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1- INTRODUGAO

No sistema reprodutor feminino ha dois ovarios localizados na regiao
pélvica, laterais ao utero. Suas principais fungdes sao: a liberacdo do ovdcito
secundario e a produgcdao de hormdnios progesterona e estrogeno, os quais
desempenham papel importante no ciclo menstrual, na gravidez e nas
caracteristicas secundarias femininas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).

As células dos organismos multicelulares apresentam uma caracteristica
de colaboragao mutua, o que é essencial para a sobrevivéncia do todo. Por outro
lado as células cancerosas ndo se submetem a esse esquema de cooperagao.
Sao células cujo DNA esta danificado ou alterado e que, por isso, escapam dos
mecanismos de controle do ciclo celular. Estas células sdao provenientes de uma
unica célula sem controle de proliferacdo. Este fato pode fazer com que ela
perca a capacidade de aderéncia, passe a secretar enzimas que danificam a
matriz extracelular, invada tecidos vizinhos, penetre nos vasos sanguineos e
linfaticos e se espalhe pelo corpo, produzindo tumores secundarios ou
metastases (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).

Inicialmente o termo “tumor” era designado a qualquer aumento de volume
de um tecido, e poderia ser atribuido até mesmo a edema por inflamacgao. Hoje
esse termo € empregado para designar a proliferacdo celular anormal, cujo
termo correto seria neoplasia. Atualmente todos os tumores malignos sao
chamados de cancer, para diferenciar dos benignos (aqueles que nao produzem
metastase e cujo crescimento néo é tao acelerado) (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2000).

A formacdao de uma neoplasia esta envolvida, basicamente com duas
categorias de genes: 0s oncogenes e 0s genes supressores tumorais. Os
oncogenes sao proto-oncogenes, genes responsaveis pelas atividades celulares
normais, que sofreram algum tipo de alteragdo, e estardo envolvidos no
surgimento de tumores benignos ou malignos. O gene supressor de tumor é o
gene que reduz a chance de uma célula num organismo multicelular se tornar
um tumor, porém se sofrer alteracdo aumentara a probabilidade do
desenvolvimento deste (WEINBERG, 2008)



Hoje ja se sabe que o cancer € uma doencga genética, independentemente
de ocorrer de forma esporadica ou hereditaria, pois a carcinogénese inicia-se
com danos no DNA. Genes envolvidos na apoptose, relacionados com a morte
celular ou reparacdo do DNA, podem estar envolvidos no desenvolvimento de
diferentes tipos de canceres (FASCHING et al, 2009), e alguns tumores
familiares podem ser explicados pela presenga de mutagdes em genes
especificos (MEYER et al., 2010; JAZAERI, 2009; SOUTH et al., 2009; BANSAL
et al., 2009).

1.1. CANCER DE OVARIO

O cancer de ovario € um cancer ginecoldégico, dificil de ser diagnosticado.
Cerca de 3/4 dos tumores malignos de ovario apresentam-se em estagio
avangado no momento do diagndstico, pois nao ha aparecimento de sintomas
caracteristicos em uma fase inicial. Porém com o avango da doenca podem
aparecer dores abdominais e pélvicas, nauseas, indigestdo, constipagdo e
continuo cansaco (INCA, 2011).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer dos EUA (NCI, 2011),
21.990 novos casos de cancer de ovario foram estimados para 2011, e 15.460
Obitos decorrentes da doenga. No Brasil, o INCA (Instituto Nacional do Cancer)
nao define numeros para este tipo de tumor, o qual é considerado de baixa
incidéncia; porém com taxas elevadas de mortalidade, em fungdo da descoberta
dar-se em estagio avancgado (INCA, 2011).

A maior incidéncia deste tipo de tumor ocorre em mulheres com idade
superior a 50 anos e geralmente pds-menopausa, sendo raro em mulheres com
menos de 20 anos, mesmo em familias com cancer hereditario. Pode ser
diagnosticado através de ultrassonografia transvaginal e por marcadores
tumorais, substancias detectadas no sangue e que aumentam na presenca de
tumores malignos, como o CA125 (TROPE et al., 2009). O uso associado da
ecografia com a analise do CA125 pode indicar precocemente o cancer de ovario
(OLIVEIRA & AMARAL, 2011). Estudos indicam que ter tido cancer de mama,

utero ou colorretal, bem como histérico familiar e a ingestdo do horménio



estrogénio (sem progesterona) por 10 anos ou mais pode aumentar o risco de
cancer de ovario (SUEBLINVONG & CARNEY, 2009; OLIVEIRA & AMARAL,
2011). Outros estudos sugerem que a gravidez, a ingestao de anticoncepcional
oral, a amamentacgao e alguns anti-inflamatdrios, reduzem o risco deste tipo de
cancer, o que foi também observado para cancer de célon e de mama
(FASCHING et al., 2009; WHITTMORE et al., 1992; RISCH et al., 1998).

Dos conjuntos de fatores que estdo associados ao risco de cancer de
ovario, o histérico familiar sobreleva todos os outros (OLIVEIRA & AMARAL,
2011). A presenca de dois familiares de primeiro grau com a doenga aumenta o
risco para 5% de desenvolver cancer ovariano ao longo da vida, sendo que o
risco em mulheres da populagao geral é na ordem de 1,4%. Estudos evidenciam
um aumento significativo de outros tipos de cancer, como: mama, endométrio e
célon, entre familiares da mulher com este tipo de neoplasia (APPEL et al., 2009;
SCHILDKRAUT et al., 1988; KERLIKOWSKE et al., 1992).

O ovario é constituido por tecido epitelial, com a fungao de revestimento, e
tecido conjuntivo, que forma o estroma, o qual da sustentacdo ao érgao. Dos
casos de cancer registrados, 90% correspondem ao cancer de ovario epitelial,
sendo que, de acordo com Zagouri et al. (2009), eles podem ser classificados
em:

- tumores serosos: tumores de alto grau, compreendendo
aproximadamente 80% a 85% tipos epiteliais. Este tipo de tumor mostra um
amplo espectro na aparéncia patoldégica, em contraste com muitos outros
carcinomas primarios de ovario.

- tumores mucinoso: ndao sdo muito comuns, compreendendo cerca de 3%
dos carcinomas ovarianos. Na maioria falta mucina apical em grande parte das
células tumorais que transmitem uma aparéncia endometrioides.

- tumores endometridides: representa o0 segundo mais comum,
correspondendo a aproximadamente 10% dos carcinomas ovarianos. Esta
associado com endometrioses entre outros tipos de endometridides.

- tumores de células claras (mesonéfricos): correspondem a cerca de 5%
dos carcinomas ovarianos. A maioria esta associada com endometrioses,

particularmente endometrioses atipicas ou tumores associados a endometrioses.



- tumores de Brenner (de células transitorias): séo raros, por isso de dificil
avaliacao.

- tumores mistos: tém pelo menos dois elementos distintos
patologicamente presentes, cada um constituindo menos que 10% do tumor.

- tumores indiferenciados: a auséncia de caracteristicas patologicas
diferenciadas tem sido considerada suficiente para estabelecer o diagndstico de

carcinoma indiferenciado.

1.2. O CANCER E A GENETICA

O evento genético molecular do desenvolvimento do cancer de ovario
vem sendo bastante estudado.

Genes que regulam o ciclo celular sdo candidatos ideais para analises de
envolvimento com a carcinogénese, pois provavelmente estdo desregulados em
células cancerosas (FASCHING et al.,2007). Os genes PTEN, TP53, BRCAT1,
BRCA2 e o CDKN1B, tém sido bastante estudados em tumores de origem
ginecolégica (MEYER et al., 2010; JAZAERI, 2009; SOUTH et al., 2009;
BANSAL et al., 2009). Outros genes, como KRAS e BRAF estdao sendo
estudados, pois suas ativagdes contribuem na tumorogénese (OLIVEIRA &
AMARAL , 2011; KURMAN et al., 1998).

O gene PTEN (10923.3), também chamado de MMAC1, é um gene
suppressor tumoral, que bloqueia o ciclo celular na fase G1. Através da
regulacdo negativa da proteina PI3K (Fosfatidilinositol 3’-Kinase) sinaliza um
caminho, cujo alvo principal € o inibidor ciclina dependentes de quinase
(CKDN),codificado a partir do gene CDKN1B (LI & SUN, 1998; MCMENAMIM et
al., 1999). Ja foram caracterizadas mutacées no gene PTEN em alguns gliomas,
canceres de prostata, rins, mama, melanomas, cancer de tiredide e de
endométrio (STECK et al.,, 1997; GULDBERG et al., 1997), bexiga e testiculo
(TAMURA et al.,1999). A maioria dos tumores com mutacdo em PTEN
encontram-se em fases iniciais, sugerindo que a inativacdo do PTEN é um
evento precoce no cancer de ovario (OBATA et al.,1998). Estudos identificaram

que mutacbes neste gene sao mais comumente encontradas em tumores



benignos que em malignos, sugerindo assim que, essa alteragao genética ocorre
no estagio inicial dos tumores (MCMENAMIM et al.,1999; DAHIA et al.,1997;
MAXWELL et al.,1998). Em uma pesquisa com tumores epiteliais de ovario, os
quais foram divididos em dois grupos (tipo |, tumores de baixo grau; e tipo II,
tumores agressivos € em estagios mais avangados) observaram-se mutacgoes
nos genes K-RAS e PTEN para o primeiro grupo e identificou-se a super-
expressao de p53, mutagcdes em TPS3 e instabilidade genética para o segundo
grupo (OLIVEIRA & AMARAL , 2011; KURMAN et al., 1998).

O TP53 é um gene supressor tumoral, localizado no cromossomo 17, que
codifica uma fosfoproteina de 53kDa, a qual se liga especificamente ao DNA e
age como fator de transcricdo. Mutacbes neste gene estdo presentes em
aproximadamente 50% dos canceres e estudos mostram a associagao com
diferentes tipos de canceres, entre eles o de mama, ovario, adenocarcinoma de
es6fago e tumor anaplasico de tiredide (MOURA-GALLO et al., 2004; HAINAUT
et al., 2000).

Mutagdes herdadas em varios genes, como PTEN e PT53, podem originar
cancros nas mulheres, sugerindo-se que essas mutagdes podem também estar
presentes em tumores de ovario (CASTIBLANCO et al., 2006).

O gene BRCA1 esta localizados cromossomo 17 (17g21) e é formado por
22 éxons, distribuidos em cerca de 100kb de DNA que codifica uma proteina de
1863 aminoacidos. Enquanto o gene BRCAZ2 esta localizado no cromossomo 13
(13912.3) e apresenta 26 éxons codificadores que origina uma proteina de 3418
aminoacidos. Ambos estdo relacionados com reparos no DNA, regulagéo da
expressao génica e controle do ciclo celular. As mutagdes nestes genes resultam
em um processo de reparacdo de falhas e uma alta taxa de mutacao,
especialmente durante a replicagao do DNA, levando ao cancer (HIRSHFIELD et
al., 2010). Em populagado especifica de judeus Ashkenazi, duas mutacées no
gene BRCA1 e uma no gene BRCAZ2 correspondem a 90% de todas as
mutacdes patogénicas de familias com a Sindrome de Cancer de Mama e Ovario
Hereditarios (TONIN et al.,, 1996). Em outras populagdes foi observado que
mutag¢des nos genes BRCA1 e BRCA2 podem responder por mais de 40% de

todos os canceres de mama e serem bastante importantes em tumores de



ovario. O cancer ovariano hereditario é diagnosticado, em média entre 43 e 48
anos, enquanto os esporadicos aproximam-se dos 61 anos, estudos indicam que
este ultimo pode expressar os genes BRCA1 e BRCA2 (HIRSHFIELD et al.,
2010; FORD et al., 1998; GARBER & OFFIT et al., 2005).

A etiologia do cancer de ovario é complexa e, pelo menos em parte, inclui
fatores hereditarios, sendo que mutagdes em BRCA1, BRCA2, MLH1 e MSH2
estdo presentes em aproximadamente 50% de cancer de ovario familiar
(FASCHING et al.,2009).

Uma alteracdo que ocorre com alta frequéncia na variedade de cancer
humano é a perda da heterozigosidade, que € a perda de um alelo em um /ocus
especifico, causada por mutacao de delecédo, ou perda de um cromossomo, a
partir do par cromossémico, resultando em um hemizigoto anormal. E detectada
quando marcadores heterozigéticos para um Jocus parecem monomorficos
porque um dos alelos foi deletado. Resumindo, a condi¢gdo pré-existente de
heterozigosidade é perdida por eventos genéticos que podem levar a células
filhas “homozigotas”. Esta perda esta associada a diferentes tipos de tumores.
Ocorre em mais de 70% nos glioblastomas e em mais de 60% nos canceres
avancgados de prostata (TAMURA et al.,1999).

1.3. GENE CDKN1B

Em 1994, foi observado que o gene CDKN1B (Inibidor de ciclina
dependente de quinase 1B) atua como gene de supressao tumoral
(TOYOSHIMA & HUNTER, 1994); POLYAK et al.,1994). Este gene pertence a
familia das CDK (Cip/Kip) e sua funcdo é regular um ponto especifico do ciclo
celular entre G1-S (MISKIMINS WK et al., 2001). Membros dessa familia ligam-
se aos complexos ciclina-CDK: ciclina E-CDK2; ciclina A-CDK2 e ciclina D-CDK4
inibindo a fosforilagdo da proteina retinoblastoma (Rb), no citoplasma ou no
nucleo, a qual levaria o desencadeamento do processo do ciclo celular (KIBEL et
al., 2003). Este gene esta localizado no cromossomo 12p13.1-p2, e possui 3
éxons, sendo que primeiro e o segundo codificam uma proteina com 198

aminoacidos, denominada p27, e o terceiro éxon nao € traduzido. O gene



CDKN1B apresenta algumas variantes descritas, sendo que a p.V109G é a mais
observada em associagao com tumores.

Varios estudos envolvendo o gene CDKN1B com diferentes tipos de
tumores ja foram descritos. Estudo concluiu que o PTEN e o CDKN1B
controlam, em conjunto, negativamente a taxa de proliferacdo das células
epiteliais da prostata em ratos. Esta informagao torna-se relevante a partir do
momento em que a observagao da lesdo neoplasica na prostata do rato possui
uma contraparte analoga na glandula humana (JOSHI et al., 2007). Estudos
indicam que variantes do gene CDKN1B desempenham um papel na
susceptibilidade ao cancer de prostata e ao cancer de prostata hereditario
(CHANG et al., 2004; SUAREZ et al., 2000; HSIEH et al., 2001). A perda de
expressao do gene CDKN1B esta associada com comportamento agressivo em
uma variedade de tumores epiteliais humanos (MACRI E LODA, 1998).

Estudo com marcadores de proliferacdo celular (p21, p27, p53 e Ki-67)
associou estes com a carcinogénese de pancreas (KARAMITOPOULOU et al,,
2010).

Um estudo, em que foram analisados combinagcbes de 11 genes
relacionados com o ciclo celular, independentes de cancer de ovario epitelial
invasivo, sugeriu envolvimento de alguns destes genes na etiologia do cancer de
ovario, incluindo o gene CDKN1B (GOODE et al., 2009). Possivelmente o gene
CDKN1B, combinado com alelos multiplos de baixa susceptibilidade e
penetrancia moderada, podem representar até 50% dos casos de cancer de
ovario com histéria familiar (PEEDICAYIL et al., 2010)

A reducdo da expressao da proteina p27 em carcinomas de mama €
detectada frequentemente em tumores mais agressivos e pode contribuir para o
progresso do ciclo celular (CATZAVELOS et al., 1997; PORTER et al., 1997).

1.4. POLIMORFISMO p.V109G
Inimeros polimorfismos podem ser identificados no genoma humano. O

mais comum €& o polimorfismo envolvendo a substituicdo de um unico

nucleotideo (SNP). Muitos podem estar localizados em qualquer parte fora do



gene, nos introns, ou localizado na sequencia codificadora do gene, séo
frequentemente silenciosos, porque nao prejudicam o efeito funcional. Porém
alguns SNPs podem mudar a codificagdo do aminoacido e significativamente
alterar a atividade da proteina ou interagir com outras moléculas. Os SNPs que
surgem nos introns ou na regiao promotora podem também alterar a expressao
da proteina afetando a sua transcricao (SPURDLE et al., 2009).

Em humanos, alguns SNPs foram identificados no gene CDKN1B, o que
vem sendo associado com o risco de cancer; como por exemplo as variantes -
79C>T e +326T>G, relacionadas com o cancer de préstata (CHANG et al,,
2004), ou associado a outros efeitos, como a variante -838C>A relacionada com
o alto risco de infarto do miocardio (GONZALES et al., 2004), a qual tem
demonstrado uma menor menor atividade promotora, potencialmente resultando
na diminuigdo dos niveis de proteina p27; e a variante no codon 55 G>A , que
foi encontrado com alta frequéncia nos casos hepatocelular comparadas com o
controle, embora a diferenga tenha sido apenas marginalmente significativa
(CHEN et al., 2000).

Existem até o momento numerosos estudos que tém sido publicados com
a variante +326T>G (p.V109G - rs2066827). Este SNP é originado através da
alteracdo de uma timina para guanina no codon 109 causando a substituicdo do
aminoacido glicina por valina. Em estudos de familias foi observado que o
gendtipo T/T foi associado com um risco aumentado de cancer de préstata
avancado (CHANG et al., 2004; KIBEL et al., 2003), e também com um risco
aumentado de carcinoma de células escamosas do eséfago e adenocarcinoma
gastrico (GUO et al., 2006). Em contraste, o genétipo G/G no mesmo locus foi
associado com aumento do risco de carcinoma de células escamosas da cabeca
e pescogo entre os usuarios de alcool, e o risco aumentou e piorou o prognoéstico
em carcinoma epidermaide oral (LI et al., 2004).

Alteracdo no codon 109 do gene CDKN1B ja foi associada ao
desenvolvimento de cancer de préstata com metastase (CAVE et al.,1995), e
com alteracdo na afinidade com um complexo proteico envolvido na sua
degradacao (HUANG et al., 2007). Em um trabalho, diferentes genes envolvidos

no controle do ciclo celular foram estudados e o gendtipo G/G da variante
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p.V109G do gene CDKN1B foi associado a um risco reduzido de
desenvolvimento de cancer de ovario em uma populagdo de Londres, porém,
apesar de significativos, os resultados foram limitrofes e foi sugerido que novos
estudos em outras populagdes fossem realizados (GAYTHER et al., 2007).

A importancia funcional do polimorfismo p.V109G e a carcinogénese de
mama nao estdo completamente compreendidos. Estudos mostraram que
carcinoma de mama e o polimorfismo em CDKN1B associam-se com alto grau
do tumor (TIGLI et al.,2005), metastase nodal e tempo de desenvolvimento da
doenca em pacientes com cancer de mama, sugerindo que o genoétipo em
CDKN1B pode ser indicador para prognéstico em pacientes com cancer de
mama inicial, apesar de estudo nao apontar diferenca significativa entre
pacientes com cancer de mama e individuos normais para o polimorfismo
(NAIDU et al., 2007).

1.5. IMPORTANCIAS DOS ESTUDOS GENETICOS

O estudo da variabilidade genética em genes que podem apresentar
relacdo funcional com o desenvolvimento do cancer de ovario em conjunto com
uma analise de associagcao poderia facilitar o entendimento deste tipo de tumor,
podendo vir a contribuir para um diagnostico precoce da doenca. A analise
conjunta em genes que possam estar funcionalmente relacionados ao cancer de
ovario pode se mostrar valiosa em investigacdes futuras, na determinacado de
que pacientes apresentam maior ou menor risco para o desenvolvimento deste
tipo de cancer. Isto faria com que a analise destes genes pudessem se tornar
uma importante ferramenta em triagem populacional e até em aspectos
relacionados a profilaxia e/ou tratamento.

A utilizagdo de analise de mutagdes em diferentes genes pode auxiliar no
prognoéstico de tumores em fases iniciais com maior possibilidade de serem
tratados com sucesso (MOURA-GALLO et al., 2004). Alem disso, elucidando o
caminho regulatdrio fica clara a condugcédo de novas abordagens para a terapia

do cancer (TAMURA et al, 1999). Finalmente, a avaliagcdo genética, com
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identificacdo de mutagdes especificas, seria fundamental para o diagnéstico,

porém € pouco utilizado devido o alto custo e pouca disponibilidade.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a variabilidade existente na regido codificante do gene
CDKN1B em amostras de pacientes com cancer de ovario e em amostras
controles, e avaliar a existéncia de associagao entre a presenca de variantes
neste gene e a predisposi¢cao para o desenvolvimento de cancer de ovario.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Recrutar e caracterizar clinicamente amostras de pacientes e controles;

- Caracterizar a variabilidade existentes nos éxons 1 e 2 do gene
CDKN1B em amostra de pacientes com cancer de ovario e em individuos

controle a nivel germinativo;

- Avaliar a existéncia de perda de heterozigosidade nos pacientes com

mutacdes detectadas;

- Através de testes estatisticos verificar possivel associagdo entre

variabilidade existente no gene CDKN1B e o cancer de ovario.
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SUMMARY

Background: Ovarian cancer is the most difficult gynecological cancer to
diagnose. Approximately 75% of ovarian cancer cases are diagnosed in an
advanced stage of the disease due to the absence of specific symptoms. It is
known that carcinogenesis initiates with DNA damage, moreover, some genes
have been frequently studied or associated in gynecological origin tumors, among
them the CDKN1B gene.

Objective: To evaluate the existence of association between the presence of
variants in the CDKN1B gene and predisposition to the development of ovarian

cancer.

Methods: DNA from patients and controls was extracted from blood samples,

Exons 1 and 2 of the CDKN1B were analyzed by direct sequencing.

Results: Two mutations were observed in the promoter region of the gene, one
of them localized in position -127 and the other one in + 326 (V109G). The
frequency these variants did not demonstrate a significant difference between

patients and controls.
Conclusion: The study demonstrated that there was no association between the
variants analyzed and ovarian cancer, however, the analysis showed a tendency

of protection of the G/G genotype.

Key words: CDKN1B , polymorphism, ovarian cancer
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INTRODUCTION

Ovarian cancer is the most difficult gynecological cancer to diagnose.
About 75% of malignant tumors in the ovary are already at an advanced stage at
the time of diagnosis, due to the fact that no specific or characteristic symptoms
appear initially. The highest incidence of ovarian cancer occurs in women over 50
years of age. It can be detected by transvaginal ultrasound along with CA125,
tumor markers (TROPE, 2009)

Today, independently of occurring in a sporadic or a hereditary form, it is
known that cancer is a genetic disease since carcinogenesis always begins with
DNA damage. Several genes have been studied in gynecological origin tumors,
among them CDKN1B (MEYER et al., 2010; JAZAERI, 2009; SOUTH et al.,
2009; BANSAL et al., 2009).

The CDKN1B (Cyclin dependent kinase inhibitor 1 B), located at 12p13, is
a tumor suppressor gene, which belongs to the CDK family (Cip/Kip) and its
function is to regulate a specific region of the cell cycle between G1 and S.
Members of this family bind to the cyclin-CDK: cyclin E-CDK2; cyclin A-CDK2 and
cyclin D-CDK4 complexes, inhibiting phosphorylation of there tinoblasmtoma
(Rb) protein in both the nuclear and cytoplasmic level, which would trigger the cell
cycle (KIBEL et al., 2003). This gene has 3 exons: the first and second encode a
protein with 198 amino acids, called p27. The third is not translated.

Studies have revealed a correlation between mutations and
polymorphisms present in the CDKN1B and different types of cancer, among
them prostate cancer and sporadic medullar thyroid carcinoma (PARQUALI et al,
2011). Moreover, recent studies have related the genomic region 12p to the
development of neoplasm in the ovary (CHENG et al., 2010; CASERTA et al.,
2008; COSSU-ROCCA et al., 2006; NOWEE et al, 2007).

The most frequent variant found in the CDKN1B gene is the alteration of a
nucleotide in position 326 replacing a thymine by a guanine, causing the
substitution of glycine for valine in position 109. The functional correlation of this
polymorphism to the development of neoplasm is still not completely understood,

however, some studies associate this variant to the risk of developing prostate
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cancer, gastric adenocarcinoma (SLINGERLAND & PAGANO, 2000), and
carcinoma of squamous cells from the esophagus (GUO et al.,2006). Huang et
al. (2007) and Naidu et al. (2007) discovered that the p.V109G variant could
affect the affinity of this gene to a protein complex involved in its degradation.

The choice of the gene CDKN1B was made due to the positive results
from other researchers demonstrating a relationship of this gene not only to
different tumors but also to the cellular division process.

The study of the genetic variability of genes that may present a functional
relationship to the development of ovarian cancer as well as an analysis of this
association could facilitate the understanding of this type of tumor, contribute to
an early diagnosis of the disease, and lead to a better comprehension of the
prognosis. Analysis of this gene could become an important instrument in

population screening, and for aspects linked to prophylaxis and treatment.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Patients who underwent removal of ovarian cancer in the Erasto Gaertner
Hospital, Curitiba - PR, Brazil, from June 10”‘, 2010 to July 30%, 2011, were
asked to take part in the study. During the surgery, peripheral blood samples and
tumoral tissue samples of the material removed were collected from each patient.
Only those samples for which a diagnosis of ovarian cancer was confirmed
through histopathological analysis performed at the hospital were used in the
study. The samples were classified as serous epithelial ovarian cancer.

Tumor samples of patients who presented the germline p.V109G mutation
were also analyzed for loss of heterozigosity.

A total of 28 women with ovarian cancer were included in the study. Ages
ranged from 44 to 76 years (mean age of 55.1 years). All were characterized as

Eurodescendents. None of this group presented a history of familiar cancer.
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Written informed consent was obtained from all participants, and the study was
approved by the CEP-PUC/PR - 5509/10.

The control group included 59 women, ranging from 50 to 59 years of age
and a mean age of 53.8 years, who were seen at the Erasto Gaertner Hospital,
Curitiba, Parana, Brazil, and were not diagnosed as carriers of ovarian cancer or

any other kind of neoplasm and/or presented a familial history of cancer.

DNA analysis

Blood genomic DNA was extracted according to the methodology
described by John (1990) and colleagues and modified by Lahiri and Nurberger
Jr (1991), and DNA extraction of tissue samples was performed utilizing Trizol
and chloroform.

Amplification of the CDKN1B gene was carried out in 25 uyl of PCR mix
containing 25 ng of genomic DNA; GoTaq Green Master Mix 2X (Promega,
Madison, WI) reagent was utilized according to specifications of the supplier, as
well as 10pmol of each primer {first part of exon one [5'- GTC GGG GTC TGT
GTC TTT TG -3' (forward) and 5- CTG ACA TCC TGG CTC TCC TG - 3
(reverse)], second part of exon one [5'- AGC ACT GCA GAG ACA TGG AA - 3
(forward) and 5'- GGC CAG GTA GCA CTG AAC AC - 3' (reverse)], exon two [5'-
GGG TGG AGG TAG TGG GTT TT - 3' (forward) and 5'- GGG GCC TGG GTT
ACA AGT AG - 3' (reverse)]}.

A GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, USA) thermocycler
was used for all three primer pairs in the following cycle: denaturation at 94°C for
3 minutes followed by 40 cycles at 94°C for 30 seconds, 64°C for 30 seconds,
72°C for 30 seconds, and a final cycle at 72°C for 10 minutes of incubation.

The products obtained from the PCR underwent electrophoresis in
polyacrilamyde gel to verify the fragment size The polyacrilamyde gel reading
was performed by silver nitrate staining, based on the technique described by
Sammons et al. (1981).

After PCR, the products were purified by the addition of ammonia acetate
7.5M and 100% ethanol. Subsequently, samples were washed with 70% ethanol

and centrifuged. The supernatant was eliminated using a pipette and the pellet
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was left to dry. The resuspension with milli-Q water was performed followed by
quantification. The amplicons were then sequenced using a BigDye Terminator
Sequence v3.1 according to manufacturer instructions (Applied Biosystems,
USA).

Mutation p.V109G, only in the control group, was performed through
restriction fragment length polymorphism (RFLP). The amplicon obtained with the
primers for the second part of exon one was cleaved by Bgl/ | endonuclease
according to the manufacturer's instructions (Invitrogen, USA). Tissue samples of
patients that presented p.V109G were analyzed for loss of heterozygosity, using
the RFLP technique.

RESULTS

A mutation in position -127 was observed in the 28 analyzed samples. The
genotypic frequencies observed were 60% (GG), 32% (AG) and 8% (AA).
Frequencies of the alleles were 69.7% (G) and 30.3 % (A).

Moreover the T/G transversion was observed in the second part of exon 1
in nucleotide 326 (rs2066827), which causes the substitution of valine (GTC) for
glycine (GGC) at position 109 (p.V109G). There was a slight proportional
elevation of the TT genotype in genotypic frequencies of patients and controls.
On the other hand, the GG genotype appeared in controls and was absent in
patients. The proportions found for genotypic and allelic frequencies observed in
controls and patients are described in the following tables (1 and 2) and
identification of the mutation is highlighted in the Figure 1.

In the second exon no variants were observed. Both mutations were in
Hardy-Weinberg equilibrium and after DNA tissue analysis no loss of

heterozigosity was identified.

19



DISCUSSION

In the present study the complete coding sequency of gene CDKN1B in 28
patients with epithelial ovarian cancer as well as an analysis of the p.V109G
mutation was performed in 59 control subjects.

According to the study performed by Jin et al. (2009) in which the
researchers sought an association between SNP and p27, there was a significant
difference between the genotypic frequencies of ovarian cancer patients and
controls, which led to the conclusion that the T/T genotype may be a potential risk
factor in susceptibility to epithelial ovarian cancer. In another study, Goode et al.
(2009) compared several genes that possess SNPs and are involved in the
cellular cycle to ovarian cancer, demonstrating that the p.V109G has a certain
tendency in the association of risk for developing ovarian cancer. In the present
study there was no statistical difference of association, nevertheless, it was
observed that there was a slight propensity, similar to the previous studies,
revealing that the T/T genotype could be a risk factor while the G/G genotype is
related to a protective factor concerning this specific tumor.

Ferrando et al. (1996) in a study with breast cancer concluded that the
variation of the allele G may not be related to a predisposition to this type of
tumor given the observation in the allele distribution in patients and controls. A
similar observation concerning the distribution of the allele G among ovarian
cancer patients and normal individuals was noted in this study, suggesting the
same conclusions and reinforcing the idea that the G/G genotype could be a
protective factor.

In a study developed by Naidu et al. (2007) related to polymorphism
V109G, the allelic frequencies of V and G did not present significant
dissemblance between breast cancer patients and normal individuals. The
authors suggested the necessity of studies with more samples (230 samples
were utilized) in order to verify if the V109G polymorphism can be an indicator for
increased risk of developing breast cancer and/or a potential marker for tumor

prognosis.
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Huang et al. (2000) showed the relationship between p.V109G and
prostate cancer in Taiwan. There was no expressive difference in the results,
which indicated that this variant is not correlated to this type of cancer,
contradicting the correlation found in the study by Kibel et al.(2003). The
discrepancy of the results presented by both researchers might be due to the
racial divergence between the groups. The variant G allele is more frequent in
Europeans, Americans and Caucasians than in Taiwanese. The authors warn
that the application of these discoveries from the Taiwanese population in other
populations or ethnical groups and contrariwise may not be appropriate. As the
prevalence of p.V109G in Taiwan is small, it can be concluded that this
polymorphism may not be a proper marker of prostate cancer in the population
from Taiwan.

The summation of genetic susceptibility markers to ovarian cancer
prediction models could assist in improving the efficiency of early detection tests
and enable a population screening program (PHAROAH et al., 2008).

Some studies have indicated that low or high expression of p27, the
protein transcribed by CDKN1B, is associated to the survival of ovarian cancer
patients. Similar results were obtained in other types of epithelial cancers such as
breast and colon (FARLEY et al., 2011) indicating that this gene should be
involved in the development of cancer.

Protein p27 as a prognosis marker has created much controversy and
debate. One of the most frequent debates involves whether nuclear or
cytoplasmic expression of p27 is the most relevant. Some authors have implied
the importance of the nuclear, and others the cytoplasmic, while some did not
distinguish between the two (NEWCOMB et al.,1999; MASCIULLO et al.,1999;
ROSEN et al.,2005; DUNCAN et al.,2010). According to Lee et al. (2011) the
evidence of the low nuclear expression of p27 and the high cytoplasmic
expression of this protein is increasing which suggests that it is not a good
prognosis factor for ovarian cancer. Several studies involving breast, gastric,
colorectal, bladder, endometrial and ovarian cancer (LLOYD et al.,1999; LODA et
al.,,1997; MASCIULLO et al.,11999; TAN et al.,1997; RAHMAN et al.,2003;
WATANABE et al.,2002; MORI et al.,1997; KORKOLOPOULOU et al.,2000) have
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shown seemingly contrasting results concerning the influence of the behavior of
p27. For example, Duncan (2010) showed that overexpression of nuclear p27
was associated to different types of tumors such as endometrial, pancreatic,
breast, and ovarian cancer (RAHMAN et al.,2003; WATANABE et al.,2002;
NEWCOMB et al., 1999; NYCUM et al.,2001; KOUVARAKI et al.,2002;
HURTEAU et al.,2001; SHIGEMASA et al.,2001)

In conclusion, this study showed the CDKN1B gene variability in epithelial
ovarian cancer patients sample compared with a control group. The analysis
showed a tendency of protection of G/G genotype. The absence of association
could be due to the fact that this gene is not associated with this tumor or that
there are different types of ovarian epithelial cancer that are actually combined in
one single group. This would dilute the importance of the gene and produce non-
statistically significant results. In order to prove the second hypothesis, a more
thorough immunohistochemical and cytological analysis should be performed. In
addition, the CDKN1B analysis should be performed in different populations to

confirm the true role of the p.V109G mutation in ovarian cancer.
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Table 1. Genotypic frequencies of patients with ovarian cancer and controls to

p.V109G
CONTROLS PATIENTS
Genotype N Freq.(%) N Freq. (%)
T/T 29 49,2 16 57,1
T/G 24 40,7 12 429
G/G 6 10,1 0 0
TOTAL 59 100% 28 100%

Table 2. Allelic frequencies of patients with ovarian cancer and controls to

p.V109G
CONTROLS PATIENTS
Allele Freq.(%) Freq.(%)
T 69.5 78.6
G 30.5 21.4
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Figure 1. Identification of p.V109G in samples of ovarian cancer patients.
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4. CONCLUSAO

A variabilidade existente no gene CDKN1B foi caracterizada em 28
pacientes com cancer de ovario do tipo epitelial e em 59 individuos controles.

Apos a caracterizagao da variabilidade nao foi identificada associacao
entre a variabilidade deste gene e o desenvolvimento do cancer. Apesar disso o
resultado sugere uma tendéncia de associagao entre o polimorfismo p.V109G e
o cancer de ovario, onde o genétipo G/G apresentaria um carater protetor.

Nao foi identificada perda de heterozigosidade no DNA extraido dos
tecidos tumorais.

Devido as inconsisténcias descritas nos ultimos anos relacionando este
polimorfismo e a susceptibilidade ao desenvolvimento deste tipo de cancer,
novas pesquisas ainda sao necessarias para elucidar o real papel deste gene,
principalmente em grupos étnicos heterogéneos como o brasileiro, visto que o
gene CDKN1B desempenha um papel importante na carcinogénese, bem como
a p27, que em muitos estudos, tem sua expressdo relacionada com o

desenvolvimento de tumores.
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