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RESUMO

O cancer de ovario é um dos canceres ginecologicos de mais dificil diagnéstico,
possivelmente por ndo apresentar sintomas caracteristicos no inicio da doenca.
Apos o diagnostico, pacientes com cancer de ovario apresentam baixo indice de
sobrevida (30%) e o tratamento, na maioria dos casos, € cirurgico seguido de
radioterapia e quimioterapia. Os eventos moleculares envolvidos no
desenvolvimento do céncer de ovario, apesar do grande numero de artigos
publicados tratando do assunto, ainda ndo sdo completamente compreendidos. Em
2011, um estudo de associacdo sugeriu que os polimorfismos rs13063604 e
rs7650365 no gene RUVBL1 poderiam conferir risco aumentado ao cancer de
ovario. A proteina codificada pelo RUVBL1, a pontina, esta envolvida em processos
de regulacédo da transcricdo associados a padrbes de acetilacdo de histonas e de
reparo do DNA. Neste contexto, nosso trabalho teve como objetivo estudar a
associacdo entre os polimorfismos rs7650365 e rs13063604 do gene RUVBLL1 e
cancer de ovario, em uma amostra da populacao sul-brasileira. Para tanto, um grupo
de pacientes em tratamento no Hospital Erasto Gaertner, Curitiba, Parana — LIGA
Paranaense de Combate ao Céancer, e outro de controles foram recrutados,
caracterizados, amplificados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR (polymerase
chain reaction) e genotipados por sequenciamento. As frequéncias observadas
estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg. A partir dos resultados ndo foram
encontradas possibilidades de associacdo dos polimorfismos rs7650365 rs13063604
com o cancer de ovario, com valores de p= 0,6 e p= 0,9, frequéncias alélicas,
respectivamente. Tais polimorfismos sdo intrénicos e a substituicdo dos nucleotideos

para ambos da-se pela troca de uma citosina por uma timina.



ABSTRACT

Ovarian cancer is one of the more difficult gynecological cancers to diagnose. This
frequently happen because the symptoms do not show up in the early stages of the
disease. After a diagnosis, patients with ovarian cancer have a low survival rate
(30%) and the treatment in most cases is made through surgical procedure and
followed by radiotherapy and chemotherapy. The molecular events involved in the
development of ovarian cancer, despite the large number of articles dealing with the
subject, are not yet fully understood. In 2011, an association study from Notaridou et
al suggested that polymorphisms rs13063604 and rs7650365 in the RUVBL1 gene
could confer increased risk for ovary cancer. The pontine protein encoded by
RUVBL1 is involved in processes of transcriptional regulation associated with histone
acetylation pattern and DNA repair. In this context, our work aimed to study the
association between rs13063604 and rs7650365 polymorphisms in the RUVBL1
gene and the ovarian cancer, using samples from the South Brazilian population. For
this purpose, a group of patients from Hospital Erasto Gaertner, Curitiba, Parana —
LIGA Paranaense de Combate ao Céancer and another one of controls were
recruited. They were characterized and genotyped by PCR (polymerase chain
reaction). The observed frequencies were at Hardy-Weinberg equilibrium. From the
results it was not possibility to find any association between rs13063604
polymorphism rs7650365 and ovarian cancer, and also with p = 0,6 and p = 0,9,
allele frequencies, respectively. These polymorphisms are intronics and the change

of nucleotides for both occurs by exchanging one cytosine for a thymine.



1 INTRODUCAO

Dentre as neoplasias ginecoldgicas, o cancer de ovario é a doenca que tem o
maior indice de mortalidade (Kinde et al., 2013), além de ser um dos canceres de
mais dificil diagnoéstico nas mulheres (INCA, 2013), possivelmente por nao
apresentar sintomas caracteristicos no inicio da doenca ou uma leséo identificada
como precursora (Sueblinvong e Carney, 2009).

Apesar dos esforcos para um melhor entendimento do mecanismo de
formacdo do cancer de ovario, o indice de mortalidade ndo tem diminuido com o
passar dos anos (Buys et al., 2011), ainda que tenham ocorrido melhoras em relacao
as técnicas cirdrgicas e quimioterapia, possibilitando um aumento na taxa de
sobrevivéncia (Kuhn, 2012). Apés o diagnostico, o tratamento na maioria dos casos,
€ cirurgico seguido de radioterapia e quimioterapia (Chan et al., 2006).

Independente do grande numero de artigos publicados sobre o cancer de
ovario, sua etiologia é ainda pouco compreendida (Landen, Birrer e Sood, 2008).
Assim como em outros tipos de cancer, muitos genes tais como BRCA1 (breast
cancer 1, early onset) (Notaridou et al., 2011), BRCA2 (breast cancer 2, early onset)
(Notaridou et al., 2011), PTEN (phosphatase and tensin homolog) (Kuhn, 2012),
KRAS (kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) (Kuhn, 2012), e BRAF (v-raf
murine sarcoma viral oncogene homolog B) (Romero e Bast, 2012) sao descritos
como associados. Todavia, o fato do ovéario ser o 6rgdo que apresenta a maior
diversidade de tipos de tumores no corpo humano (Kuhn, 2012) torna o carcinoma
ovariano um grupo de doencas muito heterogéneas, e de dificil estudo.

Em 2011, um estudo de associagéo sugeriu que os polimorfismos rs13063604
e rs7650365 no gene RUVBL1 (RuvB-like AAA ATPase 1) podem conferir risco
aumentado ao cancer de ovario (Notaridou et al., 2011). A proteina codificada pelo
RUVBL1, a pontina, est4 envolvida em processos de regulagdo da transcricdo
(Weiske e Huber, 2005) associados a padrbes de acetilacdo de histonas (Doyon et
al.,, 2004) e de reparo do DNA (Qiu et al.,, 1998), assim como participa na
manutencao telomérica (Bereshchenko et al., 2012). O papel deste gene no cancer

de ovério, bem como dos polimorfismos citados, precisa ser esclarecido.



2 JUSTIFICATIVA

Tendo-se em vista o alto indice de mortalidade das pacientes que apresentam
cancer de ovario, muitos estudos vém tentando compreender 0s mecanismos
genéticos e moleculares, no sentido de elucidar os processos iniciais que ocorrem
na tumorigénese ovariana a fim de se tentar diagnosticar precocemente a doenca e
contribuir no desenvolvimento de novos medicamentos que possam atuar como
terapéutica coadjuvante (Hennessy e Markman, 2009).

Até o presente momento, 0os avancos nas descobertas de novas informagdes
Impactam positivamente apenas no que se refere ao tempo de sobrevida e ndo na
diminuicdo da taxa de mortalidade (Kuhn, 2012), o que justifica a continuidade
extensiva das pesquisas na obtencdo de estratégias que venham ao encontro da
necessidade urgente de detecg¢do precoce da doenca, ou seja, em estadios iniciais
(Vaughan et al., 2012). Igualmente necessario € o desenvolvimento de tratamento
efetivo que proporcione uma melhor qualidade de vida para a paciente antes e apos
a cirurgia.

O uso de marcadores tumorais para cancer de ovario deveria ajudar na
deteccdo da doenca, porém 0os mesmos apresentam aceitvel sensibilidade e baixa
especificidade (Suh et al., 2010). Os estudos de associacdo de genes candidatos a
suscetibilidade ao cancer de ovario oferecem alternativa potencial do uso destes
polimorfismos como marcadores genéticos mais eficientes, o que pode contribuir

para o aumento de qualidade dos métodos diagndsticos, bem como progndsticos.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a associagao entre os polimorfismos rs13063604 e rs7650365 do
gene RUVBL1 e o céancer de ovario em uma amostra da populacdo de Curitiba,

Parana.

3.2 Objetivos especificos

1. Replicar o estudo feito por Notaridou et al, 2011.

2. Desenhar os iniciadores para os polimorfismos rs13063604 e rs7650365.

3. Determinar os gendtipos das amostras de DNA obtidas considerando os
polimorfismos rs13063604 e rs7650365 do gene RUVBL1.

4. Investigar a possibilidade de associacdo entre os alelos encontrados e o

cancer de ovario por andlise estatistica.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Tumores de ovario

O ovéario é composto de células germinativas, células estromais que
produzem estrégeno e progesterona, e células epiteliais (Romero e Bast, 2012). O
ovario apresenta a maior diversidade de tumores do corpo, 0 que caracteriza o
cancer ovariano como um grupo muito heterogéneo de doencas (Kuhn et al., 2012).
Alguns estudos epidemiolégicos sugerem gue o cancer ovariano esta relacionado a
ovulagéo, baseados na reducéo do risco em mulheres que tém filhos, assim como
naquelas que utilizam anticoncepcionais (Sueblinvong e Carney, 2009). De acordo
com a Teoria de Fathala (Risch, 1998), a ovulacdo constante causa ruptura, trauma
e reparo tecidual repetidamente, o que danifica 0 DNA e pode levar a transformacéo
neoplastica do epitélio superficial ovariano. Entretanto, mulheres com a sindrome
ovariana policistica, que utilizam anticoncepcionais orais a base de progesterona
como inibidores da ovulacdo, tém risco aumentado de cancer ovariano epitelial
(Saad et al., 2011).

De modo geral, a ocorréncia de cancer de mama, de Utero ou colorretal,
historico familiar e a ingestdo do hormoénio estrogénio (sem progesterona) por 10
anos ou mais sao considerados fatores de risco para cancer de ovario (Sueblinvong
e Carney, 2009). Gravidez, ingestdo de anticoncepcional oral, amamentacao e
alguns anti-inflamatoérios parecem reduzir o risco de cancer de ovario, cancer de
cOlon e de mama (Orita et al., 1989; Antoniou et al., 2009). Dos conjuntos de fatores
que estdo associados ao risco de cancer de ovario, o histérico familiar sobreleva
todos os outros. A presenca de dois familiares de primeiro grau com a doenca
aumenta o risco para 5% de desenvolver cancer ovariano ao longo da vida, sendo
que o risco da populacdo geral € na ordem de 1,4%. Estudos evidenciam um
aumento significativo de outros tipos de cancer, como mama, endométrio e colon,
entre familiares da mulher com este tipo de neoplasia (Ambrigs, 2009).

Tumores ovarianos geralmente crescem silenciosamente e sdo classificados
em benignos, malignos ou borderlines. Seu comportamento apenas pode ser
previsto apO0s a definicdo histolégica do tumor (Moulla et al, 2013). H& uma
classificacdo para os tumores de ovario: tumores ovarianos epiteliais, tumores de

células germinativas e tumores estromais gonadais, sendo que para cada categoria
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h&a uma origem distinta. Os tumores ovarianos epiteliais sdo responsaveis por 90%
dos casos e originam-se a partir do epitélio superficial do ovario; ja os tumores de
células granulosas que estao presentes em 7% dos casos, tém a origem a partir de
células estromais; e os tumores de células germinativas sdo atribuidos apenas em
3% dos casos e derivam dos ovocitos (Romero e Bast, 2012).

O cancer de ovario é a principal causa de morte por neoplasia ginecoldgica,
sendo caracterizado pela disseminacao loco-regional na cavidade peritoneal e pela
presenca de metastases viscerais (Han et al., 2006; Wu et al.,, 2012; Nolen e
Lokshin, 2012). Observa-se um indice de 30% de sobrevida em 5 anos apds o
diagnoéstico (Chan et al., 2007). Segundo os dados mais atuais do INCA (Instituto
Nacional do Cancer), ocorreram 2979 mortes por cancer de ovario em 2010 e foram
previstos 6190 novos casos em 2012 com 3,3% dentre as dez neoplasias femininas
mais incidentes, sendo que na regido Sul do Brasil encontra-se a maior taxa de
incidéncia, variando de 6,35 a 9,27 casos para cada 100.000 mulheres. O Parana
tem uma taxa estimada de 6,80 casos a cada 100 000 mulheres, o que equivale ao
dobro da taxa prevista para outros estados brasileiros (INCA, 2013). Para o ano de
2013 foram estimadas 15.000 mortes nos Estados Unidos (American Society
Cancer, 2013) e no mundo mais do que 200.000 mortes decorrentes de cancer de
ovario e endomeétrio devem ser observadas (Kinde et al., 2013).

Pacientes com cancer de ovario tém se beneficiado dos avancos da pesquisa
no sentido de aumentar o tempo de sobrevivéncia apds o diagndstico da doenca, o
que se efetiva através da quimioterapia e avancgos nas técnicas cirdrgicas (Kunn, et
al., 2012). Em contrapartida, a mortalidade nao tem sido reduzida, talvez pela falta
de entendimento adequado dos eventos precoces da carcinogénese ovariana (Buys
et al., 2011). Estudos recentes sugerem fortemente que o inicio do cancer ovariano
ocorra fora do ovario, indicando a tuba uterina como sendo o local precursor para
tumores serosos pélvicos por apresentar lesdes pré-malignas que antecedem o
carcinoma seroso (Saad et al., 2011).

Num esforgo de replicar o sucesso da triagem com cancer cervical, que desde
a introducao do teste Papanicolau, teve sua incidéncia e mortalidade reduzidas em
mais que 75%, uma das abordagens para tentar melhorar o diagndstico em cancer
ovariano tem sido feita pela combinacdo dos resultados do exame de
ultrassonografia transvaginal e da avaliacdo de CA-125 (também chamado de
MUCL16). Este ultimo € uma glicoproteina transmembrana de alta massa molecular,
expressa pelo epitélio miilleriano em 80 % dos casos de cancer ovariano. E utilizado
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no monitoramento de resposta a quimioterapia, indicando a presenca de doenca
residual em mais de 90% dos casos (Romero e Bast, 2012). Todavia esse marcador
encontra-se em niveis elevados em condi¢cdes benignas, tais como endometriose,
doencas inflamatorias peélvicas, cistos ovarianos, o que limita a sua especificidade
enquanto marcador para o cancer de ovario (Kinde et al., 2013).

Esforgos concentram-se em diagnosticar mais precocemente a doenca a fim
de se estabelecer um tratamento mais eficiente (Kinde et al., 2013). Porém se
pensarmos em cura, ndo ha estudos conclusivos sobre as lesdes precursoras do
cancer ovariano, quando comparados aos canceres de préstata, endométrio e
pancreas, que possuem lesfes iniciais (Buys et al., 2011), possibilitando um
diagnéstico precoce (ndo metastatico) e uma sobrevida maior (Danesh et al., 2012).

Em funcdo da maior parte dos casos reportarem-se ao tipo epitelial, um

detalhamento maior sera a respeito desta categoria.

4.1.1 Cancer de ovario epitelial

Canceres ovarianos epiteliais compreendem diferentes tipos histolégicos, os
quais podem ser agrupados em duas principais categorias, no que se refere a
importancia clinica e sua patogénese.

A primeira categoria inclui seroso de baixo grau, endometridide de baixo grau,
células claras e mucinoso (Kuhn et al., 2011). Estes tumores normalmente
apresentam-se como uma grande massa confinada a um ovario e com bom
prognostico. Eles sdo diagnosticados em estadios iniciais (1 e 2; Tabela 1), crescem
lentamente e resistem a quimioterapia convencional, mas respondem bem ao
tratamento hormonal (Shih e Kurman, 2004). Tais tumores desenvolvem-se
continuamente de uma leséao precursora tais como borderline e endometriose (Kuhn
et al., 2011). O termo “seroso” tem sido usado para descrever o tipo de tumor com
caracteristicas morfologicas semelhantes as células epiteliais da tuba uterina

A segunda categoria inclui carcinoma seroso de alto grau, carcinoma
endometridide de alto grau, tumores malignos mesodermos (carcinosarcomas) e
carcinomas indiferenciados, nos quais se observa um crescimento agressivo e
quase sempre os estadios da doenca encontram-se avancados (3 e 4; Tabela 1),
respondem bem & quimioterapia tradicional, porém com menor frequéncia ao

tratamento hormonal.
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No Brasil, os tumores epiteliais sdo responsaveis por cerca de 90% dos

canceres ovarianos (INCA, 2012). Nos Estados Unidos, as frequéncias dos tumores

de ovario do tipo epitelial sdo: seroso de alto grau: 60%, endometridide: 15%, células

claras: 15%, seroso de baixo grau: 8%, mucinoso: 2%, célula de transicdo: 2% e
outros: 3% (Kinde et al., 2012).

4.1.2 Estadios para cancer de ovario

A Tabela 1 mostra os estadios convencionais para o cancer ovariano.

Tabela 1. Estadios convencionais para cancer ovariano

Estadios | Descricao

1 tumor limitado ao ovario ou ambos ovarios

A um ovério envolvido

B ambos ovarios envolvidos

c tumor limitado ao ovario com ascite, lavagens peritoneais positivas, envolvimento de
superficie ou ruptura presente

2 tumor ovariano com extensao pélvica

3 tumor envolvendo a parte posterior do abdémen ou linfonodos

4 envolvimento de érgéos distantes (incluindo a efusao pleural maligna e envolvimento

parenquimatoso de figado ou baco)

Fonte: B. T. Henessy, 2009.

Cerca de 3/4 dos tumores malignos de ovario apresentam-se em estadios
avancados (estadios 3 e 4) no momento do diagnostico, pois ndo ha aparecimento
de sintomas caracteristicos inicialmente (Demsky et al., 2013). Porém, com o avanco
da doenga, podem aparecer dores abdominais, pélvicas, nauseas, indigestao,
constipacdo e sensacdo de cansaco continuo (INCA, 2013), sintomas estes que
podem ser confundidos com outras doencas (Suh et al., 2010). O cancer de ovario
pode ser diagnosticado pela ultrassonografia transvaginal e marcadores tumorais,
(Nolen e Lokshin, 2012), por exemplo, o CA125, a alfaproteina, ECA (antigeno
carcino-embrionario) e o beta HCG, que séo detectados no exame de sangue e que

aumentam na presenca de tumores malignos.



4.2 Genes e cancer

O céancer, ou neoplasia maligna, é caracterizado por mutacdes em genes que
desempenham funcdes no controle do ciclo celular e na apoptose (Croce e Carlo,
2008). Assim, células com estas mutacdes escapam dos mecanismos de controle do
ciclo celular e proliferam muito. Este fato faz com que elas percam a capacidade de
aderéncia, passem a secretar enzimas que atacam a matriz extracelular, invadam
tecidos vizinhos, penetrem nos vasos sanguineos e linfaticos e se espalhem pelo
corpo, produzindo tumores secundarios; as metastases (Cesari et al., 2003; Wu et
al., 2012; Lu et al., 2012).

Héa dois grupos principais de genes que estdo envolvidos no desenvolvimento
do cancer. O primeiro € constituido pelos genes supressores de tumor (anti-
oncogenes) que, ao perderem a sua funcao, contribuem para a perda do controle do
ciclo celular e para a proliferacdo celular. Estes genes sdo considerados o0s
guardides das células por executarem a verificacdo de pontos criticos de regulacéo
da progressao do ciclo celular e induzirem a apoptose. Entre eles estdo os genes RB
(retinoblastoma 1) e TP53 (tumor protein p53). O outro grupo é formado pelos
oncogenes, que numa célula normal localizam-se nos cromossomos como proto-
oncogenes. Estes quando ativados por mutagfes pontuais ou outrosS mecanismos
como a amplificacdo do gene (aumento em seu numero de copias, 0 que leva o
aumento da oncoproteina) podem ser convertidos em oncogenes, estimulando assim

a proliferacao celular e interferindo na apoptose (Zhao e Sun, 2012).

4.2.1 Genes e cancer de ovario

Os eventos genéticos moleculares envolvidos no inicio do desenvolvimento
do cancer de ovario vém sendo bastante estudados (Landen, Birrer e Sood, 2008).
Alguns tumores familiares podem ser explicados pela presenca de mutacdes em
genes especificos tais como o PTEN, TP53, BRCAL, BRCA2 e o CDKN1B, que tém
sido bastante estudados em tumores de origem ginecolégica (Bansal et al., 2009).
Mutacbes germinativas sdo responsaveis por cerca de 10% das malignidades
ovarianas e comumente envolvem BRCAL1 e BRCA2 (Saad et al., 2011).

Muitos oncogenes tém sido estudados na patologia ovariana (Saad et al.,

2011; Kuhn et al, 2012). Um exemplo é SRC (v-src avian sarcoma Schmidt-Ruppin
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A-2 viral oncogene homolog) que codifica para uma tirosina quinase que
desempenha funcao importante na proliferacdo, adesao e sobrevivéncia celular, bem
como na angiogénese e resisténcia a drogas quimioterapéuticas (Han et al., 2006).
A superexpressdo de SRC é encontrada em 93% dos canceres ovarianos em
estadios tardios (Wiener et al.,2003). Outros oncogenes expressos ha tumorigénese
ovariana sdo EGFR (epidermal growth factor receptor) (Bartlett et al., 1996) e KRAS
(kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog). Mutacdes em KRAS foram detectadas
em 61% dos tumores borderline, 68% dos tumores de baixo grau, 50% dos
adenocarcinomas mucinosos e 5% dos carcinomas serosos de alto grau (Singer et
al., 2003).

Anomalias nas proteinas do ciclo celular sdo observadas num processo de
transformacdo maligna que precede a tumorigénese, sendo um exemplo dessa
mediacao as ciclinas dependentes de quinase (CDK), os inibidores de CDK e fatores
de transcricdo codificados por genes como TP53 e E2F (E2F transcription factor 1)
(Sui et al., 2001). A ciclina E esta associada com prognosticos piores das pacientes
e € expressa em 40% dos tumores borderline e em 70% dos tumores malignos,
engquanto que em tumores benignos a sua expressao € de 9% (Sui et al., 2001). A
ciclina dependente de quinase (Cdk2), outra proteina envolvida na transicdo da fase
G1 para a S, encontra-se também elevada nos tumores ovarianos malignos de alto
grau quando comparada aos de baixo grau ou benignos (Sui et al., 2001). A ciclina
D1 é abundantemente encontrada no citoplasma de células de cancer ovariano
(89%) e nos seus nucleos (30%), sendo raramente encontrada nas células epiteliais
normais (Dhar et al., 1999). CDK1 (cyclin-dependent kinase 1) que regula a fase M
do ciclo celular, esta altamente expresso em 80% das células malignas, mas
indetectavel em células epiteliais ovarianas normais (Saad et al., 2011).

Recentemente o gene PARK2 (parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase) foi
sugerido como forte candidato a gene supressor de tumor e parece estar envolvido
no desenvolvimento de tumores ovarianos (Cesari et al., 2003). A delecdo no braco
longo do cromossomo 6 € associada com muitos tumores solidos, incluindo
carcinomas de ovério. No entanto, essa mesma delecao esta presente em tumores
ovarianos benignos, sugerindo que alteragbes em um ou mais genes representam
um evento precoce da tumorigénese ovariana (Cesari et al., 2003).

Em céanceres epiteliais do tipo seroso de baixo grau, endometridide de baixo
grau, células claras e mucinoso foi descrita uma variedade de mutagdes somaticas

gue envolvem os genes ARID1A (AT rich interactive domain 1A SWI-like) (Jones et
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al., 2011), BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B) (Robert et al.,
2012), CTNNBL1 (catenin cadherin-associated protein, beta 1) (Robert et al., 2012),
KRAS (Jones et al., 2012), PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase,
catalytic subunit alpha) (Robert et al., 2012), PPP2R1A (protein phosphatase 2,
regulatory subunit A, alpha) (Robert et al., 2012), e PTEN (phosphatase and tensin
homolog) (Shih e Kurman, 2004), raramente BRCAL, BRCA2 (breast cancer 2, early
onset) ou TP53 (Kuhn et al., 2011). O carcinoma seroso de alto grau apresenta-se
com mutacgdes do gene TP53 em mais de 95% dos casos (Kuhn et al., 2013).

Em 2011, foram descritas associa¢des de dois polimorfismos, rs13063604 e
rs7650365, no gene RUVBL1, conferindo um risco aumentado ao cancer ovariano
seroso [HetOR= 1.42 (1.15-1.74) e HomOR= 1.63 (1.10-1.42), p=0,0002] e [HetOR=
0.97 (0.80-1.17), HomOR= 0.74 (0.58-0.93), p=0.009], respectivamente (Notaridou et
al., 2011).

4.2.2 O gene RUVBL1

O DNA gendmico é exposto, ao longo da vida, a danos exdgenos e
enddgenos e por isso, é fundamental existirem mecanismos de reparo do DNA.
Proteinas envolvidas no reparo tém papel fundamental, e entre elas, encontra-se a
RUVBL1 (Qiu et al., 1998; Izumi et al., 2012).

Os genes RUVBL1 (ruvb-like AAA ATPase 1) e RUVBL2 (ruvb-like AAA
ATPase 2), codificam para as proteinas conhecidas como pontina e reptina, ou
TIP48 e TIP49, respectivamente (Dutta, 2010). Estas proteinas sdo ATPases
evolutivamente conservadas (Izumi et al., 2012). TIP48 e TIP49 interagem uma com
a outra e formam um duplo hexamero, que provavelmente consiste de dois homo
hexameros. Em algumas circunstancias agem independentemente, tendo efeitos
antagonistas. No entanto, em muitos casos aparecem como um complexo, agindo
juntas em diversas funcdes celulares, sendo a sua funcdo melhor compreendida a
de controle da transcricdo (Izumi et al., 2012).

O gene RUVBL1 possui 11 éxons, codifica para a proteina pontina que €&
formada por 456 aminoacidos (50 KDa), e é altamente homélogo ao gene RUVB,
apresenta 42.857 pares de bases e localiza-se no cromossomo 3g21l(regido 2

bandal), uma regido com frequente rearranjo em diferentes tipos de tumores solidos
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(Qiu et al., 1998). Como nomes sindnimos ao gene RUVBL1, encontram-se INO80OH,
NMP238, TIP48 (PONTIN), TIP49A, POINTIN52, TAP54a e ECP54.

A pontina participa ativamente de inUmeros processos celulares importantes
para a homeostasia celular, faz a hexamerizacdo para a hidrolise de ATP, esta
envolvida na ativagcdo da transcricdo de genes selecionados por acetilagcdo de
histonas H4 e H2A, assim como no recrutamento para reparo do dano no DNA
(Karagiannis e EI-Osta, 2007).

O produto do gene RUVBL1 desempenha uma fungdo essencial na
transformacdo oncogénica por MYC (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
homolog) e também modula a ativacdo da transcricdo pelo complexo LEF1/ HNF1A
(lymphoid enhancer-binding factor 1), (HNF1 homeobox A) - CTKNB1, essencial
para a proliferacdo celular, além de interagir com proteinas de ligacdo ao TATA Box,
age como cofator para a transcricdo de genes (Bereshchenko et al., 2012). O
complexo RUVBL1/RUVBL2 participa na manutencdo dos teldmeros e
consequentemente a deplecdo de RUVBL1 reduz severamente a atividade da
telomerase, responsavel pela integridade e capeamento dos teldmeros nos
cromossomos (Venteicher et al., 2009). Quando a telomerase esta diminuida, os
cromossomos sao expostos a defeitos permitindo que p53 e demais proteinas
iniciem a apoptose (Saad et al., 2011).

Num estudo em que se usou uma fluorescéncia especifica para telomeros em
carcinoma intraepitelial tubal seroso — um precursor do carcinoma seroso de alto
grau - estavam 82 % dos casos com teldmero encurtado quando comparados as
células normais, sugerindo que a atividade da telomerase € uma ocorréncia
importante na iniciagado da tumorigénese ovariana (Kuhn et al., 2010).

O produto do gene RUVBL1 esta envolvido na mitose, uma vez que interage
com as tubulinas. Apresenta-se como ativador e regulador da cromatina (controlando
a sua abertura e fechamento), além de atuar como helicase (lzumi et al., 2012;
Bereshchenko et al., 2012).

Ocorre também a superexpressdo do gene RUVBL1 em carcinoma
hepatocelular (Haurie et al., 2009) e é observado em céanceres de célon (Carbson et
al., 2003) e prostata (Kim et al., 2007). Foi sugerido como alvo de estudos para a
terapia do céancer, o complexo RUVBL1/RUVBL2 em fungédo de estarem envolvidos
na transformacéo celular mediada por c-Myc e na metastase do cancer atraves da
regulacéo da transcricdo da [3-catenina. A supressao do complexo RUVBL1/RUVBL2

induz a diminuicdo da apoptose das células tumorais (Izumi et al., 2012).
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4.3 Estudos de associagao

Um dos maiores desafios atuais da genbmica € proporcionar beneficios
clinicos para a populacdo em geral. A diversidade genética ho genoma humano
deve ser considerada na identificacdo de fatores genéticos especificos que podem
estar associados aos riscos de doencas, incidéncia e severidade, entre as diferentes
populacdes, o que contribuira diretamente na melhora dos diagndsticos, tratamento
e prevencado das doencas. Tais avancos tém mudado a pratica médica e contribuem
para dire¢cdes futuras, no sentido de cuidados clinicos estarem baseados na
informagéao gendmica (Kricka e Resta, 2013).

Uma ferramenta valiosa como modelo de estudo para correlacionar genes e
doencas € o estudo de associacao.

Estudos de associacdo baseiam-se na comparacdo das frequéncias alélicas
de um marcador genético entre os individuos afetados e ndo afetados por uma
doenca. Um alelo determinado é considerado associado com o fenoétipo estudado
qguando tem a sua ocorréncia diferenciada entre individuos afetados comparados ao
grupo controle de nado afetados. Esses estudos implicam na utilizacdo de uma
populacdo de individuos ndo aparentados, assim como leva em conta informagdes
referentes a origem, sexo, etnia, idade, entre outras. Na selecdo dos casos, em
primeiro lugar, leva-se em conta a defini¢cdo clara do diagnéstico, baseada na clinica
e em testes laboratoriais. Tais associacoes tém a capacidade de detectar efeitos
genéticos e analisar genes candidatos a susceptibilidade de determinada doenca.

O estudo da variabilidade genética em genes tais como BRCA1, BRCAZ2,
RAD51C e RUVBL1, que podem apresentar relagdo funcional com o
desenvolvimento do cancer de ovario em uma analise de associacao poderia facilitar
0 entendimento deste tipo de tumor, na determinacdo de que pacientes apresentam
maior ou menor risco para o desenvolvimento deste tipo de cancer. Isto faria com
que a analise dos genes acima mencionados pudesse se tornar uma importante
ferramenta em triagem populacional (Vaughan et al., 2012).

Durante os ultimos anos, humerosos estudos tém reportado a descricdo de
SNPs (single nucleotide polymorphism) conferindo susceptibilidade as doencas,
incluindo muitos canceres. A maioria dos estudos de associacdo genética para o
cancer ovariano tém usado a selecédo de genes candidatos a partir das vias incluindo
0 metabolismo de hormdnios, o reparo do DNA, o controle do ciclo celular, assim

COMO oncogenes e genes supressores tumorais (Easton e Eeles, 2008).
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Os SNPs constituem verdadeiramente um elemento-chave para a
compreensao da variabilidade genética humana e sua associacdo com doencas
distintas. Os estudos com os SNPs tem o intuito de investigar o potencial destes
polimorfismos como marcadores genéticos de susceptibilidade ou protecdo em

distintas patologias.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Recrutamento das amostras

As pacientes incluidas no estudo foram recrutadas no ambulatério de
oncologia ginecologica do Hospital Erasto Gaertner, Curitiba, Parana — LIGA
Paranaense de Combate ao Cancer, no periodo de 2012 e 2013. Para tanto,
analisaram-se os prontuarios eletrénicos a fim de se realizar uma triagem inicial das
mulheres que apresentavam exames (ecografia e/ou ultrassonografia) que
sugerissem tumores ovarianos. Numa segunda fase, levantaram-se informacoes
gerais sobre laudos sugestivos encaminhados por postos de saude e o historico de
exames laboratoriais, como por exemplo o CA 125 e exames nao laboratoriais, tais
como os de imagem (ecografia).

Eram atendidas em média de 3 a 4 pacientes por semana, selecionadas a
partir da suspeita de tumor maligno através de exames de imagem, sem tratamento
prévio e dentre elas havia trés categorias: 0os casos novos acolhidos pela assistente
social, as pacientes que iriam pegar o resultado dos exames e posteriormente eram
encaminhadas para a cirurgia e aquelas que seriam acompanhadas em periodo de
poOs-operatorio. Para evitar qualquer distorcdo em nossa analise, por exemplo,
gerada pelo tempo de sobrevida das pacientes, apenas foram recrutados os casos
novos. Todas as pacientes foram atendidas pelos médicos especialistas José
Clemente Linhares, Reitan Ribeiro e Jodo Antonio Guerreiro. As informacdes clinicas
referentes as pacientes estudadas foram coletadas diretamente nos prontuarios
eletrénicos, sob a supervisdo dos medicos responsaveis, acima citados.

Foi coletado o sangue periférico das pacientes que apresentavam tumor
ovariano, todas maiores de idade e que concordaram em participar voluntariamente
da pesquisa. Foram excluidas as amostras das pacientes que nao apresentaram
qualidade técnica suficiente para a realizacdo das genotipagens e cujos exames nao
puderam confirmar o diagnéstico de neoplasia maligna.

Todas as pacientes, bem como os controles, assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), autorizando a sua participacdo na
pesquisa, ficando com uma copia do mesmo. O projeto foi aprovado pelo Comité de

Etica da PUCPR sob o nimero de parecer 0003983/10 intitulado “Andlise genética
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de predisposicdo ao cancer de ovario e mama: variabilidade germinativa versus

variabilidade somaética”.

5.2 Controles femininos adultos

Como controles foram usadas amostras de DNA do sangue de doadoras
voluntarias recrutadas no Hemobanco, em Curitiba, Parana, apods assinatura do
TCLE e confirmacao de algumas informacdes referentes ao estado geral de saude e

casos de cancer de ovario na familia.

5.3 Extracao e purificacdo de amostras de DNA

A extracado de DNA das amostras de sangue periférico foi realizada de acordo
com metodologia anteriormente descrita (John et al., 1990) e modificada (Lahiri e
Nurberger Jr, 1991).

Para a lise das heméacias foi utilizado o reagente NONIDET P40 AMRESCO.
ApoOs a lise foram realizadas sucessivas lavagens do pellet com TKM1 (Tris HCI
pH7,6 1M; KCI 1M; MgCl2 1M e EDTA 0,1M). A seguir foi adicionado TKM2 (Tris HCI
pH7,6 1M; KCI 1M; MgCl2 1M ; EDTA 0,1M e NaCl 1M) acrescido de 10% de SDS
(sodium dodecyl-sulphate) para que houvesse a liberacdo do DNA. Esta mistura foi
incubada em banho-maria a 55°C durante a noite.

Para precipitar as proteinas e separa-las do DNA foram adicionados 6 M de
NaCl. Etanol a 20°C negativos foi empregado na precipitacdo das amostras de DNA
e etanol 70% a 4°C na sua lavagem. ApoOs a secagem do DNA este foi ressuspenso
em tampé&o TE (Tris HCI pH 8,0 1M e EDTA 0,1M ) para sua quantificacao.

As amostras foram quantificadas e diluidas para uma concentracdo de 25

ng/ul. Elas foram congeladas até o momento de sua utilizag&o.

5.4 Genotipagem

As amostras de DNA foram submetidas ao processo de amplificagcdo por meio
da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para tanto foram
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desenhados iniciadores (Tabela 2) com o auxilio do programa Primer3

(http://primer3.wi.mit.edu). As condi¢cdes de amplificacdo encontram-se na Tabela 3.

Tabela 2. Caracteristicas dos iniciadores desenhados para cad  a sequéncia , identificando o nome

do iniciador, sua respectiva sequéncia, tamanho em pares de base e temperatura de fusao (Tm).

o ) Tamanho Tm Amplicon
Iniciador Sequéncia
(pb) °C) (PB)
604 F CTGCAGTGAGCTGTGATGGT 20 62
604 R TGACTGCTCCAAAGGAAAGG 20 60 303
365 F CGGTTTTACCTTGGGTGTGT 20 60
296
365 R CCAATTCAATGGCACTCTCC 20 60
Tabela 3. Programas para amplificacdo das amostras.
rs13063604 rs 7650365
Temperatura Tempo NUmero Temperatura Tempo NUmero
(°C) (segundos) de ciclos (°C) (segundos) de ciclos
94°C 120 1 94°C 120 1
94°C 30
94°C 30
66° C 30 15
72°C 45 40
56° C 30
94°C 30
56°C 30 27
72°C 45
72°C 45
72°C 180 1 72°C 180 1
10°C 1 10°C 1

A amplificacdo do rs13063604 e do rs7650365 foi obtida pela PCR que
continha, em 25 ul, 1 ng de DNA gendémico de cada amostra, 10 pmol de cada
iniciador direto e reverso, em tampao Master Mix 2x BioLabs.

Vinte por cento do produto de PCR, diluidos em tampé&o de corrida [1ul de
bluejuice 10X gel loading buffer invitrogen, 65% de sacarose, 10 mM Tris-HCI (pH
7.5), 10 mM EDTA e 0.3% azul bromofenol], foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1%. A corrida foi realizada em tampéo TBE 1X (tris-base 89 mM;
acido bérico 89 mM; EDTA 2 mM) por duas horas, com corrente elétrica de 60 mA a

70 V. As bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta, apds coloracéo do gel com
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0,5 pg/ml de brometo de etidio. Os tamanhos esperados dos amplicons eram de
296pb para o0 rs7650365 e de 303pb para o rs1306604.

Os produtos de PCR foram amplificados em termociclador Applied
Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler, purificados e sequenciados. As reacdes
de sequenciamento foram realizadas com o reagente BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing kit produzido pela Applied Biosystems de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os eletroferogramas foram analisados com o auxilio do

programa Lasergene (DNAStar).

5.5. Andlise Estatistica

Inicialmente as amostras foram testadas para o Equilibrio de Hardy-Weinberg,
e a significancia das diferencas nas frequéncias observadas para os polimorfismos
entre 0os grupos de pacientes e controles foi realizada por um teste padrdo qui-
quadrado e as diferencas foram consideradas significantes quando o valor de p <
0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Pacientes e controles

Foram obtidas amostras de 113 controles, 103 (91,2%) s&o eurobrasileiros e
10 (8,8%) sao afrobrasileiros. Outras informacdes sobre os controles estdao no Anexo
1. A média da idade dos controles é de 31 + 9,98 anos.

As amostras das pacientes totalizam 25. As de origem eurobrasileira séo 23
(92%) e as afrobrasileiras sao 2 (8%). A média da idade destas pacientes é de 56
+14,12 anos. Todas as pacientes tiveram diagnosticos confirmados por andlise de

bidpsia tumoral. Outras informacdes sobre as pacientes estdo no Anexo 2.

6.2 Genotipagem

Todas as amostras obtidas de pacientes e controles foram amplificadas e
sequenciadas para os dois polimorfismos testados. Resultados tipicos da
amplificagdo sao apresentados nas Figuras 1 e 2, e alguns exemplos de
eletroferogramas estdo na Figura 3. As frequéncias alélicas e genotipicas obtidas

estdo nas Tabelas 4 e 5.



Figura 1. Perfil eletroforético, em matriz de gel de agarose 1 %,
da amplificacdo do rs13063604 do gene RUVBL1. NUmeros 1 a5
representam 5 pacientes; nameros 100, 200 e 300 representam
100pb, 200pb e 300 pb; L - Ladder (1kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen)

Figura 2. Perfil eletroforético, em matriz de geld e agarose
1%, da amplificacdo do rs7650365 do gene  RUVBLL.

Numeros 1 a 4 representam 4 pacientes; nimeros 100, 200 e
300 representam 100pb, 200pb e 300 pb; L - Ladder (1kb
Plus DNA Ladder, Invitrogen)
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Figura 3. Eletroferograma representativo dos result

bases na sequencia do alinhamento, detectando uma troca de C>T.

Tabela 4. Frequéncias genatipicas e alélicas observadas em pacientes e

polimorfismo rs7650365.

ados obtidos — rs7650365 . Verificacdo das

controles, considerando o

Pacientes

Controles X2

Genodtipo

% %

T/T

TIG

G/G
Total

12
25

16
36
48
100

18
53
42
113

15,9
46,9
37,2
100

0,33 0,

6

Alelo

N

% N %

T
G

17
32

34
66

43
183

19

81 0,5 0,

Total

50

100 226 100

6

Observacdes: O valor de x? = 0,33 e p=0,6 para as frequéncias genotipicas e x* = 0,5 e p=0,6 para
as frequéncias alélicas, nao associando o polimorfismo com o cancer de ovario.
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Tabela 5. Frequéncias genotipicas e alélicas observadas em pacientes e controles, considerando o
polimorfismo rs13063604.

Pacientes Controles X2 P
Genodtipo N % N %
TIT 1 4 6 53
TIG 8 32 31 27,4 0,25 0,6
GIG 16 64 76 67,3
Total 37 100 113 100
Alelo N % N % X2 P
T 10 20 43 19
G 40 80 183 81 0,003 0,9
Total 50 100 226 100

Observacdes: O valor de x? é 0,25 e p=0,6 para as frequéncias genotipicas e x> = 0,003 e p= 0,9

para as frequéncias alélicas, o que sugere a hip6tese de ndo associacdo do polimorfismo com o
céancer de ovério.

6.3 Analise de associacéo

As frequéncias alélicas e genotipicas observadas estdo em Equilibrio de
Hardy-Weinberg e sdo semelhantes entre pacientes e controles para rs7650365
cujos valores das frequéncias genotipicas esperados para T/T foram de 18,01%,
para T/G de 50,77% e para G/G de 44,22%. Para o rs13063604 os valores das
frequéncias genotipicas esperadas foram para T/T de 5,73%, para T/G de 31,93% e
para G/G de 75,33%.

Como resultado para o teste do x? foram obtidos para o rs7650365 nas
frequéncias genotipicas x2= 0,33 e p = 0,6; e para as frequéncias alélicas do mesmo
marcador foram encontrados os valores de x> = 0,5 e p = 0,6. No que se refere ao
rs13063604 as frequéncias genotipicas apresentaram um x> = 0,25, com os valores

de p = 0,6; sendo que para as frequéncias alélicas o x>=0,0032 e p=0,9.
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7. Discussao

O presente estudo investigou a possibilidade de associacdo entre 0s
polimorfismos rs7650365 e rs1303604, tagSNPs, no gene RUVBL1 e o cancer de
ovario em uma amostra de pacientes de Curitiba.

Evidéncias de associagcdo destes polimorfismos com cancer de ovério foram
incialmente encontradas em um estudo que combinou os diferentes subtipos
histolégicos. Quando esta andlise restringiu-se ao subtipo seroso a associacao dos
dois polimorfismos acima citados também foi sugerida, no entanto, quando houve a
replicacéo do estudo, apenas o rs13063604 permaneceu como associado ao cancer
de ovario (Notaridou et al., 2011).

Com a finalidade de pesquisar se tal associacdo também esta presente em
nossa populagdo, pacientes com céancer de ovario do Hospital Erasto Gaertner,
Curitiba, Paranad — LIGA Paranaense de Combate ao Cancer — foram recrutadas,
bem como controles femininos do Hemobanco de Curitiba. Ap0s a extracdo e
amplificacdo das amostras de DNA os amplicons foram purificados e sequenciados.
Assim, foram obtidos os gendétipos para o célculo e analise das frequéncias alélicas
e genotipicas.

Os resultados obtidos ndo mostram associacdo entre o rs7650365 com o
cancer de ovario na amostra estudada (x>= 0,5 e p = 0,6, frequéncias alélicas), nem
com 0 rs13063604 (x2= 0,0032 e p= 0,9, frequéncias alélicas).

Um aspecto importante € o tamanho amostral, que pode estar limitando a
captura do eventual efeito gerado pelo rs7650365 e rs13063604. Durante
aproximadamente um ano de coleta, foram obtidas amostras de 20 pacientes, ja que
a maioria foi recrutada no ano de 2013. As pacientes mostraram-se receptivas a
ideia de participar do estudo e, portanto, foram coletadas amostras de quase todos
0s casos novos atendidos neste periodo no referido hospital.

Mais um ponto relevante que pode ser apontado como uma limitacdo do
estudo é a diferenca de idade entre pacientes e controles. A idade média dos
controles (31 £ 9,98) é menor em relacdo a das pacientes (56 + 14,12), este fato
pode trazer um viés para a analise, jA que a maioria dos controles ndo atingiu a
idade mais comum de manifestacdo da doenca. No entanto, todos 0s controles eram
guestionados durante o recrutamento sobre a ocorréncia de tumores na familia.

Foram incluidos no estudo apenas os que responderam negativamente. Todavia,
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esta sO € util nos casos de cancer hereditario; ndo valendo para os casos de
mutacdo de novo, ou seja, para 0s casos esporadicos. Na amostra estudada,
apenas uma paciente relatou ter tido a mée falecida em decorréncia do cancer de
ovario.

Um importante desenvolvimento nos ultimos anos € o reconhecimento de que
todos os canceres resultam de mutacbes num grupo de genes e em vias de
sinalizacao através da acao desses genes (Kinde et al., 2013). Evidéncias sugerem
que o gene RUVBL1 desempenha importantes fungcdes no desenvolvimento do
cancer ovariano e sua expressao encontra-se aumentada nos canceres de mama,
colon e pulméao (Notaridou, 2011). Todavia, é possivel afirmar que o rs13063604, um
polimorfismo intrénico, possa estar envolvido na alteragdo de expressédo da proteina.
Mais provavel, € que este polimorfismo seja um marcador para uma variacao
funcional, ou seja, que esteja em desequilibrio de ligacdo com uma variacéo causal.

Ambas as amostras sdo heterogéneas quanto aos subtipos histologicos. A
distribuicdo histolégica do cancer ovariano observado no presente estudo é
consistente com os dados publicados na literatura, sendo 80% das pacientes
diagnosticadas com o tipo epitelial, 12% borderline e 8% estromais de células
granulosas.

A descoberta de variantes genéticas associadas ao risco de desenvolvimento
cancer de ovario, a resposta terapéutica e a sobrevida pés-tratamento pode prover
abordagens moleculares para o calculo de risco, monitoramento de resposta
terapéutica, progndstico e, especialmente importante no céncer de ovario,
diagnostico precoce (Meng et al., 2013; Ricci et al., 2013;Tang et al., 2013).

Assim, devemos considerar que mais estudos S80 necessarios para uma
melhor compreensdo do papel da variabilidade do gene RUVBL1 no cancer de
ovario, uma doenca que hoje € considerada como a neoplasia ginecologica mais
fatal em mulheres do mundo todo e com alta heterogeneidade.

A busca por marcadores genéticos que possam compor um método
diagnéstico precoce do cancer de ovario é fundamental para a reducdo da
mortalidade desta doenca e aumento da qualidade de vida das pacientes em

tratamento.
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8. Conclusao

N&o ha associacéo dos polimorfismos rs7650365 e rs13063604 com o cancer

de ovario.
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Quantificacdo _ rs7650365 rs13063604 Idade
ID da amostra Ratio
DNA(ng/pl) Alelo 1 Alelo 2 Alelol | Alelo2

6 269,6 1,87 G G G G 41
30 2082,7 1,88 G A G G 39
32 774,5 1,88 G A G G 35
68 347,5 1,87 G A G G 20
74 2284,6 1,81 G G G G 23
102 1045,9 1,86 G A G G 19
198 978,4 1,8 G A G A 41
286 688,1 1,92 G A G A 34
330 679,5 1,86 G A G A 36
334 1020,6 1,89 G G G G 22
336 1043,4 1,86 G A G G 25
346 501,8 1,85 G A G G 43
358 1012,6 1,85 G G G G 44
368 1867,7 1,87 G G G A 38
378 807,4 1,86 A A G G 20
458 151,7 1,8 G G G G 40
464 134,4 1,95 G G A A 28
466 193,4 1,83 G G G G 39
482 1104,4 1,87 G A G A 15
494 1552,7 1,89 G A G A 18
496 220,8 1,98 G G G A 51
498 314,8 1,85 A A G G 32
518 1188,8 1,85 G G G G 27
538 357,7 1,87 G A G A 36
544 372,7 1,89 G A G A 47
612 135,2 1,85 G A G G 25
630 671,8 1,89 G A G G 40
638 807,3 1,88 A A G G 43
640 312,1 2 G A G G 30
642 1140,7 1,87 A A G G 41
676 246,9 1,87 G A G A 26
682 243,6 1,9 G A G G 47
690 162 1,91 G G G G 31
698 725,4 1,88 A A G G 40
700 1119,3 1,89 G A G G 52
704 686,7 1,9 G A G G 25
722 598,3 1,89 G G G G 43
764 106,6 1,84 G A G G 45
766 124,4 1,86 G A G G 25
768 151,7 1,9 G A G G 29
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Quantificagdo _ rs7650365 rs13063604 Idade
ID da amostra Ratio
DNA(ng/ul) Alelol | Alelo2 | Alelol | Alelo2
784 107,7 1,87 G A G G 21
792 175,9 1,86 G A G G 58
806 138,5 1,95 G G A A 30
808 353 19 G A G G 18
832 898,3 1,89 G A G A 28
850 1309,5 1,88 G G G G 40
852 635,4 1,87 G G G A 37
858 165,5 1,88 G A G G 22
864 187,1 1,89 G G G A 40
870 168,1 1,9 G G G G 21
884 827,3 1,91 G A G G 24
886 208 1,88 A A G G 21
904 267,2 1,82 G A G G 19
906 206,5 1,85 A A G G 19
908 856,1 1,81 G A G A 18
922 334,9 1,86 G A G G 37
932 211,5 1,86 G A G A 18
936 395,8 1,85 A A G G 19
938 451,3 1,89 A A G G 15
952 409,6 1,86 G A G G 20
960 243,7 1,85 G G G A 27
964 403,9 1,91 G G G A 23
970 349 1,82 G G G A 42
972 595,1 1,98 G A G G 30
974 668,5 1,97 G A G G 27
978 279 1,89 A A G G 21
986 506 1,85 G A G G 21
1016 1936 1,88 G A G G 49
1018 353,6 1,9 G G G A 32
1022 913,6 1,85 G G G G 52
1024 659 1,89 G G G G 53
1028 998,1 1,88 G G G A 32
1030 1258,1 1,88 G A G G 37
1032 151,6 1,81 A A G G 33
1034 712,8 1,86 G A G A 25
1044 245 1,96 G G G A 30
1046 660 1,85 A A G G 33
1068 3669 1,89 G G G G 28
1080 358,6 1,86 G G G G 19
1082 1503,8 1,89 A A G G 28
1094 3556,1 1,86 G G G G 23
1096 488,2 1,83 G A G A 33
1098 1009,6 1,86 G A G G 46
1108 577 1,88 G G A A 28
1112 545,2 1,88 G A G G 30
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Quantificagdo _ rs7650365 rs13063604 Idade
ID da amostra Ratio
DNA(ng/ul) Alelol | Alelo2 | Alelol | Alelo2
1116 454,6 1,86 G G G G 26
1118 257,2 19 G G G G 26
1122 722,8 1,87 A A G A 22
1124 1709 1,88 A A G G 38
1128 525,9 1,85 G A G A 34
1136 2664,3 1,87 G G G A 21
1140 28154 1,87 G A G G 21
1142 645,9 1,84 A A G G 21
1144 649,2 1,82 A A G G 19
1146 263,5 1,82 A A G G 20
1150 243 1,88 G G A A 19
1156 585,7 1,85 G A G A 18
1172 4639,3 1,87 G A G G 42
1174 178,3 1,88 G G G G 18
1182 713,4 1,81 A A G G 29
1190 2254,3 1,88 A A G G 34
1200 1370,6 1,87 G G G G 42
1204 430,2 1,89 G A G G 31
1206 1837,5 1,89 G A G A 23
1212 187,1 1,81 G G G G 26
1228 1380 1,87 G G A A 27
1236 1378,9 1,85 G A G G 28
1246 751 1,84 G G G A 42
1248 3684,4 1,86 G G G G 24
1256 1337,2 1,86 G G A A 40
1260 564,5 1,86 G A G G 36
1262 1328,2 1,87 G A G A 29
1264 2635,8 1,88 G G G A 44
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Amostras das pacientes
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| Quantificacéo
ID da amostra | Ratio rs7650365 | rs13063604 ) )
DNA(ng/ul) Idade Diagnostico
Alelo | Alelo | Alelo | Alelo
1 2 1 2
10005123 1,8 62 G G G G 50 Cancer de Células
Transicionais do Ovario
10004469 | 1,79 151,2 A A G G 45 Adenocarcinoma Pouco
Diferenciado
10003704 1,73 21,7 A A G G 50 Cistoadenocarcinoma
10004955 1,83 39,2 G A G G 57 Adenocarcinoma Seroso
10005851 2,08 9,4 G A G G 58 Adenocarcinoma Seroso
10005030 1,83 5776 G G G G 59 Tumor de Ceélulas Claras
10006675 1,79 231,7 G G G G 56 Cistoadenocarcinoma Seroso
10006908 1,85 745,9 G A G A 73 | Carcinoma Pouco Diferenciado
10006992 | 1,79 231,7 G A G A 48 Adenocarcinoma Pouco
Diferenciado
10007274 | 2,01 809 G A G G 70 Neoplasia Maligna Pouco
Diferenciada
11003232 1,87 776 G G G G 75 Adenocarcinoma
13001723 1,88 582,7 G G G G 52 Tumor Seroso Borderline
13003112 1,88 816,3 G G A A 51 Adenocarcinoma Seroso
13003469 1,89 611,3 G G G A 62 Cistoadenoma.Mucinoso
Borderline
13003440 1,87 848,6 A A G G 62 Adenocarcinoma Seroso
13003236 1,87 586,4 G A G G 69 Tumor de Células Granulosas
13003263 1,01 22,9 G A G A 61 Adenocarcinoma
13004833 1,86 153,1 G G G G 53 Adenocarcinoma
13004192 1,85 353,1 G G G A 51 | Tumor de Células Granulosas
13000813 1,87 423,9 G G G A 18 Adenocarcinoma Seroso
13004227 1,82 1071 G G G G 67 Carcinoma Mucinoso Maligno
13004437 19 1617 A A G G 42 Tumor Mucinoso Borderline
1003663 1,89 2362 G G G A 48 Carcinoma Mucinoso
Diferenciado
13004334 | 1,66 13,5 G | A G A 85 Adenocarcinoma Pouco
Diferenciado
13005183 | 1,89 119,8 G | A G G 27 Cistoadenoma Seroso
Borderline




