,
pretendem explicar, pelo menos em parte, a origem do COE. E de referir que, embora as
hipéteses tenham como ponto de partida diferentes etiologias, as mesmas podem ser
inter-relacionaveis e ndo sdo mutuamente exclusivas, podendo variar de acordo com a
idade da paciente.

O reconhecimento da importancia da superficie epitelial do ovario na
carcinogénese foi atribuido a Sir Spencer Wells, em 1872 e, um século depois, Fathalla,
propbés a hipétese da ‘Ovulagdo Incessante’ como ponto de partida para o
desenvolvimento de COE [126]. Esta hipOtese postula que a ovulacdo repetitiva, sem

longos periodos de repouso, é capaz de conduzir a transformacéo de epitélio do ovario e,
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por isso, eventos que suprimam a ovulagdo sao factores protectores para o
desenvolvimento desta neoplasia [115,126-128]. Contudo, a hipotese da ovulagéo
cumulativa é classificada como simplista. Proposta em 1975 por Stadel, a ‘Hipétese das
Gonadotropinas’ foi a primeira hipétese hormonal que surgiu na tentativa de explicar a
origem do COE como consequéncia da excessiva estimulacdo do epitélio do ovario pelas
gonadotropinas pituitarias FSH (Follicle-stimulating hormone) e LH (Luteinizing Hormone)
[115,129].

Tal como é postulado pelas duas hipoteses anteriores e, embora exista um
consenso relativamente ao efeito protector de eventos ndo ovulatérios na proteccdo
contra o CO, a supressdo ovulatoria excede o efeito esperado da anovulacdo e as
hip6teses falham no fornecimento de explicacfes para os efeitos diferenciais de acordo
com o tipo de evento inibitério [130-131]. Assim, em 1998, Risch coloca a ‘Hipétese da
Estimulagdo Hormonall em que concentracbes elevadas de androgénios serdo
prejudiciais e um aumento nos niveis de progesterona protegera o ovario, 0 que ajuda a
explicar o efeito protector da multiparidade e dos contraceptivos orais [115,132-133].

Ao longo do tempo, a ovulacéo continua a desempenhar um papel essencial na
etiologia do COE. Contudo, para colmatar algumas falhas da hipétese original, algumas
expansdes tém sido sugeridas, nomeadamente tendo em conta a contribuicdo da
inflamacado [134]. Desta forma, serd a combinacdo das varias hipéteses propostas que
permitird formular uma possivel etiologia para o COE e definir com uma maior precisdo
guais os factores de risco e eventos protectores para esta neoplasia maligna. As
principais hip6teses postuladas e respectivos mecanismos bioldgicos e evidéncias

epidemioldgicas encontram-se resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais hipéteses formuladas para a etiologia do cancro do ovario epitelial.

Hipotese Mecanismo biolégico proposto Evidéncias Epidemioldgicas
Ovulacao repetitiva e a rapida proliferagéo celular
para reparagdo pos-ovulacdo fornece um
ambiente favoravel para a iniciagdo da
carcinogénese pelo acumular de alteragfes .
Ovulacio genéticas e desenvolvimento de quistos de Evelnt0~s que  suprimam » a
¢ inclus&o [121,135-136]. ovulagdo, como a graV|.ez,
Incessante . X . lactacdo e uso de contraceptivos
[126] A reducao do numero de ovulagbes conduz a uma orais, s&o factores protectores

diminuicdo dos niveis de gonadotropinas, de
stress oxidativo, ao abrandamento da deple¢do
dos foliculos ovaricos e a diminuicdo da formagédo
de quistos de inclusdo no epitélio do ovario
[124,137-139].

[115,126-127].

Gonadotropinas
[140]

A excessiva estimulagdo do epitélio do ovério
pelas gonadotropinas pituitarias FSH e LH conduz
a activagdo de genes downstream e a
estimulacdo da producdo hormonal pelo ovério
(como produgdo de estrogénio) de forma a
aumentar a proliferacéo e divisdo celular e, assim,
conduzir a transformagdo maligna/angiogénese
tumoral [115,129].

A formacdo de um protective progestagenic
hormonal milleu podera estimular a apoptose das
células epiteliais do ovario geneticamente
alteradas que de outra forma poderiam evoluir
para um fenétipo maligno [139].

O uso de contraceptivos orais e a
gravidez sao factores protectores.

Condi¢cdes  hipergonadotropicas
sdo comuns em  mulheres
inférteis, com SOPQ e poés-

menopausicas [115,119].

Estimulagao
Hormonal

[133]

Concentragdes elevadas de androgénios sao
prejudiciais enquanto que um aumento na
concentragdo de progesterona é benéfico [115].

Efeito protector da multiparidade e
dos contraceptivos orais.
Situacdes associadas com niveis
elevados de androgénios, como
SOPQ, conduzem a um aumento
no risco de CO [132-133].

Inflamagéo
[134]

Processo de ovulagdo é acompanhado por uma
resposta inflamatéria: alteracdo do potencial
redox, infiltracdo celular e libertac@o de citoquinas
que podem induzir dano no DNA das células
epiteliais envolvidas no processo de
ruptura/reparacao do ovario [115,123].

Doencas inflamatorias
ginecoldgicas, como a
endometriose, podem aumentar o
risco de COE. A toma de drogas
anti-inflamatérias ndo esteroides
sera um factor protector [141].

Abreviaturas: FSH (Follicle-stimulating hormone); LH (Luteinizing Hormone); COE (Cancro do Ovério Epitelial); SOPQ

(Sindrome do Ovario Poliquistico).

Contudo, um dos factores de risco mais conhecidos para o CO é a histéria

familiar [123,142]. Cerca de 5 a 10 % dos casos de CO sdo atribuidos a mutacdes

herdadas em genes de elevada penetrédncia associados com formas hereditarias de
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cancro da mama e do ovario, gene BRCA1 (3-6 %) e BRCA2 (1-3 %), e Sindrome de
Lynch, geralmente atribuido a mutag6es nos genes MLH1 e MSH2 (1-2 %) [137,143].

O risco de desenvolvimento de CO de forma esporadica, ao longo da vida, &
cerca de 1,7 % enquanto que a heranca de mutaces nos genes BRCA aumenta o risco
para cerca de 20-40 % em portadores de mutacdes no gene BRCAL e 15-25 % em
portadores de mutacdes no gene BRCA2 [137,144]. No que diz respeito a individuos
portadores de mutacdes caracteristicas do Sindrome de Lynch, estes apresentam um
risco estimado de 7 % de virem a desenvolver a doenca ao longo da vida [142].

Uma histéria familiar de CO em parentes de primeiro grau (mae, filha ou irma)
pode triplicar o risco de uma mulher desenvolver a doenca ao longo da vida [128,145],
com uma heritabilidade estimada de 22 % [146].

Apesar de ndo existirem modelos detalhados e validados para a carcinogénese
do COE, Kurman e colaboradores (2004) propuseram uma sub-classificacdo dos tumores
do ovério de acordo com o seu padrdo de comportamento clinico, progressao tumoral,
aspectos morfolégicos e genéticos. Desta forma, os tumores epiteliais do ovario séo
divididos em dois grupos designados de Tipo | (25 % dos casos), considerado de baixo
grau, e Tipo Il (75% dos casos), considerado de alto grau [147].

Os tumores de Tipo | incluem aqueles que derivam de lesdes precursoras, bem
caracterizadas, como tumores borderline. Estes tumores apresentam um crescimento
variavel, no caso dos tumores mucinosos e endometridides, ou um crescimento lento,
como no caso dos carcinomas serosos de baixo grau [122]. Pelo seu crescimento ser
lento, geralmente s&o diagnosticados num estadio precoce embora seja comum uma
baixa resposta a terapia. Os tumores do Tipo | caracterizam-se por relativa estabilidade
genética embora sejam frequentes muta¢des somaticas em genes como KRAS, BRAF,
PTEN e B-Catenina [122].

Por outro lado, os tumores de Tipo Il surgem de forma esponténea e agressiva,
sem lesdes precursoras identificaveis, sendo geralmente quimio-sensiveis. Deste grupo
fazem parte a maioria dos carcinomas serosos de alto grau (90 % dos tumores serosos),
carcinomas de células claras, carcinomas de células de transicdo, tumores mullerianos
mistos malignos e carcinomas indiferenciados [122,148]. Os tumores do Tipo |l
caracterizam-se por instabilidade genética e por apresentarem uma elevada frequéncia
de mutacdes no gene p53. Dentro deste grupo, englobam-se também os tumores de

origem hereditaria associados com mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2. Segundo este
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modelo de divisdo da carcinogénese, a designacao dos tumores em Tipo | e |l refere-se
apenas a alterag6es moleculares e ndo séo termos histopatologicos especificos [148].

Tal como ja foi referido anteriormente, o CO é considerado como o cancro
ginecoldgico mais letal [114]. A elevada mortalidade que lhe esta associada deve-se,
essencialmente, ao diagndstico tardio desta doenca ja que, em 75 % dos casos, este
apenas € realizado numa fase avancada do desenvolvimento tumoral, em que o tumor ja
nao se encontra apenas confinado ao ovario [121,142,149].

Apesar das estratégias de diagndstico e prevencdo, varios obstaculos para a
deteccdo precoce do CO existem e passam pela sua relativa raridade, pela localizagéo
oculta dos ovérios, pela falta de lesbes pré-invasivas bem definidas e por ser geralmente
assintomatico [137]. Sintomas mais comuns passam pela dor abdominal ou pélvica,
inchago e alteragdes gastrointestinais/urinarias [150].

Até a data, a primeira linha de tratamento de CO avancado baseia-se na cirurgia
citoreductora seguida de quimioterapia, que geralmente inclui uma combinagcdo de
platinos (carboplatina ou cisplatina) e taxanos (paclitaxel ou docetaxel) [125,151].
Andlogos de platinos, como a carboplatina e cisplatina, sdo dos agentes mais activos no
tratamento desta doenca e exercem o seu efeito pela formacdo de ligacées entre as
cadeias de DNA. Os taxanos, como o0 paclitaxel e docetaxel, medeiam o seu efeito
citotoxico através da polimerizacdo e estabilizacdo dos microtibulos, que ira resultar
numa paragem do ciclo celular na transicdo G2/M e, em ultima andlise, ira conduzir a

apoptose [125].
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1.6. Cancro do Ovaério Epitelial, enzima CYP3A4 e LIG4

O gene CYP3A4 codifica uma enzima essencial ao nivel metabdlico de
compostos enddégenos, nomeadamente na oxidacdo dos estrogénios. Tendo em conta
gue a exposi¢do aos estrogénios esta associada com o risco de COE, e que a inibicdo da
enzima CYP3A4 resulta em niveis circulantes aumentados desta hormona, é plausivel
gue o polimorfismo -392 A/G no gene CYP3A4 possa influenciar o risco de
desenvolvimento de COE. Para além disso, tendo em conta o seu papel na
metabolizacdo de agentes quimioterapéuticos, como o paclitaxel, diferencas inter-
individuais na expressdo da enzima CYP3A4 podem condicionar diferentes respostas a
terapia, afectando a sobrevivéncia global das doentes com COE [52-53].

Por outro lado, a ovulacdo podera estar associada com um risco acrescido para
COE, em parte, devido ao provavel aumento de alteracdes genéticas no epitélio do
ovario, provocadas por erros espontaneos na replicagdo do DNA ou pelo stress oxidativo
gerado pela ovulagédo. A enzima Ligase IV esta envolvida na reparacdo de DSBs e, por
isso, o polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4 podera influenciar o seu efeito funcional e,
consequentemente, o risco para o desenvolvimento de COE. Pela interaccdo com a
maquinaria de apoptose, qualquer variacdo na actividade enzimética, condicionada pelo

polimorfismo, poderda influenciar a resposta a terapia de doentes com COE [108-109].
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2. Objectivos

2.1. Objectivo Geral

Compreender a relevancia dos polimorfismos genéticos -392 A/G do gene
CYP3A4 e 1977 T/C do gene LIG4 na susceptibilidade para o desenvolvimento de cancro
do ovério epitelial (COE) e na repercussdo farmacogenémica em doentes com esta

patologia.

2.2. Objectivos Especificos

Analisar a frequéncia dos polimorfismos genéticos CYP3A4 -392 A/G e LIG4 1977 T/C

em individuos com COE e individuos sem doenca oncoldgica conhecida;

Avaliar a associacdo entre a frequéncia dos referidos polimorfismos e a

susceptibilidade para o desenvolvimento COE;

Avaliar a associagdo dos polimorfismos estudados com caracteristicas clinico-

patolégicas das doentes com COE;

Determinar a influéncia dos polimorfismos no perfil farmacogenémico e sobrevivéncia

global de doentes com COE;

Avaliar a associa¢do dos polimorfismos estudados no perfil farmacogenémico com as

caracteristicas clinico-patolégicas das doentes com COE.
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3. Material e Métodos

3.1. Caracterizacao da Populacao

Para a realizacdo deste trabalho experimental, foi realizado um estudo de base
hospitalar, que consistiu em duas partes: um estudo tipo caso-controlo e um estudo tipo
cohort retrospectivo. Desta forma, foram recrutados 252 doentes do Instituto Portugués
de Oncologia — Porto (IPO-Porto), caucasianos, com diagnostico histopatologico de
cancro do ovario epitelial (grupo de casos) e 250 individuos sem doenga oncolégica
conhecida, caucasianos, dadores de sangue do IPO-Porto (grupo controlo), perfazendo
um total de 502 individuos, todos do sexo feminino. Apenas foram incluidos neste estudo
individuos sem qualquer histéria clinica familiar de doencga oncolégica.

Os individuos participantes neste estudo (casos e controlos) sé@o residentes na
regido Norte de Portugal, sendo que todas as amostras utilizadas foram obtidas com o

seu conhecimento e consentimento, de acordo com a declaracéo de Helsinquia.

3.1.1 Doentes com Cancro do Ovario

Foram analisadas amostras referentes a 252 mulheres diagnosticados com
cancro do ovario epitelial no Instituto Portugués de Oncologia Francisco Gentil — Centro
Regional de Oncologia do Porto, E.P.E., entre 1996 e 2009. A idade média das doentes é
de 47,6 anos (desvio padrdo de 7,4 anos). Foram avaliados alguns parametros clinico-
patoldgicos, tais como o estadio FIGO, tipo histolégico e status hormonal, tal como
descrito na Tabela 2.

Para o estudo tipo cohort retrospectivo foram seleccionadas as doentes
submetidas a quimioterapia de primeira linha & base de paclitaxel e cisplatina ou

carboplatina, apds cirurgia citoreductora.

3.1.2. Individuos do Grupo Controlo

O grupo controlo inclui 250 mulheres sem qualquer patologia oncol6gica
conhecida, sendo estes dadores de sangue do Instituto Portugués de Oncologia
Francisco Gentil — Centro Regional de Oncologia do Porto, E.P.E., com uma idade média

de 54,1 anos (desvio padréao de 12,4 anos), descrito na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas clinico-patolégicas do grupo de casos com COE e caracteristicas gerais do grupo

controlo.
Casos Controlos
(n=252) (n=250)
N % N %

Idade
Média + SD 476 £7,4 54,1+12,4
Status Hormonal
Pré-menopausa 94 37,3
P&s-menopausa 123 48,8
Sem informagé&o 35 13,9

Total 252 100,0
Tipo Histoloégico
Endometridide 28 11,1
Mucinoso 31 12,3
Seroso 132 52,4
Células Claras 30 11,9
Outros 31 12,3

Total 252 100,0
Estadio FIGO
I 80 31,7
Il 13 5,2
1] 118 46,8
v 41 16,3

Total 252 100,0
Esquema Quimioterapia
Paclitaxel e Platinos 222 88,1
Outros 13 52
Né&o efecuada 3 1,2
Sem informagé&o 14 55

Total 252 100,0
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3.2. Procedimentos Laboratoriais

3.2.1. Extraccdo de DNA Genomico

Foram recolhidos cerca de 8 mL de sangue venoso periférico dos individuos
envolvidos neste estudo, através de uma técnica padronizada de colheita intravenosa,
para tubos com EDTA. A partir das células nucleadas do sangue periférico, foi isolado o
DNA gendmico através de um Kit de extraccdo da Qiagen®, QIAmp® DNA Blood Mini Kit

(Qiagen® 51106), executando o procedimento laboratorial fornecido pelo fabricante.

3.3. Genotipagem dos Polimorfismos CYP3A4 -392 A/G e LIG4 1977 T/C

3.3.1. Genotipagem do Polimorfismo CYP3A4 -392 A/G

Para a caracterizagdo genotipica das participantes envolvidas neste estudo
relativamente ao polimorfismo CYP3A4 -392 A/G foi realizada a técnica de Nested PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Lenght Polymorphism), com
base no protocolo descrito por Zeigler-Johnson [152].

Submeteram-se, a uma primeira reaccdo de PCR, cerca de 20 ng de DNA de
cada caso, correspondendo a um volume de 2 uL de cada amostra. O volume de reaccao
foi de 50 uL e a mistura de reaccdo incluiu 5 uL. de Tampéao de Reaccédo de PCR (1x), 1U
de DreamTaq DNA Polymerase (Fermentas, #EP0712), 0,2 mM de dNTP’s (dinucleétidos
trifosfato) (Fermentas, #R0192) e 0,3 uM de cada um dos primers (forward 5— AAC AGG
GGT GGA AAC ACAAT -3 ereverse 5 — CTT TCC TGC CCT GCA CAG - 3)).

As condicdes de amplificacdo utilizadas basearam-se numa desnaturacao inicial
a 95°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturagéo), 1
minuto a 65°C (emparelhamento) e 1 minuto a 72°C (extensdo) aos quais se seguiu um
passo de extensdo final de 10 minutos a 72°C.

Para confirmar a correcta amplificacdo dos fragmentos de DNA obtidos na
primeira reaccdo de PCR e o seu respectivo peso molecular (592 pb), analisaram-se 15
uL do produto de PCR por electroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v), corado com

brometo de etideo (10 pg/ml). Os géis foram preparados em tampao TBE (Anexo I),
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sendo este também utilizado como tampado de electroforese. As amostras foram
aplicadas no gel e foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas
#SM0243). A visualizagdo dos géis foi efectuada recorrendo a um transiluminador Gel
DocXR, usando o software Quantaty One (BioRad®) (Figura 10).

Figura 10. Gel de agarose a 1,5% (p/v) com o produto de PCR da regidao CYP3A4 -392 A/G (banda de 592
pb) (M- marcador de peso molecular de 100 pb).

Confirmada a correcta amplificag@o da primeira reacgéo, o produto resultante foi
diluido em &gua bidestilada estéril (Braun®) segundo a razdo de 1/70. Neste caso,
submeteu-se a novo PCR, 2 uL do produto de PCR diluido de cada amostra sendo que a
mistura de reac¢do obedeceu as mesmas condicbes da primeira reac¢do. Os primers
utilizados foram os seguintes: forward 5 — AGC CAT AGA GAC AAG GCC A-3 e
reverse 5 — AGG CTT CTC CAC CTT GGA AG - 3.

As condi¢des de amplificacdo utilizadas basearam-se numa desnaturacao inicial
a 95°C durante 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturagéo), 1
minuto a 62°C (emparelhamento) e 1 minuto a 72°C (extensdo) aos quais se seguiu um
passo de extensao final de 10 minutos a 72°C.

Tal como aconteceu no final da primeira reac¢do, também neste caso foi
confirmada a correcta amplificagcdo dos fragmentos de DNA obtidos e 0 seu respectivo

peso molecular (207 pb), tal como descrito anteriormente (Figura 11).
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Figura 11. Gel de agarose a 1,5% (p/v) com o produto de Nested-PCR da regido CYP3A4 -392 A/G (banda
de 207 pb) (M- marcador de peso molecular de 100 pb).

Ambas as reaccBes de PCR foram efectuadas num termociclador programavel
BioRad®.

Posteriormente, para a analise dos gendtipos do polimorfismo foram utilizados
10 uL de produto de PCR de cada amostra para restricdo com a enzima Bmel390I
(ScrFl) (5 U) (Fermentas, #ER1422), num volume final de reacgdo de 25,5 pL. As
amostras foram incubadas a 37°C durante 12 horas (overnight). O resultado da digestao
do fragmento amplificado do gene CYP3A4, contendo o locus de interesse, foi observado
por electroforese em gel de agarose a 3% (p/v), corado com brometo de etideo (10
pug/mL).

A digestdo do fragmento do gene CYP3A4 resulta em 3 padrbes de bandas
distintos, que permite identificar os diferentes genétipos do polimorfismo -392 A/G: banda
de 207 pb correspondente ao gendtipo AA; padrdo de bandas com 207, 189 e 18 pb (nédo
é possivel visualizar) correspondente ao genétipo heterozigético AG; bandas de 189 e 18
pb (n&o é possivel visualizar) correspondente ao genoétipo GG (Figura 12).

Os resultados de discriminacdo genotipica foram repetidos em 10% dos casos e

foram analisados e confirmados por dois investigadores independentes.
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Figura 12. Gel de agarose a 3% (p/v) com o produto de PCR-RFLP da regido CYP3A4 -392 A/G,

observando-se os trés genétipos possiveis do polimorfismo (M- marcador de peso molecular de 100 pb).

3.3.2. Genotipagem do Polimorfismo LIG4 1977 T/C

A caracterizacdo do polimorfismo LIG4 1977 T/C na populagdo estudada foi
realizada por discriminacéo alélica, através de tecnologia TagMan (Applied Biosystems),
utilizando a técnica de Real-Time PCR (Real-Time Polymerase Chain Reaction). O assay
utilizado foi o C__ 11427968 10, em que as sondas marcadas com fluorocromos eram
especificas para cada aleloo VIC - alelo A, FAM - alelo G
(GCAAGGTGCAGCCAGTTTTATACAT [A/G] TCACTGGGTACGATCTCTGCTGCTT). E
de realgcar que assay disponivel detectava o polimorfismo na cadeia reverse e, por isso,
aquando da discriminacdo alélica, em vez de uma alteracdo T/C foi detectada uma
alteracdo A/G.

A reaccgdo de amplificacdo, que perfez um volume de reaccao final de 6 plL/caso,
continha 2,5 L de 2x Tagman Universal Master Mix, 0,125 uL de 40x Single Nucleotide
Polymorphism Genotyping Assay, 2,375 uL de agua bidestilada estéril (Braun®) e 1 uL de
DNA (~20 ng). As condicbes de amplificacdo basearam-se na activacdo da Taq DNA
Polimerase a 95°C durante 10 minutos, seguindo-se 45 ciclos de 92°C por 15 segundos
para desnaturacdo e de 60°C durante 1 minuto para emparelhamento dos primers e

extensao.
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A amplificacdo foi detectada e analisada com recurso ao aparelho Real-Time
7300 ABI e através do software 7300System Sequence Detection (versdo 1.2.3. Applied
Biosystems), tal como se encontra demonstrado na Figura 13.

Os resultados de discriminacao genotipica foram repetidos em 10% dos casos e

foram analisados e confirmados por dois investigadores independentes.

Discriminagéo alélica
aw

* L
- € Homozigdtico GG
A\ Heterozigotico AG
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a8 A ] Controlo Negativo
O]
< Agh
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Aoufn o

080

040

Donﬂ.DD 0.20 0.40 060 080 .00 120 140 160 180
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Figura 13. Resultados de um Real-Time PCR para o polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4.
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3.4. Anédlise Estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do programa
estatistico SPSS (verséo 15.0, SPSS Inc, 2004) e Epi Info (Versao 6).

A anélise pelo teste Qui-Quadrado (x°) foi utilizada para comparacdo das
diferentes varidveis categéricas. O valor de p foi obtido pelo teste de ¥* e considerado
estatisticamente significativo quando inferior a 0,05.

O valor de Odds Ratio (OR), indicativo do risco relativo para determinado
acontecimento num estudo tipo caso-controlo, foi calculado juntamente com o intervalo
de confianca de 95% (IC 95%) como medida da associa¢do entre os alelos e gendtipos
de CYP3A4 e LIG4 e o risco para cancro do ovario. A frequéncia genotipica foi ajustada
para as possiveis variaveis de confundimento.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado através de um teste goodness of fit
de Pearson, de forma a comparar as frequéncias observadas com as esperadas.

Obtiveram-se as curvas de probabilidade de sobrevivéncia (sobrevivéncia global)
apos tratamento quimioterapéutico combinado (paclitaxel e platinos), usando o teste
estatistico de Kaplan-Meier e o teste de Breslow para comparagdo entre as curvas. A
duracdo da sobrevivéncia global foi definida como o intervalo de tempo entre o
diagnostico e a morte ou Ultima avaliagdo clinica da paciente. A causa de morte foi

determinada a partir dos registos da doente.
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4. Resultados

4.1. Associacdo do Polimorfismo -392 A/G no gene CYP3A4 na

susceptibilidade para Cancro do Ovario Epitelial

A distribuicdo das frequéncias dos varios genétipos do polimorfismo -392 A/G no
gene CYP3A4 (AA, AG e GG) para o grupo controlo e grupo de casos com COE
encontra-se descrito na Tabela 3. A distribuicdo das frequéncias genotipicas de ambos os
grupos esta de acordo com o esperado segundo os principios de Hardy-Weinberg.

Relativamente ao grupo controlo, 90,4 % dos individuos apresenta o genétipo
AA e os restantes 9,6 % o genodtipo AG, ndo tendo sido obtido nenhum individuo
homozigoético recessivo para a variante (genotipo GG). No grupo de casos com COE,
89,2 % dos individuos apresenta o gendtipo AA, 10,0 % o gendtipo AG e 0,8 % o
gendtipo GG. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o
grupo de casos e o grupo controlo, tendo em conta os varios genétipos do polimorfismo.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo em estudo no grupo controlo e no
grupo de doentes com COE, tendo em conta o Modelo Recessivo, estdo descritas na
Tabela 3. Os resultados mostram que, para o grupo controlo, 90,4 % dos individuos
apresenta o gendtipo AA e 9,6 % é portador do alelo G. Relativamente ao grupo de
casos, 89,2 % dos individuos apresenta o genétipo AA e 10,8 % sé&o portadores do alelo
G. N&o se verificaram associagfes estatisticamente significativas entre estes dois grupos
(OR=1,14; IC 95%= 0,63-2,05; p=0,66) (Tabela 3). Ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes genétipos e as caracteristicas clinico-

patoldgicas das doentes com COE (dados ndo apresentados).

Tabela 3. Frequéncias genotipicas do polimorfismo CYP3A4 -392 A/G nos grupos controlo e casos com COE

CYP3A4 -392 A/IG

Controlo Casos o
(n= 250) (n=241) OR IC95% P
N % N %

Genotipo
AA 226 90,4 215 89,2 1,00 Referéncia -
AG 24 9,6 24 10,0 1,05 0,56-1,98 0,87
GG 0 0 2 0,8 -3 -3 -3
Modelo Recessivo
AA 226 90,4 215 89,2 1,00 Referéncia -
Portador G 24 9,6 26 10,8 1,14 0,63-2,05 0,66

a) Nao calculavel
Abreviaturas: p (valor de p obtido pelo teste de 3°); OR (Odds Ratio); IC 95% (Intervalo de Confianca 95%);
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4.2. Associacao do Polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4 na susceptibilidade

para Cancro do Ovario Epitelial

A distribuicdo das frequéncias dos varios genétipos do polimorfismo 1977 T/C do
gene LIG4 (TT, TC e CC) no grupo controlo e no grupo de casos com COE esta descrito
na tabela 4. A distribuicdo das frequéncias genotipicas de ambos 0os grupos esta de
acordo com o esperado segundo os principios de Hardy-Weinberg para populacdes em
equilibrio.

Relativamente ao grupo controlo, 66,0 % dos individuos apresenta o genotipo
TT, 28,8 % 0 gendtipo TC e 5,2 % o gendtipo CC. No grupo dos individuos com COE, as
frequéncias dos genétipos TT, TC e CC sao 66,9 %, 27,8 % e 5,2 %, respectivamente.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o grupo de
casos e o grupo controlo, tendo em conta os varios genétipos do polimorfismo.

Adoptando, novamente, o Modelo Recessivo, no grupo controlo, 66,0 % dos
individuos apresenta um genoétipo TT enquanto 34,0 % é portador do alelo C. Para o
grupo das doentes com COE, 66,9 % dos individuos apresenta um genétipo TT e 31,1 %
€ portador do alelo C. Também para este caso ndo foram encontrados resultados
estatisticamente significativos (OR=0,96; IC 95%= 0,65-1,42; p=0,83) (Tabela 4).

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
diferentes genétipos e as caracteristicas clinico-patolégicas das doentes com COE

(dados nao apresentados).

Tabela 4. Frequéncias genotipicas do polimorfismo LIG4 1977 T/C nos grupos controlo e casos com COE

LIG4 1977 T/C

Controlos Casos o
(n= 250) (n=248) OR IC 95% P

N % N %
Genotipo
TT 165 66,0 166 66,9 1,00 Referéncia -
TC 72 28,8 69 27,8 0,95 0,63-1,44 0,81
CcC 13 52 13 52 0,99 0,42-2,36 0,99
Modelo Recessivo
TT 165 66,0 166 66,9 1,00 Referéncia -
Portador C 85 34,0 82 33,1 0,96 0,65-1,42 0,83

Abreviaturas: p (valor de p obtido pelo teste de ¥°); OR (Odds Ratio); IC 95% (Intervalo de Confianca 95%);
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4.3. Associacdo do Polimorfismo -392 A/G no gene CYP3A4 na resposta

farmacogenomica das doentes com Cancro do Ovario Epitelial

Na avaliacdo da influéncia do polimorfismo -392 A/G no gene CYP3A4 na
resposta farmacogendmica das doentes, apenas foram analisados individuos do grupo de
casos que tinham sido submetidos a tratamentos quimioterapéuticos a base de platinos e
paclitaxel (n=206; 93 % dos casos inicialmente propostos).

Num contexto geral, ndo foi encontrada significAncia estatistica entre os
diferentes gendtipos de CYP3A4*1B e o tempo de sobrevivéncia das doentes (p=0,164)

nem mesmo utilizando o modelo recessivo (p=0,281) (Figura 14).
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p=0,281

0,87
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Sobrevivéncia cumulativa

0,2-] AA
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0,0
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Tempo de sobrevivéncia global (meses)

Figura 14. Curvas de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevivéncia global das doentes com COE, apds
esquema quimioterapéutico a base de platinos e paclitaxel, consoante os diferentes genoétipos do
polimorfismo do gene CYP3A4 (homozig6tico AA vs portador G). A sobrevivéncia global média é de 132,22
meses para doentes com gendtipo AA e 125,76 meses para doentes portadoras do alelo G (p=0,281).

No entanto, quando se efectua a analise estatistica de acordo com o tipo
histoldgico, os resultados demonstraram uma associacdo estatisticamente significativa

entre os diferentes genétipos (homozigético AA versus portador G) relativamente ao tipo
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histolégico predominante nestas doentes (carcinoma seroso; n=109) e o tempo de
sobrevivéncia global. Assim, doentes com genétipo AA apresentam uma sobrevivéncia
global de 122,56 meses comparada com 103,93 meses para portadoras do alelo G
(p=0,019) (Figura 15).
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Figura 15. Curvas de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevivéncia global das doentes com COE do tipo
seroso, apds esquema quimioterapéutico a base de platinos e paclitaxel, consoante os diferentes gendétipos
do polimorfismo do gene CYP3A4 (homozigético AA vs portador G). A sobrevivéncia global média é de

122,56 meses para doentes com gendtipo AA e 103,93 meses para doentes portadoras do alelo G (p=0,019).

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, observa-se que a
sobrevivéncia global aos 5 anos para os individuos que apresentam um diagndstico
histolégico de COE do tipo seroso é de 0,93 e 0,67 nos individuos com gendtipo AA e
portadores do alelo G, respectivamente.

No grupo de doentes com tumores de histologia seroso, subdividiu-se as
doentes de acordo com o estadio FIGO. O agrupamento dos estadios precoces (I e Il)
nao apresentou diferencas estatisticamente significativas entre a sobrevivéncia global das
doentes de acordo com os diferentes genétipos (p=0,763) (Figura 16.A). Relativamente

ao grupo de doentes com metastizagdo a distancia (estadio 1V), também n&o foi
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encontrada significancia estatistica no que diz respeito a sobrevivéncia global (P=0,491)
(Figura 16.B).

Contudo, para o grupo de doentes com tumores em estadio Il (o mais frequente;
n=70), doentes com gendtipo AA apresentam uma sobrevivéncia global de 120,30 meses
ao invés de 95,74 para as doentes portadoras do alelo G (p=0,05) (Figura 16. C).
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Figura 16. Curvas de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevivéncia global das doentes com COE do tipo
seroso e de acordo com o estadio FIGO, ap6s esquema quimioterapéutico a base de platinos e paclitaxel,
consoante os diferentes genoétipos do polimorfismo do gene CYP3A4 (homozigético AA vs portador G). A.
Estadio | e Il (p=0,763); B. Estadio IV (p=0,491); C. Estadio Ill (p=0,050).
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4.4. Associacdo do Polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4 na resposta

farmacogenomica das doentes com Cancro do Ovario Epitelial

Na avaliacdo da influéncia do polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4 na resposta
farmacogendémica das doentes, apenas foram analisados individuos do grupo de casos
gue tinham sido submetidos a tratamentos quimioterapéuticos a base de platinos e
paclitaxel (n= 207; 93 % dos casos inicialmente propostos).

Num contexto geral, ndo foi encontrada significAncia estatistica entre os
diferentes gendtipos de LIG4 e o tempo de sobrevivéncia das doentes (p=0,536), nem

mesmo utilizando o modelo recessivo (p=0,441) (Figura 17).
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Figura 17. Curvas de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevivéncia global das doentes com COE, apés
esquema quimioterapéutico a base de platinos e paclitaxel, consoante os diferentes genodtipos do
polimorfismo do gene LIG4 (homozigético TT vs portador C). A sobrevivéncia global média é de 130,311
meses para doentes com gendtipo TT e 130,246 meses para doentes portadoras do alelo C (p=0,441).

Com a estratificacdo das doentes de acordo com o tipo histolégico, ndo se
verificou associacdo significativa entre os diferentes tipos histologicos e os diferentes
genatipos no que diz respeito & sobrevivéncia global, nem mesmo para o tipo histolégico
seroso (p=0,194) (Figura 18).
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Figura 18. Curvas de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevivéncia global das doentes com COE do tipo
seroso, apos esquema quimioterapéutico a base de platinos e paclitaxel, consoante os diferentes genétipos
do polimorfismo do gene LIG4 (homozigdtico TT vs portador C). A sobrevivéncia global média é de 115,369

meses para doentes com gendtipo TT e 125,778 meses para doentes portadoras do alelo C (p=0,194).

As doentes que apresentam um diagndstico histoldgico de COE do tipo seroso, e
atendendo aos resultados obtidos neste trabalho, apresentam uma sobrevivéncia global
aos 5 anos de 0,88 e 0,91 nos individuos com gendtipo TT e portadores do alelo C,
respectivamente.

Na sub-divisdo do grupo de doentes com tumores de histologia seroso de acordo
com o estadio FIGO, nem os estadios precoces (P=0,804) nem o estadio IV (p=0,688)
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre a sobrevivéncia global e os
diferentes gendétipos (Figura 19.A e 19.B, respectivamente).

Relativamente ao estadio Ill, no caso do polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4,
verifica-se uma tendéncia na associacao entre os diferentes genotipos e a sobrevivéncia

global j& que doentes com gendtipo TT apresentam uma sobrevivéncia global média de
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109,665 meses ao contrario dos 124,985 meses apresentados pelas portadoras do alelo

C (p=0,057) (Figura 19.C).

p=0,804

o
=3
1

o (=}
I =)
1 1

Sobrevivéncia cumulativa
S
1

A (Estadio | e II)

0,01

TT

Portador C

Sobrevivéncia cumulativa

T T T T
680 80 100 120

1“10 1(1:(1 1éC
Tempo de sobrevivéncia global (meses)

0,84

0,64

0.4

0,24

0,04

B (Estadio IV)

p=0,688

Portador C

TT

T T T
50 100 150

Tempo de sobrevivéncia global (meses)

1,04

0,84

0,64

04—

0,24

Sobrevivéncia cumulativa

0,04

A

C (Estadio

TT

1D

Portador C

p=0,057

T
0

T T
50 100

T
150

T
200

Tempo de sobrevivéncia global (meses)

Figura 19. Curvas de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevivéncia global das doentes com COE do tipo

seroso e de acordo com o estadio FIGO, ap6s esquema quimioterapéutico a base de platinos e paclitaxel,

consoante os diferentes gendétipos do polimorfismo do gene LIG4 (homozigético TT vs portador C). A. Estadio
I e Il (p=0,804); B. Estadio IV (p=0,688); C. Estadio Il (p=0,057).
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5. Discussao

Nos ultimos anos, muitos tém sido os avancos cientificos ao nivel da medicina
oncoldgica e da investigacdo translacional. Pelo seu caracter complexo, heterogéneo e
multifactorial, 0 cancro estabelece-se como um desafio para a elaboracdo de estratégias
de intervencdo e prevencdo, bem como no desenvolvimento de novos e melhorados
meios de diagnostico e tratamento [153].

A carcinogénese é um processo dinamico e ndo-linear, sendo considerado como
um dos fendmenos biol6gicos mais complexos [153]. O cancro esporadico é, por isso,
uma doenga multifactorial, resultante de multiplas e complexas interac¢des entre factores
genéticos e ambientais. Torna-se cada vez mais evidente que um dos aspectos
fundamentais na carcinogénese serd o balanco entre a lesdo no DNA e a capacidade de
resposta por parte do organismo [76].

A enzima CYP3A4, essencial no metabolismo de Fase |, actua sobre uma
pandplia de compostos enddgenos e exdgenos, promovendo a sua transformacdo em
compostos facilmente eliminados pelo organismo. Contudo, antes que possam ser
eliminados, 0os compostos podem perder actividade ou adquirir capacidades
carcinogénicas. Por isso, qualquer desregulagdo ao nivel metabdlico podera contribuir
para a formacao de dano gendémico e promover o processo de carcinogénese [154].

Se a célula afectada pela ac¢do dos carcinogénios nao for capaz de identificar e
mediar uma resposta celular coordenada de forma a corrigir 0 dano, o processo de
carcinogénese pode avancar e conduzir a consequente transformacao neoplasica. Para
gue tal ndo aconteca, a célula possui inmeros sistemas de reparac¢ao capazes de actuar
e eliminar possiveis danos. Enzimas participantes nas vias de repara¢cdo do DNA sé&o, por
isso, consideradas como caretakers do genoma. A enzima DNA Ligase IV apresenta um
papel essencial na via de reparacdo NHEJ, sendo responsavel pelo processo de unido
final das extremidades ap0s a reparacdo. O insucesso desta etapa podera impulsionar a
transformacé&o neoplasica [88].

Os principais objectivos deste estudo consistiram na analise da frequéncia dos
polimorfismos em CYP3A4 e LIG4 em individuos sem doencga oncolégica conhecida e
num grupo de doentes com COE, e na avaliacdo da existéncia de associagdo entre as
frequéncias dos polimorfismos em questao e a susceptibilidade para a doenca e com as
suas caracteristicas clinico-patolégicas. Adicionalmente, pretendeu-se avaliar a influéncia
dos referidos polimorfismos na resposta farmacogenémica das doentes a quimioterapia

de primeira linha, também de acordo com as caracteristicas clinico-patologicas.
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Pelas hip6teses propostas para a etiologia do CO, factores genéticos,
ambientais e hormonais sdo capazes de afectar, directa ou indirectamente, a
carcinogénese [155]. A sub-classificacdo dos tumores do ovario em Tipo | e Tipo I,
proposta por Kurman e colaboradores (2004), continua a enfatizar a heterogeneidade do
CO mas fornece suporte para estudos morfoldégicos e moleculares futuros, de forma a
melhorar o0 nosso conhecimento sobre a carcinogénese do COE e desenvolvimento de
estratégias mais efectivas para uma deteccéo precoce [156].

Inimeros estudos indicam que o estadio FIGO e o tipo histoldgico sao factores
de prognostico independentes para o COE [122,157]. De acordo com o tipo histol6gico
dos tumores epiteliais do ovario, os sub-tipos endometridide e mucinoso sdo geralmente
de melhor prognéstico enquanto o0s tumores serosos e tumores indiferenciados
apresentam pior prognéstico [157]. Como ja foi referido, o sub-tipo seroso corresponde a
maioria dos casos de COE e, j& que a maioria deles pertence ao grupo de tumores do
Tipo Il, estes sdo geralmente bastante agressivos embora quimio-sensiveis. Contudo,
pelo seu rapido crescimento, menos de 25% dos casos sao diagnosticados em estadios
precoces (Estadio | e 1) [115].

Apesar dos avancos na cirurgia citoreductora e na combinacdo de agentes
qguimioterapéuticos reflectir uma melhoria na sobrevivéncia a 5 anos, com 45 % das
doentes a atingir esta meta, menos de 30 % das doentes com COE sobrevive a longo
prazo [119,150]. Embora 80 % dos doentes responda inicialmente a terapia de primeira
linha, o desenvolvimento de resisténcia é frequente e muitas das doentes acaba por
desenvolver recidivas [121,124].

Apesar dos mecanismos adjacentes ao desenvolvimento de resisténcia ainda
nao estejam completamente elucidados, estes podem passar pela falha na
farmacocinética da medicacdo, pelo micro-ambiente tumoral e factores especificos das
células neoplasicas [158]. Contudo, o fenétipo de resisténcia é geralmente o resultado de
uma interacgdo entre os trés factores e, por isso, qualquer estratégia para ultrapassar a
resisténcia a medicacao devera ter em conta mais do que um alvo [144]. Actualmente,
esta ja comprovado que polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo de
xenobidticos e reparacdo do DNA podem alterar significativamente a eficacia, efeitos
toxicos e outcome da terapia [129]. Assim, é plausivel que os polimorfismos, ao
afectarem o mecanismo de resposta a terapia, possam influenciar a sobrevivéncia dos

doentes com COE e auxiliar na predi¢cdo da resposta clinica [159].
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5.1. Associacdo do Polimorfismo -392 A/G no gene CYP3A4 na

susceptibilidade para Cancro do Ovario Epitelial

As diferencas inter-individuais ao nivel do metabolismo de xenobibticos e
endobidticos estdo documentadas e sédo, em grande parte, atribuidas a polimorfismos
genéticos em genes de enzimas envolvidas no processo de biotransformacdo. Pela
importancia ao nivel metabdlico, variagbes minimas ao nivel da actividade enzimética da
CYP3A4 podem condicionar grandemente a sua acgdo a nivel fisiologico [46].

Atendendo a importancia da enzima CYP3A4 na metabolizacdo de compostos
enddgenos, como compostos hormonais, o polimorfismo CYP3A4*1B pode revelar-se um
importante biomarcador, num painel de factores genéticos, na susceptibilidade para o
desenvolvimento de COE. Este polimorfismo foi ja intensivamente estudado em tumores
com uma relagdo hormonal, como no caso do cancro da prostata e da mama [25,51].
Relativamente ao ovario, existem poucos estudos que avaliem a associacdo entre a
presenca do polimorfismo CYP3A4*1B e o risco de desenvolvimento de COE.

Uma vez sintetizados nos ovarios, 0s estrogénios sdo extensivamente
metabolizados, inclusive pela enzima CYP3A4 (Figura 20). A biotransformacdo do
estrogénio leva a formacdo de metabolitos biologicamente menos activos (pela
hidroxilacdo em C-2) ou em metabolitos com elevado potencial mutagénico (por
hidroxilagdo em C-4 ou C-16) pela capacidade de estimularem a proliferacéo celular e a
genotoxicidade [41,160].

Variagbes na actividade da enzima CYP3A4 poderdo resultar em niveis
circulantes alterados dos metabolitos hormonais e assim contribuir para o
desenvolvimento de COE. Para além disso, j4 que a enzima CYP3A4 esta expressa no
ovario, a variacdo na sua actividade podera também influenciar o impacto local da
metabolizacdo hormonal [41,160].

Assim, pela relevancia metabdlica da CYP3A4 e pela sua possivel intervencgéo
na etiologia do COE, um dos objectivos em que este trabalho se centrou foi na analise da
frequéncia do polimorfismo -392 A/G no gene CYP3A4 em individuos sem doenca
oncoldgica conhecida e em doentes com diagnéstico de COE e na avaliagdo de possiveis
associacfes entre as frequéncias genotipicas observadas e a susceptibilidade para o

desenvolvimento de COE.
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Figura 20. Via metabdlica (parcial) dos estrogénios (adaptado de [160]).

Abreviaturas: 178-HSD (17B-hidroxiesteroide dehidrogenase); COMT (catecol-orto-metiltransferase)

As frequéncias observadas para o polimorfismo CYP3A4*1B foram de 90,4 %,
9,6 % e 0 % para os genotipos AA, AG e GG, respectivamente, no grupo controlo e 89,2
%, 10,0 % e 0,8 % para os gendtipos AA, AG e GG, respectivamente, no grupo de casos
com COE. Estas frequéncias estdo de acordo com outros estudos em populacdes
caucasianas saudaveis [62-63].

Tendo em conta que a frequéncia genotipica GG do polimorfismo é bastante
reduzida, estudos como o de Spurdle e colaboradores (2002), optam por combinar os
gendtipos AG e GG e comparar com 0 genétipo AA, realizando assim uma analise
segundo o modelo recessivo. No entanto, no nosso estudo, ndo se verificou nenhuma
associacdo estatisticamente significativa entre os diferentes genétipos (homozigotico AA
versus portador G) e a susceptibilidade para o desenvolvimento de COE (OR=1,14;
1C95%=0,63-2,05; p=0,66).

Os nossos resultados sdo concordantes com outros estudos similares,
confirmando que o polimorfismo CYP3A4*1B podera néo estar associado com o risco de
COE, na populacdo caucasiana, apesar da sua importancia biolégica inerente ao

desenvolvimento desta neoplasia.
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5.2. Associacdo do Polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4 na susceptibilidade

para Cancro do Ovario Epitelial

Durante a ovulacdo mensal, a superficie epitelial do ovario € degradada
enzimaticamente de forma a libertar o éocito, sendo a lesdo resultante posteriormente
reparada. Este processo biolégico é considerado como potenciador da transformacao
maligna ja que as células do ovario terdo que se dividir e propagar rapidamente, depois
de terem sido sujeitas a accao de espécies reactivas capazes de danificar o DNA [161].

O papel das hormonas reprodutivas na carcinogénese do ovario tem sido
bastante debatido, sugerindo-se que 0 estrogénio e 0s seus metabolitos poderdo ser
potentes carcinogénios capazes de provocar alteracdes genéticas, nomeadamente pela
formacao de DSBs, e assim estimular a iniciagdo tumoral [162]. A ligacdo do DNA é uma
etapa ubiqua a nivel celular, j& que é utilizada em mecanismos como a replicacao,
reparacdo e recombinacdo genética [32,97]. Os polimorfismos no gene LIG4 tém sido
associados com alteracdes na capacidade de reparacdo do DNA que, em Ultima analise,
serdo capazes de influenciar o risco de desenvolvimento tumoral [76].

Pela relevancia das vias de repara¢do do DNA no CO, a via de reparagdo NHEJ
e, homeadamente a LIG4, podem ter um papel crucial na etiologia desta neoplasia. Desta
forma, foi objectivo deste estudo a andlise da frequéncia do polimorfismo 1977 T/C no
gene LIG4 em individuos sem doenca oncolégica conhecida e em doentes com
diagnostico de COE e na avaliagdo de possiveis associacdes entre as frequéncias
observadas do polimorfismo e a susceptibilidade para o desenvolvimento de COE.

As frequéncias observadas para este polimorfismo foram de 66,0 %, 28,8 % e 5,2
% para os genadtipos TT, TC e CC, respectivamente, no grupo controlo e 66,9 %, 27,8 %
e 5,2 % para os gendtipos TT, TC e CC, respectivamente, no grupo de casos. Estas
frequéncias estdo de acordo com outros estudos realizados em populacdes caucasianas
e saudaveis [92]. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o
grupo de casos e o grupo controlo, tendo em conta os varios gendtipos do polimorfismo.
Adoptando novamente o modelo recessivo, também para este caso nao foram
encontrados resultados estatisticamente significativos (OR=0,96; IC 95%= 0,65-1,42;
p=0,83). Na literatura, os resultados descritos para este polimorfismo eram bastante
distintos e este estudo veio juntar-se aqueles que indicam que a alteracdo 1977 T/C no

gene LIG4 ndo esta associado com o risco de COE em mulheres caucasianas.
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5.3. Associacdo do Polimorfismo -392 A/G no gene CYP3A4 na resposta

farmacogendmica das doentes com Cancro do Ovario Epitelial

A Farmacogendémica tem como propésito identificar as bases hereditarias que
condicionam diferencas inter-individuais significativas na resposta a terapia, com a
finalidade de individualizar a terapéutica [18,163].

Uma das classes de farmacos mais utilizadas no tratamento de doencas
oncolégicas, e nomeadamente no COE, sdo os taxanos, da qual fazem parte o paclitaxel
e o docetaxel [29,40]. Para esta classe de farmacos, o metabolismo de Fase | pelas
enzimas CYP representa a maior via de inactivacdo e eliminacdo dos mesmos, ja que 0s
metabolitos resultantes sdo menos tdxicos e estdo presentes em menor concentragdo no
plasma que os compostos iniciais, ndo parecendo exercer nenhum efeito clinico na

inibicdo do crescimento tumoral (Figura 21) [52].

Docetaxel
Paclitaxel

Estabilizagao
microttbulos

Morte celular

Figura 21. Representacédo esquematica do metabolismo e mecanismo de acgdo dos taxanos (adaptado de
[164]).

Abreviaturas: SLCO183 (solute carrier organic anion transporter family, member 1B3); PXR (Pregnane X Receptor)

Estudos recentes demonstram que 0s taxanos apresentam a capacidade de
activar o PXR humano e, desta forma, conduzir a uma efectiva inducéo da expressao da
enzima CYP3A4 [29]. Alguns estudos in vitro demonstram que a activacdo do PXR
conduz ao aumento de expressdo da CYP3A4 e que esta alteracdo aumenta a

resisténcia das linhas celulares aos agentes quimioterapéuticos referidos. Por outro lado,
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a repressdo da expressdo e actividade do PXR/CYP3A4 aumenta a sensibilidade das
linhas celulares a terapéutica [32].

A enzima CYP3A4 é uma das enzimas mais relevantes e mais expressa ao nivel
do ovario [27]. Em condi¢des patoldgicas, esta enzima apresenta um papel ainda mais
fulcral, por ser capaz de metabolizar farmacos utilizados no tratamento da neoplasia do
ovério. Apesar da maioria do metabolismo dos agentes quimioterapéuticos ocorrer a nivel
hepatico, a expressao das enzimas CYP3A4 nas células tumorais do ovario pode conferir
as células tumorais a habilidade para inactivar os substratos da enzima, como o
paclitaxel, e desta forma diminuir a resposta do tumor aos agentes quimioterapéuticos
[39].

O polimorfismo -392 A/G no gene CYP3A4 pode influenciar a actividade da
enzima em estudo, uma vez que a presenca do alelo G pode aumentar a actividade da
mesma e, desta forma, afectar a resposta a terapia das doentes com COE. Assim, um
dos objectivos deste estudo foi avaliar a presenca do polimorfismo como factor de
prognostico para doentes com COE, que foram sujeitas a quimioterapia de primeira linha
a base de platinos e paclitaxel. Desta forma, ap6s andlise estatistica, os resultados
mostram que, num contexto geral, ndo foi encontrada associacdo estatisticamente
significativa entre os diferentes genoétipos de CYP3A4*1B e o tempo de sobrevivéncia das
doentes (p=0,164) nem mesmo utilizando o modelo recessivo (p=0,281). De acordo com
estes resultados, as doentes portadoras do alelo G apresentam uma sobrevivéncia global
inferior em comparacgdo com as doentes com gendtipo AA. Esta diferenca, apesar de néo
significativa, poder4 ter como consequéncia funcional uma maior degradacdo do
paclitaxel e, consequentemente, uma menor efectividade da terapia.

Contudo, quando o grupo de casos foi estratificado de acordo com o tipo
histologico, os resultados demonstraram uma associacao estatisticamente significativa
entre os diferentes genotipos (homozigético AA versus portador G) e o tempo de
sobrevivéncia para doentes com o tipo histol6gico seroso. Os doentes com gendtipo AA
apresentam uma sobrevivéncia global média de 122,56 meses quando comparada com
os portadores do alelo G que apresentam uma sobrevivéncia global média de 103,93
meses (p=0,019), o que se traduz numa diminuicdo da sobrevivéncia global em cerca de
18,6 meses para as portadoras do alelo G. Apesar de tumores do tipo seroso serem
geralmente quimio-sensiveis, estes resultados apontam para que a presenca do alelo G

aumente a capacidade de metabolizacdo dos agentes quimioterapéuticos pela CYP3A4

-61 -



5. Discussao

e, por esta razdo, os tumores do ovario do tipo seroso adquirem caracteristicas de
resisténcia a terapia, afectando, assim, a sobrevivéncia global das doentes.

No grupo de doentes com tumores do tipo seroso, a maioria apresentava
tumores em estado avancado (Estadio Ill). Também para esta analise, a presenca do
alelo G condiciona uma sobrevivéncia média de 95,74 meses em compara¢do com 0s
120,30 meses apresentados nas doentes com genétipo AA (p=0,05). Neste caso,
doentes com genétipo AA apresentam uma sobrevivéncia global média 24,6 meses
superior as doentes portadoras do alelo G.

Este resultado vem de encontro ao descrito na literatura, uma vez que estudos
prévios demonstram que 0s estrogénios sdo capazes de estimular a proliferacdo dos
tumores do ovario, particularmente os do subtipo histoldégico seroso [148,165]. Assim, o
elevado indice proliferativo provocado pelos estrogénios é particularmente intenso em
tumores em fases avancadas que invadem o peritoneu e que estdo mais expostos a
estrogénios circulantes. Estes tumores altamente proliferativos sdo mais susceptiveis a
agentes quimioterapéuticos [160,166]. Doentes portadoras do alelo G apresentam uma
diminuicdo da sobrevivéncia global, o que pode ser indicador que este polimorfismo, por
conferir um aumento da actividade da enzima CYP3A4, para além de aumentar o
metabolismo do paclitaxel, podera aumentar a metabolizagdo dos estrogénios para
metabolitos intermediarios mais inactivos. Assim, pela diminuicdo da estimulacao
proliferativa pelos estrogénios, os COE do tipo seroso em estadio Ill apresentam um
menor indice proliferativo e a terapia torna-se menos efectiva, promovendo uma menor

sobrevivéncia global de doentes portadoras do alelo G.

-62 -



5. Discussao

5.4. Associacdo do Polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4 na resposta

farmacogenomica das doentes com Cancro do Ovario Epitelial

Embora a taxa de resposta inicial das doentes a quimioterapia seja boa, muitas
doentes acabam por desenvolver recidivas e, possivelmente, clones de células
resistentes a terapia. Os agentes quimioterapéuticos actuam em células com elevado
indice proliferativo, sendo capazes de introduzir danos no DNA. No caso dos anéalogos de
platinos, como a carboplatina e cisplatina, estes agentes exercem o0 seu efeito
guimioterapéutico pela formacgéo de ligagGes entre as cadeias de DNA [113].

O reconhecimento do dano no DNA e o0s mecanismos de reparacao
consequentes sdo essenciais para a sensibilidade e resisténcia das células tumorais
durante o tratamento. Defeitos ao nivel da reparacdo do DNA podem proporcionar uma
hipersensibilidade aos agentes quimioterapéuticos estimando-se que, quanto menor for a
capacidade celular em corrigir o dano, maior serd a sensibilidade das células para os
agentes terapéuticos [109,113].

Um dos objectivos deste trabalho foi avaliar a influéncia do polimorfismo 1977
T/C no gene LIG4 na sobrevivéncia das doentes sujeitas a quimioterapia de primeira linha
a base de platinos e paclitaxel. De uma forma geral, doentes portadoras do alelo C
apresentam uma sobrevivéncia global média superior as doentes com gendtipo TT,
embora 0s resultados ndo sejam estatisticamente significativos. Relativamente as
doentes com tumores do tipo seroso, geralmente caracterizados por apresentarem
instabilidade genética e por serem quimio-sensiveis, as doentes portadoras do alelo C,
apresentam também uma sobrevivéncia global média superior comparativamente com as
doentes com gendtipo TT. Esta associacdo, embora ndo significativa, parece indicar que
a presenca do alelo C diminui a actividade e a eficicia enzimética da LIG4, conduzindo a
uma diminuicdo da reparacdo do DNA e, por conseguinte, ao aumento da
hipersensibilidade aos agentes quimioterapéuticos caracteristica dos tumores serosos.

No grupo de doentes com tumores serosos em estadio Ill, os resultados obtidos
indicam uma tendéncia na associacao dos diferentes gendtipos e a sobrevivéncia global.
Relativamente aos doentes portadores do alelo C, estes apresentam uma sobrevivéncia
global média de 124,985 meses quando comparados com as doentes com o genétipo TT
(109,665 meses) (p=0,057). Desta forma, as doentes portadores do alelo C apresentam

uma sobrevivéncia global média superior de 15,3 meses quando comparadas com as
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doentes com o gendtipo TT. Este resultado esta de acordo com o descrito na literatura, ja
qgue, apesar deste grupo de doentes apresentar tumores com elevado indice proliferativo,
a presenca do alelo C do polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4 parece facilitar
adicionalmente a accdo da terapia e, por conseguinte, conduzir a uma melhor resposta
farmacogendmica por parte das doentes.

De uma forma geral, com a presenca do alelo C do polimorfismo 1977 T/C no
gene LIG4, a célula deverd apresentar mecanismos de reparagdo menos eficazes e, por
essa razao, poderd ter uma menor capacidade de corrigir os danos citotoxicos
provocados pelos agentes quimioterapéuticos, levando a acumulacdo de quebras no
DNA. Por outro lado, estudos com linhas celulares resistentes a quimioterapia
demonstram que 0s mecanismos de reparacdo estdo sobre-regulados e a activacao da
apoptose modulada pelas caspases esta blogueada. Desta forma, a sub-actividade
enzimatica da LIG4, podera conduzir a activacdo de caspases e, por conseguinte, a
inducéo da apoptose. Os mecanismos referidos poderéo proporcionar uma sensibilidade
aumentada aos agentes quimioterapéuticos e, consequentemente, uma melhor resposta

global a nivel terapéutico para portadoras do alelo menos frequente (alelo C).
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6. Concluséo e Perspectivas Futuras

Ao longo dos ultimos anos, a investigacao translacional tem assumido um papel
bastante crucial na area da medicina oncolégica. Desta forma, com este tipo de estudos,
pretende-se identificar um painel de polimorfismos genéticos, que em combina¢cdo com
factores de risco estabelecidos, possam ser encarados como possiveis marcadores de
susceptibilidade ou como potenciais factores de prognéstico. Em dltima analise, a
definicdo de perfis de susceptibilidade/prognéstico poderd ser uma ferramenta util na
implementacao de estratégias de rastreio/prevencao e, desta forma, diminuir a incidéncia
e mortalidade por cancro.

Uma variabilidade inter-individual consideravel tem sido registada ao nivel de
genes envolvidos no metabolismo de xenobibticos, bem como nas vias de biossintese e
metabolismo de endobiéticos. Estas diferencas poderdo ajudar a implementar as
hip6teses postuladas na etiologia do COE tendo em conta os eventos reprodutivos e a
exposicdo hormonal. Para além de influenciar o risco, os SNPs em enzimas
metabolizadoras, podem condicionar a actividade de agentes quimioterapéuticos e
consequentemente modificar o risco de recidiva, toxicidade e mesmo a sobrevivéncia das
doentes.

Neste estudo, a enzima metabolizadora CYP3A4 parece néo influenciar o risco
de desenvolvimento de COE, embora estes resultados sugiram que esta enzima possa
ser um bom indicador de prognéstico para a neoplasia maligna estudada. Os resultados
deste trabalho encontram-se de acordo com outros descritos na literatura no que diz
respeito a susceptibilidade para COE. Relativamente ao estudo farmacogendémico, este é
pioneiro na avaliacdo da associacao do polimorfismo e a resposta farmacogendémica das
doentes, relativamente a sobrevivéncia global.

Contudo, é ainda controverso o efeito funcional do polimorfismo e alguns
estudos realcam o facto de que, para além da variabilidade individual na expressédo da
enzima CYP3A4, a variabilidade inter-individual nos genes dos receptores nucleares que
regulam a transcricdo desta enzima podera também ser importante a nivel metabdlico.
Por isso, polimorfismos genéticos em enzimas envolvidas na biotransformacédo e na sua
regulacdo poderdo ser de extrema importancia ndo s6 na metabolizagdo de compostos
mas também na protec¢do do genoma, ao evitar a formacao de danos no DNA.

Os genes envolvidos nas vias de reparacdo sdo considerados como caretakers

do genoma, e mutacdes nestes genes sdo responsaveis pelo desenvolvimento de

-67 -



6. Conclusao e Perspectivas Futuras

tumores e por varias doencas hereditarias, caracterizadas por alteracbes metabdlicas
complexas.

Apesar da importancia celular da enzima LIG4, o polimorfismo 1977 T/C neste
gene parece ndo estar relacionado com a susceptibilidade para COE, o que esta de
acordo com alguns estudos existentes. A nivel farmacogendmico, o polimorfismo parece
estar associado com a resposta a terapia por parte das doentes, sugerindo que as
portadoras do alelo C possam apresentar uma maior sensibilidade para a quimioterapia
standard para o COE. Contudo, estudos referem que, pelo facto do polimorfismo dar
origem a uma alteracdo sinénima, é improvavel que apresente algum efeito funcional,
indicando que 0 mesmo possa estar em linkage disequilibrium com outros polimorfismos
funcionais. Para além disso, a andlise deste polimorfismo podera ser mais relevante em
tumores cujo tratamento envolva a radioterapia, ja que a enzima LIG4 podera contribuir
para uma hipersensibilidade para a radiagéo ionizante, uma fonte de DSBs.

Como objectivo futuro pretende-se aumentar a casuistica deste trabalho de
forma a permitir a andlise da interaccdo entre os polimorfismos estudados e factores
etioldgicos, como a ovulagdo. Pelo caracter dubio de ambos os polimorfismos em termos
funcionais, estudos posteriores passarao pela realizacdo de ensaios funcionais, como a
guantificagdo de mRNA ou avaliagdo da expressdo proteica por imunohistoquimica. Por
outro lado, poderao ser quantificados os niveis de agentes quimioterapéuticos e seus
metabolitos no plasma dos doentes, de forma a avaliar a actividade enzimatica e
relaciona-la com a andlise genotipica realizada para o grupo de casos. Adicionalmente,
poderdo ser avaliados outros factores associados com as enzimas estudadas. No caso
da CYP3A4, o PXR poderda ser um alvo de estudo, bem como outras moléculas
envolvidas na biotransformacdo dos taxanos. Associado a Ligase IV, poderad ser
analisada a sua interaccdo com moléculas envolvidas na apoptose, o que podera trazer
novos conhecimentos relativamente a resposta farmacogenémica por parte das doentes.

Embora os resultados obtidos neste trabalho ndo sejam de magnitude suficiente
para modificar a deciséo clinica, sdo consistentes com os efeitos de genes de baixa
penetrancia, cujos efeitos fenotipicos sdo, geralmente, considerados baixos a
moderados. Contudo, o crescente conhecimento sobre a genética e biologia das enzimas
envolvidas em processos celulares de extrema importancia podera auxiliar no
entendimento dos eventos relacionados com a etiologia e carcinogénese do COE bem

como na aquisicéo de resisténcia ao tratamento por parte das doentes.
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Tris Base 108 g/L (Merck 1083821000)
Acido Bérico 55 g/L (Merck 1001651000)
EDTA 6,72 g/L (Sigma E-1644)
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Anexo |l

Artigo intitulado Influence of CYP3A4*1B polymorphism in overall survival of epithelial
ovarian cancer patients treated with paclitaxel/platinum first-line chemotherapy, submetido
para publicacdo na revista European Journal of Clinical Pharmacology.

-84 -



8. Anexos

Anexo Il

Abstract aceite para publicacéo sob a forma de poster no 2011 European Multidisciplinary
Cancer Congress — ECCO 16/ESMO 36, em Estocolmo (Setembro de 2011).

CYP3A4*1B Polymorphism: a prognostic value in Ovarian Cancer?
Joana Assis *?, Ménica Gomes *?, Dania Marques %2, Inés Marques 2, Raquel Catarino

! Deolinda Pereira 3, Rui Medeiros 2

1- Grupo de Oncologia Molecular-Cl, Instituto Portugués de Oncologia-Porto
2- Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, Universidade do Porto-ICBAS

3- Servico de Oncologia Médica, Instituto Portugués de Oncologia-Porto

Background:

Ovarian cancer (OC) is the sixth most common cancer and the seventh cause of
death from cancer in women, representing the most lethal gynecological cancer. The
survival of patients with OC stands at 46% at 5 years despite advances in surgery and
chemotherapy.

Given that exposure to estrogen is associated with OC it is plausible that
enzymes involved in metabolism of these hormones might influence the development and
progression of this disease. CYP3A4 encodes a critical enzyme for oxidation of estrogens
and its inhibition results in higher circulating estrogen levels. Furthermore, CYP3A4 is one
of the most important metabolizing enzymes being involved in metabolism of clinic drugs.

The CYP3A4*1B polymorphism (-392 A/G) has been related with increased risk
of development of OC but no previous studies evaluated the prognostic value of this
polymorphism in patients with OC.

The aim of this study was to evaluate the influence of CYP3A4*1B polymorphism

as prognostic factor in patients with OC.
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Material and Methods:

DNA was extracted from peripheral blood of 206 patients diagnosed with OC
submitted to a platinum based chemotherapy (Platin and Paclitaxel). Patients were first
divided by histologic subtype and then by FIGO stage in: stage I/ll, stage Ill and stage IV.
The characterization of CYP3A4*1B genotypes was performed by RFLP-PCR.

Results:

The frequencies obtained for the AA, AG and GG genotypes were 88 %, 11 %
and 1 %, respectively. The CYP3A4*1B polymorphism genotypes were grouped as AA
genotype and G carrier genotypes. The polymorphism was significantly associated with
overall survival in patients with Papillary serous tumors (PST): patients with genotypes
carrying G allele (GG/GA) had significantly diminished survival when compared with
patients with AA genotype (103,93 months and 122,56, respectively, P=0,019). When
stratified by FIGO stage, patients with PST and in stage lll subgroup with genotypes
carrying G allele had significantly diminished overall survival when compared with AA
genotypes (95,74 months and 120,30 months, respectively, P=0,050).

Conclusion:

CYP3A4 shows great importance in a metabolic level and is greatly studied in the
field of translational research. Our results exhibit an association between CYP3A4*1B and
a diminished survival of patients with OC. Due to this prognostic value, these results could
help in the monitorization of patients with OC and to define the role of this genetic variant

in the pharmacogenomic profile of OC.
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Anexo IV

Abstract aceite para publicacdo sob a forma de poster no 17th Internatinal Meeting of the

European Society of Gynaecological Oncology, em Mildo (Setembro de 2011).

LIG4 1977 T/C polymorphism: a prognostic value in Ovarian Cancer?
Joana Assis %, Ménica Gomes 2, Dania Marques #°, Inés Marques *?, Raquel Catarino

! Deolinda Pereira , Rui Medeiros 2

1- Grupo de Oncologia Molecular-Cl, Instituto Portugués de Oncologia-Porto
2- Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, Universidade do Porto-ICBAS

3- Servigco de Oncologia Médica, Instituto Portugués de Oncologia-Porto

Background:

Ovarian cancer (OC) is the sixth most common cancer and the seventh cause of
death from cancer in women. The survival of patients with OC stands at 46% at 5 years
despite advances in surgery and chemotherapy.

DNA double-strand breaks (DSBs) are among the most cytotoxic DNA damages
and failure to repair these injuries results in genomic instability. Therefore, genes coding
for DNA repair molecules, like Ligase IV (LIG4), have great significance. However, no
previous studies evaluated the prognostic value of Lig4 in patients with OC.

The aim of this study was to evaluate the influence of the 1977 T/C

polymorphism of the LIG4 gene (rs1805386) as prognostic marker OC patients.
Methods:

DNA was extracted from peripheral blood of 207 patients diagnosed with OC
submitted to a platinum-based chemotherapy (cisplatin and paclitaxel). Patients were first

divided by histologic subtype and then by FIGO stage. The characterization of LIG4 1977
T/C genotypes was performed by Real-Time PCR.
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Results:

The LIG4 1977 T/C polymorphism genotypes were grouped as TT genotype and
C carrier genotypes. The LIG4 1977 T/C polymorphism was significantly associated with
overall survival in stage lll patients with papillary serous tumors. Patients with genotypes
carrying the C allele (CC/CT) had an increased overall survival when compared with

patients with TT genotype (124,98 months and 109,66, respectively, P=0,057).
Conclusion:

LIG4 plays an important role in DSB pathway and has been significantly
associated with the etiology and prognostic of many cancers. Due to its prognostic value,

these results could help to monitor OC patients and to help to define pharmacogenomic
profile of OC.
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Anexo V

Resumo apresentado sob a forma de poster nas Jornadas de Oncologia, em Espinho
(Julho de 2011).

POLIMORFISMO CYP3A4*1B: FACTOR DE PROGNOSTICO NO CANCRO DO OVARIO?
Joana Assis %, Ménica Gomes *?, Dania Marques %3, Inés Marques 2, Raquel Catarino

! Deolinda Pereira 3, Rui Medeiros 2

1- Grupo de Oncologia Molecular-Cl, Instituto Portugués de Oncologia-Porto
2- Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, Universidade do Porto-ICBAS

3- Servico de Oncologia Médica, Instituto Portugués de Oncologia-Porto

Introducdo:

O cancro do ovario (CO) é a sexta neoplasia maligna mais comum e a sétima
causa de morte por cancro na mulher. Tendo em conta que a exposi¢cdo hormonal esta
associada com o CO, é plausivel que enzimas envolvidas no metabolismo hormonal,
como a CYP3A4, possam influenciar o desenvolvimento e progressédo da doenca.

O objectivo deste estudo foi avaliar o polimorfismo CYP3A4*1B como factor de

prognéstico em doentes com CO.

Material e Métodos:

O DNA foi extraido a partir de sangue periférico de 206 pacientes diagnosticadas

com CO. A caracterizacao dos genétipos foi realizada por PCR-RFLP.

Resultados:

O polimorfismo esta associado de forma significativa com a sobrevivéncia global
em doentes com tumor papilar-seroso (TPS) jA que portadoras do alelo G apresentam
uma menor sobrevivéncia global que doentes com gendtipo AA (103,93 e 122,56 meses,

respectivamente, P=0,019). Doentes com TPS em estadio Ill portadoras do alelo G
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apresentam sobrevivéncia global inferior as pacientes com gendtipo AA (95,74 e 120,30

meses, respectivamente, P=0,050).
Conclusao:

Os nossos resultados mostram uma associacdo entre o0 polimorfismo
CYP3A4*1B e uma menor sobrevivéncia das doentes com CO. Pelo seu papel como

factor de prognéstico, estes resultados podem ajudar na monitorizacao e na definicdo de

um perfil farmacogenémico em doentes com CO.
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Anexo VI

Abstract aceite para publicacdo sob a forma de poster no 35th Internatinal ESMO
Congress, em Mildo (Outubro de 2010) e publicado na revista Annals of Oncology
(Volume 21, Suplemento 8, viii310).

CYP3A4*1B (rs2740574) Gene Polymorphism has prognostic value in Ovarian
Cancer
D.S.N.M. Santos?, J. Assis ?, M. Gomes?, A.C.F. Rodrigues®, J. Oliveira’, D. Pereira, R.

Medeiros?

'Medical Oncology Department and Molecular Oncology Unit of Instituto Portugués de

Oncologia Francisco Gentil, Porto, Portugal

Introduction:

CYP3A4 encodes an enzyme critical for oxidation of oestrogens and its inhibition
results in higher circulating oestrogen levels. In the CYP3A4*1B (rs2740574)
variant, GG genotype has been associated with increased risk of developing invasive
ovarian cancer. There is no available information about the prognostic value of this
genotype in this patients (pts). The aim of this study is to evaluate the CYP3A4*1B gene

polymorphism as prognostic factor in pts with epithelial ovarian cancer.

Material and methods:

Retrospective cohort study. Exposure was defined as CYP3A4*1B GG/AG
genotype. CYP3A4*1B gene polymorphism was analyzed by polymerase chain reaction of
DNA samples from peripheral blood of pts with epithelial ovarian cancer treated in Instituto
Portugue’s de Oncologia, Porto, Portugal, between June 1992 and November 2009. The
following confounding factors were considered: FIGO stage, volume of residual disease

after cytoreductive surgery, histologic sybtype, histologic grade, age and malignant
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ascites. Survival analysis was performed with Kaplan-Meier method. A p value < 0.05 was

considered significant.

Results:

There were 185 DNA blood samples of pts with epithelial ovarian cancer
available for analysis. Median age was 53 years (range: 22 — 80). No statistically
significant differences were found regarding the association of CYP3A4*1B genetic
polymorphism for any of the confounding factors analyzed between exposure groups (p >
0.05). The GG/AG genotype had no prognostic value when all histologic subtypes were
analyzed. Pts with serous carcinoma histologic subtype carrying the GG/AG genotype had
significantly decreased overall survival (median OS for GG/AG genotype of 50.0 months
and median OS for AA genotype of 109 months; p = 0.005).

Conclusion:

Our results suggest that CYP3A4*1B GG genotype may be a prognostic factor in
pts with ovarian serous carcinoma. Further studies may help to define the role of this
genetic variant in the pharmacogenomic profile of epithelial ovarian cancer.

Disclosure:

All authors have declared no conflicts of interest.
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Anexo VIl

Abstract publicado na revista Annals of Oncology (Volume 21, Suplemento 8, viii59).

Influence of LIG4 1977 T/C polymorphism in Ovarian Cancer (OC) susceptibility

Joana Assis *?, Ménica Gomes *?, Dania Marques3, Deolinda Pereira®, Rui Medeiros™?

1- Grupo de Oncologia Molecular-Cl, Instituto Portugués de Oncologia-Porto
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Background:

Ovarian cancer (OC) is the sixth most common cancer and the seventh cause of
death from cancer in women. It has been proposed that ovulation may increase OC risk
by increasing mutations in the epithelium which occur due to spontaneous errors in DNA
synthesis or oxidative stress at the ovulatory site.

DNA double-strand breaks (DSBs) are among the most cytotoxic of DNA
damages and failure to repair them results in genomic instability and subsequent
malignant transformation. Due to the importance of genomic integrity maintenance, genes
coding for DNA repair molecules have been proposed as candidate cancer-susceptibility
genes.

The T/C polymorphism in codon 501 (D501D) of the Ligase IV gene (LIG4) does
not alter the amino acid sequence of the protein and is therefore unlikely to have any
functional effect but may be in linkage disequilibrium with neighboring genes. The aim of
this preliminary study was to evaluate the influence of this polymorphism in the

susceptibility to OC.
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Methods:

DNA was extracted from peripheral blood of 324 individuals (126 patients
diagnosed with OC and a control group of 198 individuals without cancer). The
characterization of LIG4 1977 T/C genotypes was performed by Real-Time PCR.

Results:

The frequencies obtained for the TT, CT and CC genotypes were 65,7%, 28,8%
and 5,6%, respectively, in the control group and 67,5%, 30,2% and 2,4%, respectively, in
the case group. The LIG4 1977 T/C polymorphism genotypes were grouped as TT
genotype and C carrier genotypes. We did not observe any statistically significant
differences in the distribution of LIG4 1977 T/C genotypes between case and control
groups (OR=1,084: 95% CI= 0,675-1,742).

Conclusion:

In this study, LIG4 1977 T/C did not show an association statistically significant
with ovarian cancer risk. However, LIG4 plays an important role in DSB pathway, also
been found to be significantly associated with the etiology of many neoplasias, like breast
cancer. Further functional studies regarding LIG4 expression according to LIG4 1977 T/C
polymorphism genotypes should be conducted in order to validate this hypothesis as well
as studies to detect linkage disequilibrium with other functional variants in the same or
adjoining genes.
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Anexo VI

Resumo apresentado sob a forma de poster nas Jornadas de Oncologia, em Espinho
(Julho de 2010).

INFLUENCIA DO POLIMORFISMO 1977 T/C NO GENE LIG4 NO CANCRO DO
OVARIO
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Introducdo:

O cancro do ovario (CaO) é a sexta neoplasia mais comum e a sétima causa de
morte por cancro ha mulher. A ovulacdo podera aumentar o risco de CaO pelo aumento
de mutacdes no epitélio as quais ocorrem devido a erros espontadneos na sintese de
DNA.

Quebras na cadeia dupla de DNA (DSBs) estao entre as formas mais citotéxicas
de danos no DNA e a falha na reparacdo das mesmas resulta numa instabilidade
gendmica e a subsequente transformacdo maligna. Assim, genes que codificam estas
moléculas tém sido propostos como genes de susceptibilidade para cancro.

O objectivo deste estudo preliminar foi avaliar a influéncia do polimorfismo T/C

no codao 501 do gene da Ligase IV (LIG4) na susceptibilidade para CaO.

Material e Métodos:
O DNA foi extraido a partir de sangue periférico de 324 individuos (126

pacientes com CaO e 198 individuos sem cancro). A caracterizagdo genotipica foi

realizada por Real-time PCR.
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Resultados:

A andlise estatistica foi realizada agrupando os genétipos do polimorfismo 1977
T/C no gene LIG4, em gendtipo TT e portadores do alelo C. No entanto, ndo foram
verificadas diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo de genétipos entre os
grupos de casos e controlo (OR=1,084; 95% CI=0,675-1,742).

Conclusao:

Neste estudo, o polimorfismo 1977 T/C no gene LIG4 n&o apresenta uma
associacdo estatisticamente significativa com o risco de CaO. No entanto, estudos
funcionais adicionais dever&do ser realizados bem como estudos para a deteccdo de
linkage disequilibrium com outras variantes funcionais do mesmo ou de genes

adjacentes.
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