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X REsumo

O cancro é uma doenga do genoma, que se encontra sistematicamente
alterado em diversos locais nas células cancerigenas. No entanto, essas
alteragdes ndo ocorrem do mesmo modo em todas as neoplasias, € mesmo
para uma determinada neoplasia, as causas de aparecimento variam de
individuo para individuo.

Pensa-se que algumas variantes genéticas, definidas como alelos de
susceptibilidade de baixa penetrancia, conferem um risco alterado para
desenvolver cancro. Torna-se entdo importante compreender estas variantes
genéticas, existentes nos varios tipos de tumor, de modo a definir grupos de
individuos que sejam mais susceptiveis a uma determinada neoplasia.

O HER2 é um proto-oncogene localizado no cromossoma 17, que tem um
papel activo no controlo do crescimento e desenvolvimento celular. Alteragdes
neste gene podem activa-lo, promovendo a sua fungdo oncogeénica.

Foi descrito um polimorfismo no coddo 655 do gene HERZ2, que consiste
numa transicio G — A, resultando na alteragdo do aminoacido valina para
isoleucina.

Os objectivos deste trabalho foram a analise da frequéncia deste
polimorfismo num grupo de individuos sem qualquer patologia, bem como em
mulheres com carcinoma da mama e mulheres com neoplasia do ovdrio; e
verificar a existéncia de associacoes entre a frequéncia do polimorfismo
estudado e a susceptibilidade para carcinoma da mama e ovario.

Foram analisadas amostras de DNA correspondentes a cento e quarenta e
seis (146) mulheres sem qualquer patologia oncoldgica, cento e cinquenta e
duas (152) mulheres com carcinoma da mama e cento e trinta (130)
mulheres com neoplasia do ovario, das quais 23 apresentavam tumores
benignos e 107 apresentavam tumores malignos. Utilizou-se a técnica PCR-

RFLP para obtencdo dos genétipos HERZ.
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Foi encontrado um risco de cancro da mama duas vezes superior nas
mulheres portadoras de pelo menos um alelo Val - gendtipos Ile/Val e Val/Val
(OR = 2.00; 95% CI 1.23 - 3.25; p = 0.005). Para o grupo de mulheres com
neoplasia do ovario, ndo foi encontrada uma associacdo estatisticamente
significativa (p=0.119). No entanto, no subgrupo de tumores benignos do
ovario existe um risco 2.55 vezes superior nas mulheres que possuiam pelo
menos um alelo Val - genétipos Ile/Val (OR = 2.55; 95% CI 1.03-6.16; p =
0.039). Os nossos resultados indicam uma associacao entre a presenca do
alelo Val e o risco para desenvolvimento de cancro da mama. Estudos futuros
serdo necessarios para a compreensdo do papel deste polimorfismo na

susceptibilidade para cancro do ovario.
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Xiv SUMMARY

Cancer is a disease of the genome, which is altered in several places in
cancer cells. However, theses alterations don't occur in the same way in all
neoplasias, and even for the same neoplasia the causes seem to differ from
individual to individual.

Genetic variants, defined as low penetrance susceptibility alleles, are
thought to confer an altered risk for the development of cancer. Therefore, it
is important to understand these genetic variants in order to define subgroups
of individuals who are more susceptible to a certain neoplasia.

HER2 is a proto-oncogene located at chromosome 17, which plays an
important role in the control of cellular development. Alterations in this gene
can activate it, therefore enhancing its oncogenic function.

A polymorphism in the codon 655 of HERZ gene, consisting in the
transition G — A was identified.

The main objectives of our study were to analyse the frequency of this
polymorphism in a group of healthy individuals, women with breast cancer
and women with ovarian cancer; and to investigate the possible existence of
associations between the frequency of the polymorphism and the
susceptibility of breast and ovarian cancers.

We analysed DNA samples from one hundred and forty six (146) healthy
women, one hundred and fifty two (152) women with breast cancer and one
hundred and thirty (130) women with ovarian neoplasia, twenty-three (23) of
which had benign tumours and one hundred and seven (107) had malignant
tumours. We used the PCR-RFLP method in order to obtain the HERZ
genotypes.

We found a two-fold increase in the risk of breast cancer in women
carrying a Val allele genotype - genotypes Ile/Val or Val/Val (OR = 2.00; 95%

CI 1.23 - 3.25; p = 0.005).
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For the group of women with ovarian neoplasia, we didn't find a
statistically significant association (p=0.119). However, in the subgroup of
benign tumours, we found a 2.55 increase in the risk of neoplasia in women
carrying a Val allele genotype (OR = 2.55; 95% CI 1.03-6.16; p = 0.039).
Our results inidicate an association between the presence of the Val allele in
the HERZ2 polymorphism and the risk of breast cancer. Further studies are
needed to evaluate the role of this polymorphism in the development of

ovarian cancer.
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2 INTRODUCAO

O CANCRO

O Cancro é um problema crescente de saude publica em todo o mundo,
constituindo a segunda causa de morte em variados paises, nomeadamente
nos Estados Unidos da América (Kumar et al., 2003) e em Portugal (Pinheiro
et al., 2002). Para além das elevadas taxas de mortalidade, este tipo de
doenga estd intimamente associado a um sofrimento fisico e emocional
(Kumar et al., 2003), e como tal, tém sido feitos numerosos estudos na
tentativa de compreensdo da doenga. Neste sentido, o diagnéstico e o
tratamento precoce, bem como a identificagdo de individuos sob risco
aumentado de desenvolver cancro tém sido importantes objectivos da
pesquisa médica (Bishop, 1987).

A carcinogénese, mecanismo de desenvolvimento de um tumor, é um
processo multistep, cujos passos reflectem alteragdes genéticas responsaveis
pela transformacgdo progressiva de células normais em células neoplasicas
altamente malignas, passando por etapas de malignidade intermédias (Baak
et al., 2003). O cancro é entdo, uma doenga do genoma, que se encontra
sistematicamente alterado em diversos locais nas células cancerigenas
(Weber, 2002). De facto, na base da carcinogénese estdo alteragbes
genéticas ndo letais; alteragbes essas que podem ser herdadas ou adquiridas
pela acgdo de agentes ambientais, tais como quimicos, radiagdes ou virus.

A progressdo de uma célula normal até uma célula maligna é um
processo que pode demorar cerca de cinco a vinte anos (Liotta e Liu, 2001), e
envolve a acumulacdo de mutagdes em genes cruciais, como 0s proto-
oncogenes, genes supressores tumorais, genes reguladores da apoptose e

genes de reparagao de DNA (figura 1).
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repevegio oy DA v | - genes de reparagio do DNA
: ‘ﬁ | - genes reguladores da
Mutacbes no | «——— ' apoptose ou crescimento
genoma das |

células somiticas |

A

Activagiio de [ Alteragiio de Inactivagio de
°mr::‘“ | genes reguladores genes supressores
| “crescmento | | apoptose s
Expressio de produtos de genes
alterados e purda de produtes
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| Neoplasma maligno |

Figura 1 - Mecanismo exemplificativo da carcinogénese, demonstrando mutages em varios

genes, em diversas etapas (adaptado de Kumar et a/., 2003).

Hanahan e Weinberg (2000) propuseram uma série de regras que
governam esta transformagao maligna. Segundo estes autores, existem seis
alteragdes essenciais na fisiologia das células, que ditam o crescimento
maligno (figura 2), e que serdo comuns a maioria dos tumores. Essas
alteragdes sdo: auto-suficiéncia em factores de crescimento, insensibilidade a
sinais inibidores do crescimento, fuga a apoptose, potencial replicativo
ilimitado, angiogénese e invasdo tecidular e metastizagdo. Os meios através
dos quais estas capacidades sdo adquiridas variam, tanto no seu mecanismo

como cronologicamente, e o nimero de mutacdes necessdrias para adquirir

uma determinada capacidade também é varidvel (Weber, 2002). Haverd
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casos em que uma Unica mutagdo seja responsavel por varias alteragdes
fisioldgicas, e casos em que sdo necessarias varias mutagdées em diversos
genes importantes para adquirir apenas uma das capacidades. Isto explica a

grande diversidade genética existente nos variados tipos de tumores.

apoptose

 Invasdo tecidular
e metastizagao

Figura 2 - Alteragdes essenciais para o desenvolvimento de um tumor (adaptado de Hanahan e

Weinberg, 2000).

De facto, as causas de uma determinada neoplasia variam de individuo
para individuo, mesmo que se trate da mesma neoplasia. Torna-se entdo
importante compreender estas variantes genéticas, existentes nos varios tipos
de tumor, de modo a definir grupos de individuos que sejam mais susceptiveis

a uma determinada neoplasia.
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Os POLIMORFISMOS

Polimorfismos sdo variagdes na sequéncia de DNA, que existem em
individuos normais de uma populagdo, estando a variante menos frequente
presente em pelo menos 1% da populagdo (Brookes, 1999).

Nos ultimos anos tem havido um interesse renovado e extensivo em
polimorfismos genéticos, 90% dos quais sao single nucleotide polymorphisms
(SNP), ou seja, polimorfismos em que a variagdo ocorre num Unico
nucleotideo. Tém sido efectuados varios estudos utilizando SNP para detectar
associagbes entre um marcador/gene e uma determinada doenga (Kruglyak,
1999), tendo particular impacto na avaliagao de genes envolvidos na etiologia
do cancro (Coughlin e Piper, 1999; Martin e Weber, 2000). Pensa-se que
algumas destas variantes genéticas poderdo ser definidas como alelos de
susceptibilidade de baixa penetrancia, conferindo um risco alterado para
desenvolver cancro.

Cré-se que os riscos de determinadas doencas como o cancro sdo
bastante influenciados pelos padrdes de SNP que um individuo possui em
determinados genes chave de susceptibilidade Pensa-se que seja,
provavelmente, o efeito combinado de um conjunto de SNP associados com
factores ambientais, que determinam se um individuo ird desenvolver uma
determinada doenga (Brookes, 1999). Neste sentido, a construgdo e o uso de
perfis de risco genéticos podem proporcionar melhorias significativas na
eficicia de programas de intervengdo de doengas como o cancro (Pharoah et

al., 2002).
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O HER2

O HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) € um proto-
oncogene mapeado no cromossoma 17921 (figura 3) (Coussens et al., 1985)
que codifica uma glicoproteina transmembranar de 185 kDa (Akiyama et al.,
1986; Bargmann et al., 1986a), designada p185"%’, sendo muitas vezes

referida na literatura como proteina ou receptor HER2.

13
12
"2 ]
1.1
1.1
1nz2

212 211 — Gmmm HER2

213 |
22
23 |
24
25

17 Figura 3 - Localizagdo do gene HER2 no cromossoma 17.

Este gene, também conhecido como ERBB2, tem um elevado grau de
homologia com o gene NEU, que foi primeiramente identificado em ratos
como sendo um proto-oncogene, activado por uma mutagdo induzida por
etilnitrosureia em tumores neuroectodermais (Padhy et al., 1982). O gene
NEU mutado leva a produgdo da forma activa do receptor, que tem a
capacidade de transformar células normais em malignas (Bargmann et al.,
1986b; Coussens et al., 1985).

O receptor HER2 é o segundo membro de uma familia de receptores de
factores de crescimento (HER) que estd envolvida na regulagdo do
crescimento e desenvolvimento das células normais, através da sua

actividade tirosina cinase (Yarden, 2001; Hynes, 2000).
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A FAMILIA DE RECEPTORES HER

A familia HER é constituida por quatro receptores transmembranares
homologos, codificados por quatro genes denominados EGFr (HER1/ ERBB1),
HER2 (NEU/ ERBB2), HER3 (ERBB3) e HER4 (ERBB4) (Sherbet e Lakshmi,
1997). Os elementos desta familia estdo localizados na membrana celular e
possuem uma estrutura comum entre si, que compreende um dominio
extracelular de ligagdo a factores de crescimento, rico em cisteinas; um
dominio transmembranar lipofilico e um dominio intracelular com actividade

tirosina cinase (figura 4) (Van der Geer, 1994).

dominio extracelular
(632 aminoacidos)’~
local de ligagao do ligangy

membrana
plasmatica

Figura 4 - Esquema de um receptor transmembranar HER (adaptado de Hoffman-La Roche,

1999).

ACTIVACAO DOS RECEPTORES HER

Os receptores HER estdo localizados na superficie das células sob a forma

de mondmeros (figura 4), e para serem activados dependem da ligagdo de
pequenas moléculas (factores de crescimento ou ligandos). A ligagdo de um

factor de crescimento a um receptor monomérico induz a sua dimerizagdo

POLIMORFISMO NO GENE HER2NO CANCRO DA MAMA E DO OVARIO
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com outro receptor HER. A dimerizagdo pode ocorrer entre o mesmo receptor
(homodimero) ou entre outros membros da familia HER (heterodimeros)
(Alroy e Yarden, 1997), em dez combinagdes diferentes.

Diferentes ligandos aparentam induzir diferentes parceiros de dimerizagdo
ao longo da familia HER, e estas variagbes parecem resultar em indugdes
diferenciais de fosforilagdo de tirosinas pelo dominio intracelular.

Pelo menos seis ligandos, conhecidos como ligandos tipo EGF, activam o
receptor HER1 (Pinkas-Kramarski et al., 1997). Estes ligandos incluem o EGF,
TGFa, anfirregulina, betacelulina e epirregulina. Em contraste com o receptor
HER1, ainda ndo foi identificado nenhum ligando para o HER2. Apesar da
homologia entre o HER2 e o receptor EGF, 0s ligandos tipo EGF ligam-se ao
EGFR mas ndo ao HER2 (Stern, 2000). Uma segunda classe de ligandos para
esta familia de receptores, conhecidos como heregulinas ou neuregulinas,
liga-se directamente ao HER3 e ao HER4, mas ndo ao HER1 ou ao HER2

(Tzahar et al., 1994) (figura 5).

Ligaq.ioj

ao ligando L

WO B oG,

Tirosina | ]
Cinase EGFr

Figura 5 - Receptores da familia HER e respectivos ligandos (adaptado de Genentech slide kit).
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Apesar de o HER2 ndo possuir um ligando especifico, ele aparenta ser o
parceiro de heterodimerizagdo preferencial dentro da familia (Graus-Porta et
al., 1997; Sundaresan et al., 1999). Este receptor é frequentemente
transactivado pelos ligandos tipo EGF, resultando na formagdo de
heterodimeros HER1/HER2. Do mesmo modo, as heregulinas podem induzir a
formacdo de heterodimeros HER2/HER3 ou HER2/HER4. Esta dimerizacdo
entre o HER2 e os outros membros da familia permite a sua participagdo no
processo de transdugdo do sinal, mesmo na auséncia de um ligando cognitivo
(Yarden, 2001). De facto, heterodimeros que contém o HER2 parecem possuir
uma alta taxa de ligagdo aos ligandos, bem como uma potenciacdo de
sinalizacdo, quando comparadas com homodimeros ou heterodimeros que nao
contenham o HER2 (Sliwkowski et al., 1994). Entre os membros da familia
HER, o HER2 parece desempenhar um papel fulcral no controlo da actividade

dos outros trés receptores.

REDE DE SINALIZACAO

A transducdo do sinal, mediada pelo receptor HER2, é um processo
interactivo, que inclui diferentes ligandos, diferentes parceiros de dimerizagdo
e diferentes vias sub celulares de transdugac do sinal. Este processo e
conhecido como “rede de sinalizagao” (Yarden e Sliwkowski, 2001), e esta
envolvido no controlo do comportamento celular, incluindo o crescimento
celular, a diferenciagdo celular, a apoptose, a migracdo e a adesdo celulares

(Hayes, 2000).

POLIMORFISMO NO GENE HER2NO CANCRO DA MAMA E DO OVARIO
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De um modo resumido, a juncdo de um ligando ao complexo
heterodimérico de receptores leva & activagéo da actividade intrinseca de
tirosina cinase, ocorrendo autofosforilacdo das tirosinas. Isto despoleta uma
cascata de eventos que resulta na transmissdo de sinais através da
membrana celular e através do espago intracelular para o nacleo, onde,
posteriormente, ocorre a activagao génica que leva a estimulagdo mitogénica
(figura 6) (Alroy e Yarden, 1997; Scott et al., 1991). Sendo assim, o receptor
HER2 desempenha um papel importante na via de transducdo do sinal indutor
de crescimento e & crucial no controlo do crescimento e divisdo de células

normais.

ligagdoc ao
factor de crescimento

Actividade
' Tirosina Cinase

trad&:éo do sinal

Nuacleo |

Figura 6 - Mecanismo de acgdo do receptor HER2 no controlo do crescimento celular.
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ACTIVACAO DO ONCOGENE HER2

As células possuem duas cépias do proto-oncogene HER2. Este gene é
expresso num grande numero de tecidos, incluindo gléndulas mamdrias,
coracao e sistema nervoso (Stern, 2000; Sundaresan, 1999; De Potter et al.,
1989), participando activamente no crescimento e desenvolvimento destas
células. No entanto, alteragdes neste gene podem activa-lo, promovendo a
sua fungdo oncogénica.

A sequéncia usual de transformacdo oncogénica aparenta resultar de uma
amplificagdo inicial do gene HER2, o que gera, nas células epiteliais, mais do
que as duas copias referentes aos alelos normais (Liu et al., 1992; Szdllési et
al., 1995). Os factores especificos que induzem a amplificacdo do gene HER2
para além das duas copias normais ainda ndo estdo totalmente elucidados. A
amplificacdo do gene HERZ2 leva a uma transcricdo aumentada do gene, o que
origina niveis aumentados de mRNA de HER2 e consequente aumento da
sintese da proteina HER2. A sobre-expressdo da proteina HER2 na superficie
das células leva, provavelmente, a uma activagdo constitutiva dos
homodimeros de HER2 sem a necessidade de haver ligacdo dos ligandos, o
que vai resultar num crescimento celular desregulado e numa transformacéo
neopldsica passivel de originar um tumor. Estas alteragdes estdo relacionadas
com a auto-suficiéncia em factores de crescimento, uma das alteragBes
fisiolégicas descritas por Hanahan e Weinberg (2000) como essenciais no
desenvolvimento tumoral.

Estudos in vitro e in vivo indicam claramente que a sobre-express3ao da
proteina HER2 desempenha um papel importante na transformacgdo
oncogénica. Di Fiore e colaboradores (1987) demonstraram, utilizando células
NIH 3T3, que a sobre-expressdo do HER2 estd implicada na transformagdo e

progressao maligna. Para além disso, a expressdo do gene mutado NEU em
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tecidos mamérios de ratos transgénicos leva ao aparecimento de carcinoma
mamdrio metastatico. A transfeccdo do gene HER2 em linhas celulares de
tumores humanos da mama e ovario produz caracteristicas de crescimento
mais agressivas, nomeadamente sintese de DNA e taxa de crescimento mais
elevadas, com concomitante aumento do potencial tumorigénico e metastatico
em ratos (Benz et al., 1992; Chazin et al., 1992).

Para além da amplificagdo, existem outros mecanismos de activagdo do
gene HER2. Bargmann e co-autores (1986a) descreveram uma mutagao
pontual neste gene, que consiste na substituicdo de uma valina por um &cido
glutdmico no residuo de aminodcido 664, tendo sido associada com a
capacidade de transformagao celular.

Foi também descrito um polimorfismo no coddo 655 (GTV/valina para
ATC/isoleucina) na zona que codifica a regiao transmembranar da proteina
(Papewalis et al., 1991). Este polimorfismo tem sido associado a um risco

aumentado para desenvolvimento de cancro da mama.

Alteragdes no gene HERZ e na sua proteina tém sido extensivamente
estudados numa variedade de tumores, incluindo carcinoma da mama (Hayes
e Thor, 2002), ovério, colo do utero (Nakano et al., 1997), endométrio,
pulm&o, bexiga (Volimer et al., 1997), glandulas salivares e pancreas (Ross e

Fletcher, 1999; Hynes, 1993).

IMPORTANCIA DO HER2 NO CARCINOMA DA MAMA

A amplificagdo e sobre-expressdo do HERZ tém sido extensivamente
estudadas nos carcinomas da mama (Rogers et al.,2002; Révillion et al.,

1998). Nos ultimos anos diversos estudos referem que este proto-oncogene
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estd amplificado entre 10 a 30% dos carcinomas da mama (Tsuda et al.,
2001).

No que diz respeito ao seu valor prognéstico, estdo descritas correlagdes
entre a amplificagdo do HER2 e: o envolvimento ganglionar (Hynes, 1993); a
sobrevida livre de doenga e a sobrevida global dos pacientes (Slamon et al.,
1989); o grau do tumor (Tervahauta et al., 1991); cancro da mama
metastizado (Jensen et al., 2003; Ali et al., 2002; Yasasever et al., 2000);
risco de recorréncia (Rodrigues et al., 2003), entre outros. Existem também
alguns estudos que demonstram que o HER2 é um indicador de resposta a
terapia, sugerindo grupos de pacientes que beneficiam de um determinado
esquema terapéutico (Moliterni et al., 2003; Zhang et al., 2003).

Tém havido igualmente algumas tentativas de examinar se o valor
prognoéstico da expressdao do HER2 pode ser aumentado pela determinacgao
simultdnea de outros factores de prognéstico, nomeadamente o EGFr (Tsutsui
et al., 2003), a proteina P53 (Yamashita et al., 2004) e o receptor de

estrogéneos (Joensuu et al., 2003).

IMPORTANCIA DO HER2 EM TUMORES GINECOLOGICOS

A sobre-expressao do receptor HER2 no carcinoma do ovario tem sido
correlacionada com mau progndstico, apesar de haver alguma controvérsia
nesta associagao.

Segundo Kim e colaboradores (1998), parece provavel que a
determinacdo de alteragdes quantitativas dos produtos do oncogene sera de
extrema importancia clinica na classificagdo de tumores em diferentes
categorias de prognéstico, jé@ que as tais alteragbes a nivel molecular podem

levar directamente a alteracdes no comportamento tumoral (Kim et al.,
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1998). Outros estudos referem que o HER2 tem valor preditivo em analises de
sobrevivéncia (Hogdall et al., 2003), e que pode contribuir para a
guimiossensibilidade de determinados carcinomas do ovario (Smith et al.,

2002; Fujimura et al., 2002).

Existem evidéncias que indicam que o oncogene HERZ2 possui um papel
importante na iniciagdo e progressdo dos carcinomas da mama e do ovario,
tendo-lhe sido atribuido um valor de progndstico em termos de sobrevida livre
de doenga e sobrevida global. Seria imperativo obter mais informagao acerca
do papel deste oncogene noutras vias de carcinogénese, de forma a avaliar se
o valor de prognostico verificado no carcinoma da mama pode ser informativo

em outras neoplasias.

O CANCRO DA MAMA

Mais de 95% das neoplasias mamarias ocorrem no tecido epitelial, sendo
denominadas carcinomas (Hayes, 2000). Estes carcinomas podem ser
subdivididos em diferentes tipos histolégicos: ductal, lobular, mucinoso,
tubular, papilar, medular, entre outros.

O cancro da mama ¢é a neoplasia que afecta mais mulheres no mundo
(Stewart e Kleihues, 2003), com mais de um milhdo de novos casos por ano
(Baselga e Norton, 2002). Segundo a IARC (International Agency for Research
on Cancer), estima-se que a taxa de incidéncia desta neoplasia no ano de
2000 tera sido de 35,7 por 100000 habitantes (ASR - Age Standardized Rate)
(Ferlay et al., 2001). No entanto, existem diferengas consideraveis nas taxas
de incidéncia e mortalidade entre variados paises (figura 7). O risco deste tipo

de neoplasia é consideravelmente mais elevado na América do Norte e nos
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paises do norte da Europa comparativamente com a Asia e Africa (Kumar et

al., 2003).

~ Incidéncia do cancro da mama: ASR (Mundo) (Todas as idades)
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Figura 7 - Incidéncia do cancro da mama no mundo em 2000 (adaptado de Ferlay et al., 2001).

Mesmo nos varios paises europeus, a taxa de incidéncia de cancro da
mama varia consideravelmente, sendo que se observa uma maior incidéncia
nos paises de norte, como a Holanda (91,6) e a Dinamarca (86,2); e uma
menor incidéncia nos paises de leste como a Lituania (39,8) e a Maceddnia

(38,7).

Relativamente a populagdo Portuguesa, o cancro da mama é a neoplasia
mais frequente nas mulheres, sendo igualmente a primeira causa de morte
por neoplasia (Pinheiro et al., 2003). Os dados mais recentes relativos a
Portugal referem que a taxa de incidéncia de cancro da mama em 2000 terd
sido de 73,0 por 100000 habitantes e a taxa de mortalidade de 24,7 por
100000 habitantes (Pinheiro et al., 2002). Estes autores referem ainda, que o
risco de desenvolver cancro da mama é de 5,7 enquanto que o risco de

falecer desta neoplasia é de 3,1.
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FACTORES DE RISCO PARA CANCRO DA MAMA

As variagdes na incidéncia de cancro da mama em varios paises resultam
da interaccdo entre uma componente genética e agentes ambientais, proprios
de cada regido. Estdo ja identificados alguns factores de risco para
desenvolver esta neoplasia, sendo que a maioria esta relacionada com
eventos reprodutivos e niveis hormonais (Feigelson e Henderson, 2000).

Os dois factores de risco identificdveis mais importantes para desenvolver
cancro da mama sdo o sexo e a idade (Hayes, 2000). Esta neoplasia € pouco
comum em mulheres com menos de 30 anos, e o risco de desenvolver cancro
da mama aumenta rapidamente a partir dessa idade.

No que diz respeito a factores hormonais, estudos epidemioldgicos tém
identificado alguns factores de risco, nomeadamente idade precoce da
menarca, idade tardia da menopausa, nuliparidade e idade tardia da primeira
gravidez (Kumar et al., 2003). Todos estes factores estdo relacionados com
uma exposicdo a niveis elevados de estrogéneo. A obesidade e a terapia de
substituicdo hormonal em mulheres pés-menopausa sdo igualmente referidas
como factores de risco (Dickson e Lippman, 2001).

Relativamente & histéria familiar de cancro da mama, apenas 5 a 10%
dos cancros da mama estdo verdadeiramente associados a uma predisposigao
hereditaria, sendo que estes casos estdo normalmente atribuidos a mutagdes
em dois genes de susceptibilidade de alta penetrancia, o BRCA 1 e o BRCA2
(Volgestein e Kinzler, 1998). No entanto, é ja universalmente aceite que
alteragdes genéticas de baixa penetrancia possam estar envolvidas no
desenvolvimento de cancro da mama esporadico, sendo que 0s genes mais
estudados neste sentido sdo os oncogenes HER2, RAS e MYC e os genes
supressores tumorais TP53 e RB1 (Kumar et al., 2003, Volgestein e Kinzler,

1998).
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Estd também associada a susceptibilidade para esta neoplasia, a doenca
benigna da mama, sendo que o risco varia conforme se trate de doenga
proliferativa ou nao proliferativa.

Por ultimo, existem alguns factores ambientais relacionados com o risco
de cancro da mama, tais como: exposicdo a radiagdo, uso de contraceptivos
orais, amamentagdo, consumo de dlcool e tabaco, dieta rica em gorduras e
falta de exercicio fisico, havendo ainda algumas controvérsias em alguns

deles (Roses, 1999; Feigelson e Henderson, 2000).

O CANCRO DO OVARIO

A maioria dos tumores do ovario tem origem no tecido epitelial
(carcinomas) e inclui os subtipos: seroso, mucinoso, endometridide, células
claras, entre outros (Averette e Nguyen, 1995).

O cancro do ovéario ocupa o sexto lugar nas neoplasias com maior
incidéncia nas mulheres em todo o mundo, com uma taxa de incidéncia de 6,5
por 100000 habitantes (Ferlay et al.,, 2001). Estima-se que ocorram
aproximadamente 190000 novos casos e 114000 mortes por cancro do ovario
anualmente (Stewart e Kleihues, 2003). Também nesta neoplasia, hd uma
grande disparidade nas taxas de incidéncia quando falamos de paises
desenvolvidos e paises em desenvolvimento (Figura 8).

Na Europa, esta neoplasia é mais incidente na Dinamarca (ASR = 16,1) e

na Republica Checa (15,1), e tem menor incidéncia na Macedénia (6,8).
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Incidéncia de cancio do ovénio e anexos: ASR [Mundo) [todas as idades)
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Figura 8 - Incidéncia do cancro do ovario e anexos no mundo em 2000 (adaptado de Ferlay et

al., 2001).

No entanto, o que torna os tumores do ovario tdo perigosos ndo é a sua
incidéncia, mas sim a sua mortalidade, jd@ que o cancro do ovario € o mais
letal dos tumores ginecoldgicos (Stewart e Kleihues, 2003; Pinheiro et al.,
2002). Apenas 39% das mulheres com cancro do ovaric sobrevive ao fim de 5

anos (Averette e Nguyen, 1995).

No que diz respeito a Portugal, o cancro do ovario € a sexta neoplasia
mais incidente em mulheres, com 607 novos casos em 2000 (Pinheiro et al.,
2002). Estima-se que a taxa de incidéncia em 2000 seja de 9,9 por 100000

habitantes, e a taxa de mortalidade 5,4 por 100000 habitantes.
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FACTORES DE RISCO PARA CANCRO DO OVARIO

Tém sido descritos alguns factores de risco para o desenvolvimento de
cancro do ovario, entre os quais se destacam a histéria familiar e a
nuliparidade. Existe uma maior incidéncia de carcinoma do ovario em
mulheres solteiras e mulheres casadas com poucos filhos (Kumar et al.,
2003). Curiosamente, pensa-se que o uso de contraceptivos orais reduza o
risco desta neoplasia.

Também nestas neoplasias, a idade é um factor muito importante. A
maioria dos carcinomas epiteliais do ovario ocorre em mulheres pos-
menopausa, em que a idade média de diagndéstico é de 63 anos (Ozols et al.,
2001).

Em relagdo a historia familiar, e em concordancia com o que acontece no
cancro da mama, estdo descritas mutacdes nos genes BRCA1 e BRCAZ2. No
entanto, menos de 10% dos cancros do ovario sdo hereditarios (Ozols et al.,
2001). Tém sido encontradas alteragbes genéticas em tumores esporadicos do
ovario; alteracbes essas que podem ocorrer em oncogenes (HER2, AKT2),
genes supressores tumorais (TP53) e genes envolvidos na adesdo celular

(Caderina E), entre outros (Chambers, 2001; Vogelstein e Kinzler, 1998).
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22 OBJIECTIVOS

Foram objectivos deste trabalho:

e Analisar a frequéncia do polimorfismo no coddo 655 do gene HERZ
num grupo de individuos sem qualquer patologia, bem como em

mulheres com carcinoma da mama e ovario;

e \Verificar a existéncia de associacdes entre a frequéncia do
polimorfismo estudado e a susceptibilidade para carcinoma da mama e

ovario;

e Definir subgrupos de individuos com maior susceptibilidade para

cancro da mama e ovdario, de acordo com o seu genétipo.
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PopPULACAO

Neste trabalho foi realizado um estudo do tipo caso-controlo em quatrocentas
e vinte e oito (428) mulheres. Todas as amostras estudadas sdo provenientes de

individuos da regido norte de Portugal.

Inprvibpuos CONTROLO

O grupo de individuos controlo consistia em cento e quarenta e seis (146)
mulheres sem qualquer patologia oncolégica, com uma idade média de 50,94

anos, desvio padrdo (dp) de 14,30 e mediana de 49 anos.

PACIENTES COM CANCRO DA MAMA

Foram analisadas amostras referentes as primeiras amostras de cento e
cinquenta e duas (152) mulheres com carcinoma da mama diagnosticado no
Instituto Portugués de Oncologia Francisco Gentil - Centro Regional de Oncologia
do Porto, e que deram entrada no Laboratdrio de Patologia Malecular entre 2000 e
2002. A idade média de diagndstico é de 47,9 anos (dp de 12,62) e a mediana de
46 anos. Na altura do diagndstico foram avaliadas as sequintes caracteristicas
clinico-patoldgicas: tipo e grau histolégico, envolvimento ganglionar e estadio, de
acordo com a AICC - American Joint Committee on Cancer (1997). Em alguns
casos nao foi possivel obter informacdo relativamente a estas caracteristicas.

Estes dados estdo descritos no quadro 1.
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Quadro I - Caracteristicas clinico-patoldgicas dos casos de carcinoma da mama.
Frequéncia % % valida
Tipo histolégico CISs 5 3,3 3,4
ductal invasor 125 82,2 85,6
lobular 8 53 55
medular 3 2,0 2,1
micropapilar 2 1,3 1,4
mucinoso 2 1,3 1,4
metaplasico invasor 1 0,7 0,7
Total 146 96,1 100,0
Sem informagdo 6 3,9
Total 152 100,0
Frequéncia % % valida
Grau histolégico 1 14 9,2 10,6
2 81 53,3 61,4
3 37 24,3 28,0
Total 132 86,8 100,0
Sem informagao 20 13,2
Total 152 100,0
Frequéncia % % valida
Estadio 0 3 2,0 2,2
I 33 21,7 23,7
11 84 55,3 60,4
I1I 18 11,8 12,9
v 1 0,7 0,7
Total 139 91,4 100,0
Sem informagdo 13 8,6
Total 152 100,0
Frequéncia % % valida
Metastases ndo 66 43,4 47,8
ganglionares sim 72 47,4 522
Total 138 90,8 100,0
Sem informacéao 14 9,2
Total 152 100,0

CIS = Carcinoma in situ.

PACIENTES coM CANCRO DO OVARIO

Relativamente ao grupo de casos com cancro do ovario, era constituido pelas

primeiras amostras de cento e trinta (130) mulheres com neoplasia do ovario, que

deram entrada no Laboratério de Patologia Molecular, entre 2000 e 2002. A idade

media de diagndstico é de 55,22 anos (dp de 13,41) e a mediana de 55 anos.
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Neste grupo de casos incluem-se 101 casos de carcinoma do ovario, 4 casos
de malignidade intermédia (borderline) e 23 casos de tumores benignos do
ovario. Ndo obtivemos informacdo do grau de malignidade em dois casos.
Relativamente aos casos com tumores malignos e de malignidade intermedia
foram avaliadas as seguintes caracteristicas: estadiamento segundo a Federagdo
Internacional de Ginecologia e Oncologia - FIGO (Shepherd, 1989), grau de

diferenciacdo e ocorréncia de recidiva ou progresséo da doenca (Quadro II).

Quadro II - Caracteristicas clinico-patolégicas dos casos de carcinoma do ovario.

Frequéncia % % Valida
Estadio I 32 30,5 36,8
1 8 7,6 9,2
III 38 36,2 43,7
v 9 8,6 10,3
Total 87 82,9 100,0
Sem informacgao 18 17,1
Total 105 100,0
Frequéncia % % Valida
Tipo Histolégico Seroso 59 56,2 57,3
mucinoso 16 15,2 15,5
células claras 10 9,5 9,7
endometridide 7 6,7 6,8
outro 11 10,5 10,7
Total 103 98,1 100,0
Sem informagao 2 1,9
Total 105 100,0
Frequéncia % % Valida
Grau de diferenciagdo bem 17 16,2 25,0
moderado 17 16,2 25,0
pouco 34 32,4 50,0
Total 68 64,8 100,0
Sem informacdo 37 35,2
Total 105 100,0
Frequéncia % % Valida
Recidiva/Progressao nao 48 45,7 49,5
sim 49 46,7 50,5
Total 97 92,4 100,0
Sem informagao 8 7,6
Total 105 100,0
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PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Foram recolhidos aproximadamente 8 ml de sangue periférico dos individuos
acima referidos, através de uma técnica padronizada de colheita intravenosa, para
tubos com EDTA.

O isolamento de DNA genomico foi efectuado pela técnica mista salting-out-
cloroférmio (Millenbach, 1989) a partir de células nucleadas do sangue periférico.

As amostras de sangue periférico adicionou-se uma solugdo hipoténica, AKE,
de modo a provocar a lise dos eritrdcitos, e incubou-se a 4°C durante 30 minutos.
Centrifugou-se a 2000 rotagdes por minuto (rpm), durante 10 minutos a 4°C,
ressuspendeu-se o sedimento na solugdo hipotonica, seguindo-se uma nova
centrifugagdo a 2000 rpm, durante 10 minutos a 49°C. Ressuspendeu-se
novamente o sedimento, desta vez em PBS, seguindo-se uma terceira e ultima
centrifugacdo a 2000 rpm (durante 10 minutos a 4°C).

Uma vez obtido o sedimento de células, desprezou-se o sobrenadante, e
ressuspendeu-se o sedimento em 4 ml de tamp&o SE, provocando a lise das
células nucleadas; adicionou-se SDS (dodecilsulfato de sédio, Gibco BRL 5525UA),
de modo a promover a dissociacdo do DNA das proteinas. Adicionou-se proteinase
K (Boehringer Mannheim 745723) (concentracao final de 200 pg/ml) e incubou-se
a 55°C durante 12 horas para completa degradacgédo proteica.

Adicionou-se 1 ml de NaCl 6 M previamente aquecido, para uma concentragao
final de 1,5 M, com o objectivo de precipitar as proteinas (salting-out). A
separagao das proteinas foi efectuada pela adigdo de igual volume de cloroférmio
(Merck 1124451000) e agitagdo suave durante 30 a 60 minutos. Seguiu-se uma
centrifugagdo a 2500 rpm, durante 10 minutos a 4°C de modo a separar a fase
aquosa, que contém o DNA, da fase organica, onde se encontram as proteinas
degradadas. A fase aquosa foi recolhida e foi-lhe adicionado igual volume de

isopropanol (Panreac cod131090), promovendo assim a precipitacdo do DNA.
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Este, uma vez recolhido, foi lavado com etanol (Merck 1009831000) a 70% (p/Vv).
Apds completa evaporagdo do etanol, o DNA foi ressuspenso em agua bidestilada.
As amostras foram armazenadas a 4°C ou -20°C conforme o tempo de

armazenamento previsto.

AMPLIFICACAO bo DNA

O DNA obtido fol amplificado pela técnica de Polymerase Chain Reaction
(PCR) de modo a obter um fragmento de 148 pares de base (pb) correspondente
a regido do gene HER2. A reacgdo foi efectuada num termociclador programavel
Biometra T-Gradient num volume total de 50 ul, que continha cerca de 10 ng de
DNA, 1U Taq DNA Polimerase (MBI Fermentas, #EP0402) e o respectivo tampdo
de reacgdo 1X, 1,5 mM de MgCl, (MBI Fermentas), 0,2 mM de dinucleosideos
trifosfato (dNTP) (MBI Fermentas, #R0192) e 1 uM de primers especificos para a
regido que queriamos amplificar (F: 5" AGA GCG CCA GCC CTC TGACGTCCAT3Z3
e R: 5 TCC GTT TCC TGC AGC AGT CTC CGC A 3’). As condigdes da reacgao foram
as seguintes: pré-desnaturacdo durante 30 segundos a 94°C; 35 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 62°C e 30 segundos a 72°C, com um passo de

extensdo final de 7 minutos a 72°C.

IDENTIFICACAO DO FRAGMENTO DE DNA

De modo a verificar a amplificagdo do fragmento de DNA, 15 ul dos produtos
obtidos na PCR foram analisados por electroforese em géis de agarose a 1,5%
(p/v), corados com brometo de etideo. Em seguida os géis foram visualizados,
utilizando uma ldmpada de luz ultra-violeta, num aparelho Image Master VDS

(Pharmacia Biotech).
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ANALISE DO PoLIMORFISMO HER2

Na analise do polimorfismo estudado foi utilizado o método de Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP). Cerca de 15 ul dos produtos de PCR
foram submetidos a digestdo com 1U de BsmAl (Fermentas #ER0032),

juntamente com o respectivo tampao, durante 20 horas a 37°C.

IDENTIFICACAO DOS FRAGMENTOS OBTIDOS POR RFLP

Os fragmentos obtidos por RFLP foram analisados por electroforese em géis
de agarose a 3% (p/v), corados com brometo de etideo. A enzima de restrigdo
utilizada reconhece a sequéncia GTC, originando dois fragmentos de 116 e 32 pb.
Desta forma, podemos observar nos géis de agarose 0s varios gendtipos

possiveis.

ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do programa
estatistico SPSS (Versao 11.5, SPSS Inc., 1996).

A analise pelo teste de Qui-Quadrado (x°) foi utilizada para comparacdo das
varidveis categéricas. O valor de p foi obtido pelo teste de x?, ou pelo teste de
Fisher quando o nimero de individuos considerados (n) foi inferior a 5, e foi
considerado estatisticamente significativo quando inferior a 0.05. O valor Odds
Ratio (OR) indica o factor de risco para determinado acontecimento num estudo
do tipo caso-controlo, e foi calculado juntamente com o seu intervalo de confianca
de 95% (IC 95%) para medir a associagdo entre os alelos, genétipos e fendtipos

do gene HERZ2 e risco para cancro.
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Foi calculada a Proporgdo Atribuivel (AP - Attributable Proportion), de acordo
com o método previamente descrito por Schiffman e colaboradores (1993). Para
tal utilizou-se a formula: AP= PRF x (1-1/OR). A Proporgdo Atribuivel € definida
como a fraccdo de doenca atribuivel a um dado factor de risco; PRF é a

percentagem do factor de risco nos casos e OR € o Odds Ratio.
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AMPLIFICACAO DO DNA

Foi utilizada a técnica de PCR para amplificagdo do gene HERZ2. O
fragmento de DNA correspondente a zona do gene que pretendiamos
amplificar possui um peso de 148 pb. Foi possivel confirmar esta amplificagao
através de electroforese em géis de agarose a 1,5% (p/v), corados com
brometo de etideo (Figura 9), e utilizando um marcador molecular com um

peso conhecido (marcador de 100 pb).

148 pb

Figura 9 - Gel de agarose a 1,5%, exemplificando a banda de 148 pb, correspondente a regido

do HER2 amplificada (M - marcador molecular de 100 pb).

ANALISE DO PoLIMORFISMO HER2

A técnica RFLP permitiu a analise dos varios genotipos HER2 possiveis. Os
produtos resultantes da PCR foram submetidos a uma digestdo enzimatica,
apods a qual se obtiveram os fragmentos de RFLP. Nesta analise, foi utilizada a
enzima de restricdo BsmAI, que reconhece a sequéncia GTC, dando origem a
dois fragmentos de 116 e 32 pb.

Através da visualizacdo dos géis de agarose a 3% (Figura 10), podemos
observar trés possibilidades: uma banda unica de 148 pb, correspondente ao

genodtipo homozigético Ile/Ile (A/A); uma banda de 148 pb e uma banda de
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116 pb, correspondente ao gendtipo heterozigético Ile/Val (A/G); ou uma
banda Unica de 116 pb, correspondente ao genétipo homozigético Val/Val
(G/G). A banda de 32 pb, por possuir um peso molecular muito baixo, ndo é

visivel nos géis de agarose.

—— ~—— s T} +——148pb
—— e——— & o 4——116 pb

Figura 10 - Gel de agarose a 3%, exemplificando os trés padroes RFLP obtidos. M — marcador
molecular de 100 ph; Casos 1, 2 e 6 - heterozigéticos (gendtipo Ile/Val); casos 3 e 4 -

homozigéticos Val/Val; caso 5 - homozigético Ile/Ile.

FREQUENCIAS DO POLIMORFISMO HER2 NoS INDIVIDUOS CONTROLO

FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

Nos individuos controlo, obtivemos uma frequéncia do alelo Ile de 0.85 e
uma frequéncia do alelo Val de 0.15. Relativamente aos genétipos, 73.3% dos
individuos possuem genétipo Ile/Ile, 24.0% possuem gendétipo Ile/Val e 2.7%

apresentam genétipo Val/Val.
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CoMPARACAO CoM QUTRAS PoPULAGOES

Existem, descritos na literatura, estudos referentes a este polimorfismo,
em diferentes populagées. Estdo relatados estudos em populagoes
Caucasianas (Ameyaw et al., 2000; Baxter e Campbell, 2001; Keshava et al.,
2001; Wang-Gohrke e Chang-Claude, 2001; Millikan et al., 2003;
Montgomery et al., 2003), Afro-americanas (Ameyaw et al., 2000; Keshava et
al., 2001; Millikan et al.,, 2003), Chineses (Xie et al., 2000), Japoneses
(Hishida et al., 2002), Latinas (Keshava et al., 2001), Africanas (Ameyaw et
al., 2000, 2002) e Ashkanasim (Rutter et al., 2003).

Através de andlise estatistica, utilizando o teste do y?, efectuamos uma
comparagdo entre os nossos resultados e as frequéncias descritas na
literatura, referentes a estas populagoes (Quadro III).

Pela andlise do quadro III, podemos verificar quais as populagdes que
possuem uma frequéncia do alelo Val estatisticamente semelhante ou
diferente dos nossos resultados. Sendo assim, verificamos que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas entre 0s nossos resultados e as
populacdes: Australiana (p=0.111); Latina (p=0.640); Chinesa (p=0.115);
Japonesa (p=0.114); Filipina (p=0.937); Saudita (p=0.085); Sudanesa
(p=0.215); Ashkenazim (p=0.412; p=0.884); e ainda duas populagdes
caucasianas dos Estados Unidos da América (p=0.060; p=0.705).

Pelo contrario, podemos afirmar com 95% de confianga, que a frequéncia
do alelo Val do nosso estudo é diferente da frequéncia do alelo Val nas
populagdes: Afro-Americanas (p=0.012; p=0.009; p <0.001); Africana, do
Ghana (p <0.001); Quénia (p <0.001); Caucasiana da Inglaterra (p <0.001);
Caucasiana, Alemd@ (p=0.001) e ainda uma populagdo caucasiana dos EUA

(p=0.001).
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PACIENTES coM CANCRO DA Mama

No quadro IV descrevem-se as frequéncias genotipicas e alélicas do

polimorfismo HER2 no grupo de pacientes com Cancro da mama (casos), bem

como uma comparagdo destes resultados com o grupo controlo.

Quadro IV - Frequéncias alélicas e genotipicas nos casos de cancro da mama e nos

controlos.
Casos Controlos
(n=152) (n=146)
n % n % p O.R. 95% CI
Alelos*
A (lle) 233 76.6 249 85.3 1.00 Referéncia
G (val) 71 23.3 43 14.7 0.007 1.77 1.11-2.68
Genatipos
Ile/Ile 88 57.9 107 73.3 1.00 Referéncia
Ile/Vval 57 37.5 35 23.9 0.008 1.98 1.19-3.29
Val/Val 7 4.6 4 2.8 0.231 2.29 0.60-7.51
Ile/lle 88 57.9 107 73.3 1.00 Referéncia
Portador Val 64 42.1 39 26.7 0.005 2.00 1.23-3.25
Idade <46
Ile/Ile 46 59.7 39 66.1 1.00 Referéncia
Portador Val 31 40.3 20 33.9 0.448 1.31 0.65-2.66
Idade >46
Ile/lle 40 54.8 66 78.6 1.00 Referéncia
Portador Val 33 45,2 18 21.4 0.002 3.03 1.51-6.07

* - Total de alelos nos casos de cancro da mama = 304; no grupo controlo = 292,
p - valor de p obtido pelo teste de xz; 0.R. - Odds Ratio; 95% CI - intervalo de confian¢a a
95%.
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No grupo de pacientes com cancro da mama, a frequéncia do alelo Ile foi
de 0.77 e a frequéncia do alelo Val foi de 0.23. Podemos afirmar com 95% de
confianga que a frequéncia alélica é diferente nos casos com cancro da mama
e nos controlos (p= 0.007), e que o alelo Val confere um risco de 1.77 vezes
superior (95% CI: 1.11 - 2.68).

A frequéncia do gendtipo Ile/Val foi maior nos casos (37.5%) do que nos
controlos (24.0%), e o mesmo foi observado para o genétipo Val/Val (4.6% e
2.7%, respectivamente). Foi encontrado um risco de cancro da mama duas
vezes superior nas mulheres portadoras de pelo menos um alelo Val -
gendtipos Ile/Val e Val/Val (OR = 2.00; 95% CI 1.23 - 3.25; p = 0.005).

Quando se estratificou os casos tendo em conta a mediana das idades
(mulheres com mais de 46 anos versus mulheres com menos de 46 anos),
esta associagdo é ainda mais forte. Neste caso, obteve-se um aumento de
trés vezes no risco para cancro da mama em mulheres com mais de 46 anos
portadoras de pelo menos um alelo Val (OR = 3.03; 95% CI 1.51-6.07; p =
0.002).

Foi calculada a proporgdo de casos de cancro da mama atribuivel (AP) a

influéncia dos genétipos portadores de um alelo Val, que foi de 21.05%.

FREQUENCIAS GENOTIPICAS TENDO EM CONTA CARACTERISTICAS CLINICO-

PATOLOGICAS

Foram analisadas diversas caracteristicas clinico-patoldgicas dos casos de
cancro da mama, no sentido de avaliar se existe alguma influéncia do
polimorfismo HER2 na agressividade tumoral, ja que este gene tem sido

relatado como possivel marcador molecular de prognéstico.
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Na figura 9, podemos ver a distribuicdo dos genétipos HER2 nos varios
estadios e nos diferentes graus de diferenciacdo dos casos de cancro da
mama. De notar que o Unico caso com estadio IV apresenta um genotipo

portador do alelo Val.
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Figura 9 - Representagdo grafica da distribuicdo dos diferentes estadios tumorais (A)

e graus de diferenciacdo (B) dos carcinomas da mama, consoante o seu genotipo.

No quadro V descrevem-se os resultados da analise estatistica referente
aos gendtipos HER2 nas diferentes caracteristicas clinico-patoldgicas.

Foi efectuada uma re-codificacdo do estadio, de forma a comparar os
estadios menos agressivos (I e II) com os estddios mais agressivos (III e IV).
Ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas (p=0.581) nas
frequéncias genotipicas nestes dois grupos de casos.

O mesmo foi observado para os diferentes graus de diferenciagdo
(p=0.782). Foi também avaliada a presenca ou auséncia de metastizacdo
ganglionar regional. Também neste caso, ndo se verificou uma diferenca

estatisticamente significativa (p=0.435).

POLIMORFISMO NO GENE HER 2NO CANCRO DA MAMA E DO OVARIO



RESULTADOS 39

Quadro V - Frequéncia dos gendtipos HER2 nos subgrupos de casos de cancro da
mama, tendo em conta o estddio, grau de diferenciagdo e metastases ganglionares.

Genétipos
Ile/Ile Ile/Val e Val/Val P
Estadi I/1I 66 51
e / 0.581
II/1V 12 7
Grau de diferenciacdo I 9 5
II 44 37 0.782
III 21 16
Metastases ganglionares sim 44 28 5.
ndo 36 30 )

PACIENTES cOM NEOPLASIA DO OVARIO

FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

A frequéncia do alelo Ile no total dos casos de neoplasia do ovario foi de
0.70 e a frequéncia do alelo Val foi de 0.30. Ndo foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas em relagdo as frequéncias
observadas no grupo controlo (p= 0.127).

Do mesmo modo, ndo se observaram diferengas estatisticamente
significativas nas frequéncias genotipicas entre os dois grupos (p=0.119)
(quadro VI). O mesmo se verifica quando se estratificaram os casos tendo em
conta a mediana da idade (mulheres com mais de 55 anos versus mulheres

com menos de 55 anos).
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Quadro VI - Frequéncias genotipicas nos casos de neoplasia do ovario e nos

controlos.
Casos Controlos
(n=130) (n=146)
n % n % p O.R. 95% CI
Genodtipos
lie/Ile 84 64.6 107 73.3 1.00 Referéncia
Portador Val 46 35.4 39 26.7 0.119 1.50 0.90-2.51
Idade < 55
Ile/Ile 42 66.7 68 71.6 1.00 Referéncia
Portador Val 21 33.3 27 28.4 0.511 1.26 0.63-2.51
Idade >55
Ile/Ile 41 62.1 37 7441 1.00 Referéncia
Portador Val 25 37.9 11 22.9 0.090 2.05 0.89-4.74

p - valor de p obtido pelo teste de xz; 0.R. - 0Odds Ratio; 95% CI - intervalo de confianga a
95%.,

Com o intuito de avaliar a influéncia do polimorfismo HER2 na
agressividade dos tumores, estratificou-se os casos de neoplasia do ovario

consoante a sua malignidade (tumores benignos versus carcinomas).

FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS NOS TUMORES BENIGNOS

Foram calculadas as frequéncias genotipicas para os tumores benignos
(quadro VII), e a mesma andlise foi efectuada tendo em conta a mediana da
idade do grupo com tumores benignos (50 anos). Verificou-se que os
genotipos portadores do alelo Val eram mais frequentes no grupo com
tumores benignos (47.8%) do que no grupo controlo (26.7%). Foi encontrado
um risco de tumor benigno do ovério 2.55 vezes superior nas mulheres que
possuiam pelo menos um alelo Val - genétipos Ile/Val e Val/Val (OR = 2.55;

95% CI 1.03-6.16; p = 0.039).
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Quadro VII - Frequéncias genotipicas nos casos de tumores benignos do ovario e nos

controlos.
T. benignos Controlos
(n=23) (n=146)
n % n % p O.R. 95% CI
Genotipos '
Ile/Ile 12 52.2 107 73.3 1.00 Referéncia
Portador Val 11 47.8 39 26.7 0.039 2.52 1.03-6.16
Idade < 50
lle/lle 5 50.0 52 67.5 1.00 Referéncia
Portador Val 5 50.0 25 32.5 0.272 2.08 0.55-7.85
Idade >50
Ile/lle 7 53.8 53 80.3 1.00 Referéncia
Portador Val 6 46.2 13 19.7 0.041 3.50 1.00-12.17

p - valor de p obtido pelo teste de xz; 0.R. - Odds Ratio; 95% CI - intervalo de confianca a
95%.

Quando os casos foram estratificados tendo em conta a mediana da idade
(mulheres com mais de 50 anos versus mulheres com menos de 50 anos),
esta relagdo é ainda mais forte para as mulheres com mais de 50 anos (OR =
3.50; 95% CI 1.00-12.17; p = 0.041).

No grupo de pacientes com tumores benignos do ovario, a frequéncia do
alelo Ile foi de 0.72 e a frequéncia do alelo Val foi de 0.28. Podemos afirmar
com 95% de confianga que a frequéncia alélica dos casos com tumores
benignos do ovario é diferente do que nos controlos (p= 0.022), e que o alelo
Val confere um risco de 2.28 vezes superior (95% CI: 1.04 - 4.94).

Foi calculada a proporgado de casos de tumores benignos atribuivel (AP) a

influéncia dos gendétipos portadores de um alelo Val, que foi de 28,8%.
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FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS NOS TUMORES MALIGNOS

No grupo de pacientes com carcinomas do ovario, a frequéncia do alelo
Ile foi de 0.82 e a frequéncia do alelo Val foi de 0.18. Comparando com o
grupo de individuos controlo, em que a frequéncia do alelo Ile é 0.85 e a
frequéncia do alelo Val € 0.15, observou-se auséncia de diferenga
estatisticamente significativa (p= 0.311).

Relativamente as frequéncias genotipicas (quadro VII), verificou-se que
os genotipos portadores do alelo Val eram mais frequentes no grupo com
tumores malignos (33.3%) do que no grupo controlo (26.7%). No entanto,
esta diferenga ndo foi estatisticamente significativa (p= 0.256). Esta diferenga
€ mais notdria em mulheres com mais de 56 anos (36.5% versus 26.2%),

ndo se sendo ainda estatisticamente significativa (p=0.285).

Quadro VIII - Frequéncias genotipicas nos casos de carcinoma do ovario e nos

controlos.
Carcinomas Controlos
(n=105) (n=146)
n % n % p O.R. 95% CI
Genétipos
Ile/lle 70 66.7 107 73.3 1.00 Referéncia
Portador Val 35 33.3 39 26.7 0.256 1.37 0.79-2.37
Idade < 56
Ile/Ile 36 69.2 74 73.3 1.00 Referéncia
Portador Val 16 30.8 27 26.7 0.599 1,22 0.58-2.54
Idade >56
Ile/Ile 33 63.5 31 73.8 1.00 Referéncia
Portador Val 19 36.5 11 26.2  0.285 1.62 0.67-3.95

p - valor de p obtido pelo teste de xz,' 0.R. - Odds Ratio; 95% CI - intervalo de confianga a
95%.
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FREQUENCIAS GENOTIPICAS TENDO EM CONTA CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

O grupo de carcinoma do ovario foi estratificado consoante o seu estadio,
grau de diferenciagdo e ocorréncia/auséncia de recidiva ou progressdo, de
modo a analisar uma possivel influéncia dos gendtipos HER2 na agressividade
deste tipo de tumores.

Na figura 10, estd representada a distribuicdo dos gendtipos HER2 nos
varios estddios e nos diferentes graus de diferenciacdo dos casos de

carcinoma do ovario.
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Figura 10 - Representagdo grafica da distribuicdo dos diferentes estadios tumorais

(A) e graus de diferenciagdo (B) dos carcinomas de ovario, consoante o seu genétipo.

No quadro IX apresentam-se os resultados da andlise estatistica referente
aos gendtipos HER2 nas diferentes caracteristicas clinico-patolégicas dos
casos de carcinoma do ovario. Ndo foram encontradas diferengas

estatisticamente significativas na frequéncia genotipica nos subgrupos
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analisados (estadio I/II versus III/IV, p=0.439; grau de diferenciagao,

p=0.298; recidiva/progressao, p=0.820).

Quadro IX - Frequéncia dos gendtipos HERZ nos subgrupos de casos de carcinoma do
ovério, tendo em conta o estadio, grau de diferenciagdo e recidiva/progressao.

Genoétipos
Ile/Ile Ile/Val e Val/Val p

Estadio I/11 25 13
0.439

II1/1v 36 13

Grau de diferenciacao bem 13

moderado 9 8 0.298

pouco 24 10

Recidiva/Progressao sim 32 i8
o9 " 0.820

nao 44 27
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Nos ultimos anos, o cancro tem sido visto como uma doenga complexa e
multivariada, e tem sido dada particular atengdo a base genética dos
tumores. Neste sentido, a procura e compreensdo de alteragdes genéticas
responsaveis pelo aparecimento de um tumor, sdo importantes passos na
investigagdo oncoldgica.

O gene HER2 é um proto-oncogene envolvido na regulagdo do
crescimento e desenvolvimento celular, e consequentemente, alteragdes
neste gene poderdo estar envolvidas na carcinogénese. Polimorfismos no
gene HER2 tém sido analisados em algumas populagdes, com resultados
controversos.

O nosso estudo teve como objectivos analisar a frequéncia do
polimorfismo no coddo 655 do gene HER2 num grupo de individuos sem
qualquer patologia, e verificar a existéncia de associagdes entre a frequéncia
do polimorfismo estudado e a susceptibilidade para carcinoma da mama e
ovario.

A técnica utilizada, PCR-RFLP, permitiu a deteccdo dos trés gendtipos

possiveis.

FREQUENCIA DO POLIMORFISMO EM INDIVIDUOS CONTROLO

O polimorfismo no coddo 655 do gene HERZ2 foi analisado em individuos
controlo de variadas populagdes. As frequéncias alélicas e genotipicas deste
polimorfismo apresentam uma grande variabilidade étnica e geografica nas
populacdes analisadas.

Foi realizada uma anélise com o objectivo de comparar a populagdo
controlo deste estudo, Caucasiana - Europeia, com outras populagdes de

etnia e localizacao geografica tanto semelhantes como diferentes.
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Os nossos resultados mostram diferencas entre a frequéncia alélica da
nossa populagdo e de populagdes Afro-Americanas e Africanas. No entanto,
em relagdo as populagdes Caucasianas, existem diferengas consideraveis
entre os varios estudos. Os nossos resultados sdo diferentes dos observados
nas populagées Alema e Inglesa, e semelhantes aos observados nas
populagoes dos Estados Unidos da América. Estas diferengas indicam que para
além da etnia, a localizagdo geografica podera ter um papel muito importante.
Existem, de facto, estudos que referem que a frequéncia de determinados
polimorfismos varia consideravelmente em diferentes localizagdes geograficas
(Costa et al., 2002; Medeiros et al., 2002a; Ferreira et al., 2003).

No entanto, ha que referir que os individuos analisados tém
caracteristicas diferentes em cada estudo, nomeadamente a idade e histéria

familiar de cancro, entre outros factores.

SUSCEPTIBILIDADE PARA CANCRO DA MAMA

O oncogene HERZ2 tem sido proposto como factor de risco para
desenvolvimento de carcinomas da mama, sendo igualmente considerado um
indicador de mau progndstico.

No presente trabalho, foi efectuado um estudo do tipo caso - controlo
para avaliar a influéncia do polimorfismo HER2 na susceptibilidade para
cancro da mama. 0s nossos resultados indicam um aumento no risco de
cancro da mama de duas vezes nas mulheres portadoras de pelo menos um
alelo Val - genétipos Ile/Val e Val/Val, sendo que a associagdo € ainda mais
forte para mulheres com idade superior a 46 anos. Cerca de vinte por cento
dos casos de cancro da mama sdo atribuiveis & presenca do alelo Val no

genotipos.
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O polimorfismo analisado ocorre numa localizagdo do gene que codifica a
regido transmembranar da proteina. Existem evidéncias que demonstram que
o dominio transmembranar da proteina desempenha um papel activo na
dimerizacdo e activagdo do receptor HER2 (Gullick, 2001). Para além disso,
um estudo de Fleishman e colaboradores (2002) refere que a presenga do
aminoacido isoleucina no coddo 655 destabiliza a formagao de dimeros activos
HER2. Sendo assim, os genétipos portadores de um alelo Val poderdo
codificar receptores com capacidade superior de dimerizagdo e activagao. A
dimerizagdo persistente e a activacdo constitutiva do receptor levam a
emissdo continua de sinais mitéticos para a célula, promovendo assim a

carcinogénese.

Em relagdo aos diferentes estudos do polimorfismo em outras populagdes,
alguns autores referem que o alelo Val confere risco para cancro da mama,
enquanto que outros ndao chegam a mesma conclusdo. As diferengas nos
resultados podem ser devidas a grande disparidade de individuos analisados,
bem como a utilizagdo de populagdes com diferentes localizagées geograficas,

expostas a ambientes diversificados.

SUSCEPTIBILIDADE PARA CANCRO DO OVARIO

A sobre-expressdo do receptor HER2 tem sido bastante estudada em
carcinomas do ovario.

Neste trabalho, foi efectuado um estudo tipo caso - controlo para avaliar
a influéncia do polimorfismo HER2 na susceptibilidade para neoplasias do
ovario. Para o grupo total de casos com neoplasia do ovario, nao foi

encontrada qualquer associacdo com os genétipos HER2. No entanto, ao

POLIMORFISMO NO GENE HER2NO CANCRO DA MAMA E DO OVARIO



DirscussAo 49

subdividir os casos em tumores benignos versus malignos, os resultados
foram bastante diferentes.

No grupo de tumores benignos observou-se uma sobre-representagdao do
alelo Val. Foi encontrado um risco de tumor benigno do ovério 2.55 vezes
superior nas mulheres que possuiam pelo menos um alelo Val - genoétipos
Ile/Val e Val/Val. Ndo foi encontrado risco para o grupo de carcinomas.

Estes resultados podem ser explicados pela hipdétese de que existem
diferentes alteragdes moleculares nos tumores benignos, borderline e
malignos (Iwabuchi et al., 1995). Ha ainda poucas certezas relativamente aos
mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento de tumores benignos
do ovdrio. Sabe-se, no entanto, que existem alteragGes que sdo tipicas de
carcinomas, enquanto que outras se observam tanto nos cistadenomas como
nos carcinomas (Cheng et al., 1996).

Estes resultados, apesar de ainda serem preliminares, poderdo ser Uteis
para perceber o papel que o HER2 terd no desenvolvimento de tumores do

ovario.
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O gene HER2 é considerado um factor de risco para determinadas
neoplasias, e o polimorfismo no coddao 655 do gene HERZ parece

desempenhar um papel importante no desenvolvimento tumoral.

A compreensdo da influéncia das variantes alélicas na actividade do
receptor podera contribuir para um melhor esclarecimento sobre o mecanismo
de acgao deste polimorfismo no desenvolvimento tumoral.

A andlise das variantes alélicas em diferentes populagdes poderd ser util
na compreensdo das diferentes taxas de incidéncia. Os nossos resultados
indicam que a contribuigdo dos genoétipos HERZ2 para a susceptibilidade de
cancro da mama podera depender da populagdo estudada, bem como da sua
localizacdo geografica. Sera, no entanto, necessario aumentar o nimero de
casos analisados, de modo a obter um maior poder estatistico e uma maior

representatividade da amostragem.

Varios estudos publicados pelo nosso grupo sugerem o papel de alguns
polimorfismos na susceptibilidade para cancro (Costa et al., 2002;
Vasconcelos et al., 2002; Medeiros et al., 2002a,b, 2003a,b, 2004 in press;
Ferreira et al., 2003; Ribeiro R et al., in press). Os nossos resultados
demonstram que a determinagdo dos gendtipos HER2, em associagao com
outros polimorfismos, podera ser importante na determinagao de um perfil

genético individual numa populagdo do sul da Europa.

Além do envolvimento do polimorfismo no gene HER2 na susceptibilidade

para cancro, pretendemos alargar o estudo a drea da farmacogendémica, no
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sentido de avaliar o seu papel na resposta a terapia. Actualmente, existe
terapia especificamente direccionada para o receptor HER2, utilizando um
anticorpo monoclonal denominado Trastuzumab (Hoffman-La Roche, 2000).
Para além disso, estdo em estudo diversas terapias que tém como objectivo
inibir a cascata de transdugdo do sinal, onde o receptor HER2 esta envolvido
(Goel et al., 2002; Modi et al., 2002). Estdo igualmente descritos estudos que
demonstram que o HER2 pode ter influéncia na resisténcia de alguns tumores

a terapia anti-estrogéneos (Kurokama e Arteaga, 2003; Schiff et al., 2003).

Assim, acreditamos que é de extrema relevdncia a continuagdo deste

projecto, de modo a esclarecer a importancia do HER2 em Oncologia, e,

particularmente, segundo uma perspectiva de farmacogendmica.
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ANEX0 I — SOLUCOES

« PBS

Na2HPO4 1,48 g/I (Merck 1065860500)

NaH2P0O4 0,495 g/l (Merck 63460500)

NaCl 7,2 g/I(Panreac cod131659)

o AKE

NH4Cl 82,9 g/l (Merck 101146)

KHCO2 10 g/l (Merck 48540500)

EDTA 0,37 g/l (Merck 108418)

NaCl 75mM (Panreac cod131659)

EDTA 25mM (Merck 108418)
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ANExo IT

Provas do artigo intitulado “HER2 polymorphism and breast cancer risk in
a southern European population”, aceite para publicagdo na revista European

Journal of Cancer Prevention.

POLIMORFISMO NO GENE HER2NO CANCRO DA MAMA E DO OVARIO



HER2 POLYMORPHISM AND BREAST CANCER RISK IN A SOUTHERN
EUROPEAN POPULATION

Daniela Pinto', (ScD); André Vasconcelos', (MSc); Sandra Costa', (MSc); Deolinda
Pereira’, (MD); Helena Rodriguesz, (MD); Carlos Lopes', (MD, PhD); Rui Medeiros',
(PhD).

1 Molecular Oncology Unit
2 Medical Oncology Department (COIII)

Instituto Portugués de Oncologia Francisco Gentil — Centro Regional do Porto

Acknowledgments

The authors would like to thank Liga Portuguesa Contra o Cancro — Porto
(Portuguese League Against Cancer) for their support. We gratefully acknowledge
funding of this work by the Ministry of Health of Portugal (CFICS-226/2001).

Correspondence to:

Rui Medeiros, PhD

Instituto Portugués de Oncologia
Laboratorios — Piso 4

R. Dr. Antonio Bernardino de Almeida
4200-072 Porto

Portugal

Tel.: 351 22 5502011 (ext.5022)

Fax: 351 22 5026489

e-mail: patpriv@ipoporto.min-saude.pt


mailto:patpriv@ipoporto.min-saude.pt

Summary

Breast cancer is a major public health problem around the world, and its
carcinogenesis is not yet well understood. The Human Epidermal growth factor Receptor-2
(HER2) seems to play an important role in the development of this neoplasia, and genetic
alterations in this gene, such as point mutations and polymorphisms have been detected in
breast cancer patients. We analyzed the frequency of a single nucleotide polymorphism in
the HER2 gene in 152 breast cancer patients and 146 healthy controls using PCR-RFLP.
We found a twofold increase in risk of breast cancer in women who are carriers of a Val
allele genotype — Ile/Val and Val/Val genotypes (OR = 2.00; 95% CIL: 1.23-3.25; p =
0.005). Our results indicate an association between the presence of the Val allele in the
HER?2 polymorphism and the risk of breast cancer. Further studies are needed to evaluate

the role of this polymorphism in the behavior of breast cancer.

Key words: HER2 (ERBB2, NEU), genetic polymorphisms, breast cancer, PCR-

RFLP, oncogene, chromosome 17, cancer susceptibility.

Introduction

Breast cancer is a major public health problem around the world. According to the
International Agency of Research in Cancer — IARC (Ferlay et al., 2001), the incidence of
breast cancer in 2000 was 35,7 per 100000 women, which makes it the commonest
malignancy among women.

In the past years several studies have tried to establish a relationship between genetic
alterations and the carcinogenesis of this neoplasia. It is now well accepted that breast
cancer results from genetic and environmental factors leading to the accumulation of
mutations in essential genes (Baselga and Norton, 2002). One of the most important genes
studied is the Human Epidermal growth factor Receptor-2 (HER2), which has been
classified as a potential molecular prognostic indicator, as well as target for therapy, by
several groups (Kim ez al., 1998; Révillion et al., 1998; Gullick, 2001; Olayioye, 2001;

Rogers et al., 2002). Alterations in this gene, such as gene amplification (Yasasever ef al.,



2000; Tsuda et al., 2001; Miiller et al., 2003) and point mutations (Bargmann ef al., 1986a)
have been observed in breast cancer patients.

The HER?2 is a proto-oncogene located in chromosome 17, and is also known as
ERBB2 or NEU (Coussens et al, 1985; Akiyama ef al., 1986, Bargmann et al., 1986b). This
oncogene encodes a 185 kDa transmembrane glycoprotein, which is a member of the
epidermal growth factor receptor (HER) family. The members of this family posses
intrinsic tyrosine kinase activity (Hynes, 2000; Stern, 2000), which allows them to play an
important role in signal-transduction pathways, regulating many cellular functions, such as
cell differentiation and proliferation (Goel et al., 2002). This activation of the signaling
pathways results from dimerization of the HER receptors (Eppenberger and Mueller,
1994), and in this context, HER2 seems to be the preferred heterodimerization partner for
all HER members (Sundaresan ef al., 1999).

A single nucleotide polymorphism at codon 655 of HER2 gene was identified by
Papewalis and coworkers (Papewalis ef al., 1991), and encodes either isoleucine (ATC) or
valine (GTC). Controversial reports have been published regarding the role of this
polymorphism in the development of breast cancer, in different geographic locations
(Ameyaw et al., 2000; Xie et al., 2000, Baxter and Campbell, 2001; Keshava C et al.,
2001; Wang-Gohrke and Chang-Claude, 2001). However, the role of HER2 genotypes in
the susceptibility to breast cancer has not yet been studied in populations of southern
Europe.

Considering that breast cancer is a multifactorial disease with genetic and
environmental factors involved in its etiology and that the influence of some factors may
differ according to race and geographic localization, we determined HER2 genotypes in
Portuguese breast cancer cases and controls, thereby focusing on a Southern European

population.

Materials and Methods

Population

We conducted a case-control study analyzing two hundred and ninety eight (298)
women. All participants were Caucasians living in the Porto District.

One hundred and fifty two (152) consecutive unrelated patients with histologically

verified breast cancer, admitted at the Portuguese Institute of Oncology — Porto, Portugal



between 2000 and 2002 were studied. All patients included were at time of diagnosis. The
median age at diagnosis was 46 years with a mean age of 48 years. Clinical characteristics
including tumor stage, histological type and grade were obtained at time of diagnosis and
are described in Table 1. 85.2% of all cases were invasive ductal carcinoma and the 62.2%
were grade II. As for tumor staging, 51.35% were stage II. All samples were obtained with
the informed consent of the participants prior to their inclusion in the study.

The control group consisted of one hundred and forty six (146) healthy individuals
with no evidence of neoplasic disease, with a median age of 49 years and a mean age of 51
years. This control group was recruited from the Institute’s blood donor’s bank, or from
cancer free women attendants at routine clinical check up.

Approximately 8 ml of venous blood were obtained with a standard venipuncture
technique using EDTA containing tubes. DNA was extracted from the white blood cell

fraction, from each study subject, using a salting out protocol (Miller ez al., 1988).

Analysis of HER2 polymorphism

The HER2 polymorphism was analyzed through Polymerase Chain Reaction (PCR)
followed by Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), as previously described
by Xie et al (2000). DNA was amplified in a 50 pl reaction mixture containing HER2
primers: F-5’AGA GCG CCA GCC CTC TGA CGT CCA T3’ and R-5’TCC GTT TCC
TGC AGC AGT CTC CGC A3’, PCR buffer 1X, 2.5 mM MgCl,, 100 uM dNTP and 1U
of Taq Polymerase. The PCR steps were as followed: initial melting 30 seconds at 94°C, 35
cycles at 94°C for 30 seconds, 62°C for 30 seconds, and 72°C for 30 seconds, with a final
extension step at 72°C for 7 min.

The PCR products, of 148 base pairs (bp), were then digested overnight with 1U
BsmAl. This restriction enzyme recognizes the sequence GTC, originating two fragments
of 116 and 32 bp.

The restriction fragments were then analyzed in a 3% agarose gel, stained with

Table 1

ethidium bromide (Fig.1).

Fig. 1

Statistical analysis

Analysis of data was performed using the computer software SPSS for Windows

(Version 10.0) and Epi Info (Version 6.04). Chi-square analysis was used to compare




categorical variables. A 5% level of significance was used in the analysis. The observed
number of each genotype was compared with that expected for a population in the Hardy-
Weinberg equilibrium using a y” test.

The odds ratio (OR) and its 95% confidence interval (CI) were calculated as a measure
of the association between HER2 genotypes and breast cancer risk. Multivariate logistic
regression analysis was used to calculate the adjusted OR and 95% CI for the influence of
HER?2 genotypes in risk of breast cancer, with adjustment for age.

We calculated the attributable proportion (AP), according to data previously reported
by Schiffman ef al. (1993), using the following formula: AP = PRF x (1 - 1/aOR). The
attributable proportion (AP) is the fraction of disease attributable to the risk factor; PRF is

the percentage of the risk factor in case subjects and aOR is the adjusted odds ratio.

Results

The distribution of HER2 genotypes among cases and controls and risk of breast
cancer due to the HER2 polymorphism is shown in Table 2. The observed genotype
distributions in the groups did not differ from those that would be expected from the
Hardy-Weinberg equilibrium (p=0.902).

The frequency of the lle/Val genotype was higher in cases (37.5%) than in controls
(23.9%), and the same was observed with the Val/Val genotype (4.6% and 2.8%,
respectively). A twofold increase in risk of breast cancer was found among women who
are carriers of a Val allele genotype — Ile/Val and Val/Val genotypes (OR = 2.00; 95% CI:
1.23-3.25; p = 0.005).

When we stratified the analysis according to median age (women older than 46 vs.
women younger than 46) we observed that, for the group of women older than 46 carrying
a Val allele genotype, there is a statistically significant threefold increase of breast cancer
risk (OR = 3.03; 95% CI: 1.51-6.07; p =0.002).

The multivariate logistic regression analysis confirmed the influence of a Val carrier
genotype in the risk of breast cancer, with adjustment to age (OR = 2.03; 95% CI: 1.24-
3.32; p=0.005).

As for the distribution of alleles, the frequency of Val allele was 23.4% in cases and
14.7% in controls, whereas the frequency of Ile allele was 76.6% in cases and 85.3% in
controls. This difference is statistically significant (OR = 1.76; 95% CI 1.14-2.74; p =
0.007).

Table 2



A comparison of genotype and allelic frequencies from our control population with
reported frequencies from other populations is shown in Table 3. The Val allele frequency
observed in our population is 0.15, which is very similar to the frequencies reported by
Keshava ef al. (2001) in Caucasian and Latin women (0.16 and 0.13, respectively).

For the entire case group the proportion of breast cancer cases attributable (attributable
proportion) to the Val allele genotypes was 21.1%. Moreover, for patients older than 46

years, 30.3% of all cases could be attributed to the influence of this risk factor.

Discussion

In the last few years, cancer has been seen as a complex, multivariate disease, and
particular attention has been given to the genetic basis of tumors. It is now clear that most
cancers result from the acquisition of mutations in oncogenes, which are involved in many
of the basic functions of a cell (World and Health Organization, 2002).

The oncogene HER2 plays an important role in the control of normal and
differentiation (Yarden, 2001).

In this study we analyzed a single-nucleotide polymorphism in HER2, in order to
evaluate its importance in the development of breast cancer. We found a twofold increased
risk of breast cancer in women who are carriers of a Val allele genotype — Ile/Val and
Val/Val genotypes and this association was even stronger in women older than 46, with a
threefold increase in breast cancer risk, and an attributable proportion of 30.3%.

The polymorphism studied consisted in the alteration of ATC (Isoleucine) to GTC
(Valine) in the transmembrane domain-coding region of the gene. Alterations in the
transmembrane segment of the protein may have profound effects on its biological activity
and transforming ability (Xie et al., 2000). Therefore, we hypothesize that Val allele
genotype may have a biological activity, which enhances its role in the biological
mechanisms of cancer development.

Other groups have studied this polymorphism and have reached different conclusions
concerning its importance in breast cancer development, depending on their geographic
location. When we analyze Table 3 we can see that our results regarding allelic frequencies
of normal controls are very similar to the results of Caucasian and Latin populations,
obtained by Keshava et al (0.15; 0.16 and 0.13). However, for the English and German
populations (North European populations) higher Val allele frequencies (0.26 and 0.23)
have been reported (Baxter ef al., 2001, Wang-Gohrke ef al., 2001).

Table 3




The etiology of breast cancer cannot be explained by allelic variability at a single
locus (Newman et al., 1997; Rebbeck, 1997). Instead, the major burden of breast cancer
population probably results from complex interaction between many genetic and
environmental factors over time (Coughlin and Piper, 1999). Several genetic
polymorphisms contributing to low-to-moderate cancer risk have been studied, regarding
its association with breast cancer risk (Ambrosone et al., 1996; Coughlin and Piper, 1999,
Vasconcelos ef al., 2002; Lillie et al., 2003). Further studies may include the analysis of
other genetic polymorphisms (NAT2, CYP2EI, GST, ecNOS, ARStul, VDR) that have
already been associated with cancer risk (Costa et al., 2002; Medeiros er al., 2002a,b,
2003a,b; Ferreira et al., 2003), in order to characterize the genetic profile of breast cancer
susceptibility in Southern European populations.

The contribution of genetic polymorphisms to the risk of breast cancer may be
dependent on the population in study, as well as on several environmental and diet factors
that influence that population. Therefore, we hypothesize that each population has to
evaluate its own genetic profile for cancer risk that may help to understand the geographic
and racial differences reported for breast cancer incidence and mortality. Larger-scale
molecular studies are needed to confirm the real meaning of HER2 genetic polymorphisms

in breast cancer.
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Figure 1. Analysis of the HER2 genotypes — restriction fragment length polymorphism of
the PCR products. M — 100 bp ladder; cases 1,2 and 6 — HER2 heterozygous (lle/Val);
cases 3 and 4 — homozygous Val/Val; case 5 — homozygous Ile/Ile.

Table 1. Tumor characteristics of patients with breast cancer.

g ofpatlents o —
: H‘Vistology I — . e
Ductal invasive 121 79.6
Intraductal 5 33
Medullary 3 2.0
Papillary 2 1.3
Mucinous 2 1.3
Metaplasic invasive 1 0.7
Lobular invasive 8 5.3
Unknown 10 6.6
Grading
L 13 8.6
II 79 52.0
II 35 23.0
Unknown 25 16.4
Staging
0 3 2.0
I 33 21.7
I1 84 553
I 16 10.5
v 1 0.6
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