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Seria mais facil fazer como todo mundo faz.
O caminho mais curto, produto que rende mais.
Seria mais facil fazer como todo mundo faz.

Um tiro certeiro, modelo que vende mais.

Mas nos vibramos em outra frequéncia,
sabemos que ndo é bem assim.
Se fosse facil achar o caminho das pedras,

tantas pedras no caminho n&o seria ruim
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RESUMO

Introducgdo: Ainda sdo relativamente poucos os estudos realizados mundialmente para
caracterizar a distribuicdo das taxas de incidéncia e mortalidade por cancer em jovens, bem
como para a exploracdo dos aspectos bioldgicos desses tumores. Adicionalmente, em relacédo
ao cancer de mama, tém sido publicados relatos sugerindo um aumento na incidéncia e na
mortalidade em mulheres jovens em diferentes populacées, sendo os polimorfismos genéticos
associados ao cancer de mama nestas mulheres, ainda pouco estudados. Objetivo:
caracterizar a distribuicdo epidemioldgica do cancer em adultos jovens no Brasil com énfase
no cancer de mama feminino e determinar a magnitude de associacdo de polimorfismos nos
genes CYP17, CYP19 e NQO1 e a ocorréncia de cancer de mama em mulheres jovens.
Métodos: Foram realizados dois estudos descritivos da incidéncia, da morbidade hospitalar e
da mortalidade por cancer no Brasil. O primeiro analisou a distribuicdo epidemioldgica do
cancer em jovens de 20-24 anos e o segundo analisando o cancer de mama em mulheres
menores de 50 anos. Adicionalmente, foi realizado um estudo epidemioldgico-molecular
explorando a associacdo dos polimorfismos dos genes CYP17, CYP19 e NQO1 com céncer de
mama em mulheres jovens. Este estudo consiste em um braco de uma investigacdo caso-
controle de base hospitalar realizada na cidade do Rio de Janeiro, com 270 casos de cancer de
mama e 270 controles ambos entre 18-35 anos. Resultados: Nos jovens entre 20-24 anos, 0
cancer de testiculo foi a principal localizacdo anatémica em homens, as neoplasias da
glandula tireoide, do colo de Utero e a doencga de Hodgkin nas mulheres e o cancer de encéfalo
a principal causa de morte por cancer em ambos os sexos. Em mulheres menores de 50 anos,
0s resultados sugerem um aumento das taxas de incidéncia de cancer de mama na maior parte
das capitais brasileiras analisadas. Nosso estudo caso-controle ndo observou a presenca de
associacdo entre o polimorfismo MspAl do gene CYP17 e Arg®Cys do gene CYP19 e a
ocorréncia de cancer de mama em mulheres menores de 36 anos. Entretanto, um aumento
estatisticamente significativo do risco estimado de céncer de mama foi identificado em
mulheres que possuiam pelo menos um alelo polimoérfico do gene NQO1 (OR 1,96; IC 95%
1,13-3,40), quando ajustado por variaveis de confundimento selecionadas. Concluséo:
Nossos resultados retratam o padréo epidemioldgico do cancer em adultos jovens no Brasil e
sugerem que o polimorfismo ®®T da NQO1 possa ser um fator de risco para o cancer de

mama em mulheres jovens.
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ABSTRACT

Introduction: Worldwide, there are still relatively few studies to characterize the distribution
of cancer incidence and mortality rates in young adults or which explore the biological
characteristics of these tumors. Additionally, in relation to breast cancer, reports have been
published suggesting an increase in the incidence and mortality in young women, in different
populations, being genetic polymorphisms associated with breast cancer in these women little
studied. Objective: To characterize the epidemiological distribution of cancer in young adults
in Brazil with emphasis on female breast cancer and to determine the magnitude of
association of CYP17, CYP19 and NQO1 polymorphisms and occurrence of breast cancer in
young women. Methods: Two studies were conducted describing the incidence, morbidity
and mortality from cancer in Brazil. The first examined the epidemiological distribution of
cancer in young people (20-24 yr.) and the second examines breast cancer in women younger
than 50 years. Additionally, we performed an epidemiological-molecular study exploring the
association between CYP17, CYP19 and NQO1 polymorphisms and breast cancer in young
women. This study consists of an arm of a hospital case-control study in Rio de Janeiro city,
with 270 breast cancer cases and 270 controls both between 18-35 years. Results: In young
people between 20-24 years old, testicular cancer was the principal anatomical site in men,
thyroid neoplasm, cervical cancers and Hodgkin's disease in women and brain cancer the
leading cause of cancer death in both sexes. In women younger than 50 years old, the results
suggest an increase in breast cancer incidence rates in most Brazilian cities analyzed. Our
case-control study found no association between the presence of CYP17 MspAl and CYP19
Arg®‘Cys polymorphism and the occurrence of breast cancer in women under 36 years old.
However, a statistically significant increase in the estimated risk of breast cancer was found in
women who had at least one NQO1 polymorphic allele (T); (OR 1.96, 95% CI 1.13-3.40),
following adjustment for selected confounders. Conclusion: Our results show an
epidemiological pattern of cancer in young adults in Brazil and suggest that the NQO1 ®°T

polymorphism may be a risk factor for breast cancer in young women.
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I. INTRODUCAO

O céncer de mama é a neoplasia mundialmente mais incidente entre as mulheres, com
cerca de 1,38 milhdes de casos novos anuais (Ferlay et al., 2010). Além disso, embora seja
considerado um cancer com bom prognostico se detectado precocemente, o cancer de mama
continua sendo a principal causa de morte por cancer entre as mulheres (Boyle e Levin 2008;
Ferlay et al., 2010); (Figura 1). No Brasil, de acordo com a Estimativa de Incidéncia de
Céncer para 2013 (INCA, 2011), o cancer de mama feminina sera o tipo de cancer mais
frequente entre as mulheres, excluindo-se os tumores da pele ndo melanoma. O ndmero
esperado de novos casos, para 2013, é de 52.680, com uma taxa estimada de 52 casos a cada
100 mil mulheres (Figura 2). Esse panorama se repete nas regides Sudeste (69/100 mil), Sul
(65/100 mil), Centro-Oeste (48/100 mil) e Nordeste (32/100 mil), do Brasil. Ja na regido
Norte o cancer de mama é o segundo tumor mais incidente (excluindo-se o cancer de pele ndo
melanoma; 19/100 mil), sendo o céncer do colo do Utero o mais incidente (24/100 mil);

(INCA, 2011); (Figura 3).



Figura 1: Distribuicdo dos tipos de cancer mais incidentes no mundo, em mulheres, para o

ano de 2008, exceto pele ndo melanoma.
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Figura 2: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes em mulheres

brasileiras, estimados para 2013, exceto pele ndo melanoma.
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Figura 3: Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de mama por 100

mil mulheres, estimadas para o ano de 2013.
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Apesar da maior incidéncia do cancer de mama ocorrer em mulheres a partir dos 50
anos de idade, ttm sido publicados relatos sugerindo um aumento na incidéncia e na
mortalidade por cancer de mama em mulheres jovens em diferentes populagdes de vérias
partes do mundo.

Cardona e Agudelo (2007) verificaram uma tendéncia de aumento das taxas de
mortalidade por cancer de mama em mulheres de 20 a 44 anos entre 1994-2003 em Medellin,
Colémbia, embora as taxas de mortalidade por cancer de mama em mulheres de 45-64 anos se
mantivessem constantes naquele pais, durante 0 mesmo periodo. Um aumento das taxas de

mortalidade por cancer de mama também foi verificado no Iran entre 1995-2004, sendo este



maior em mulheres de 15-49 anos, comparado com as mulheres de 50 anos ou mais (Taghavi
etal., 2012).

Recentemente, Wu e colaboradores (2012) verificaram um aumento estatisticamente
significativo na incidéncia de cancer de mama em mulheres de 15-49 anos entre 1973-2005
em Xangai, China, observando uma variagéo percentual anual (APC) de 2,9 (IC 95% 2,5-3,4).
Nos Estados Unidos, Johnson e colaboradores (2013) verificaram, em mulheres de 25-35
anos, um aumento, estatisticamente significativo, na incidéncia do cancer de mama com
metastase em outros 6rgdos (0ssos, cérebro, pulmédo, etc., excluindo metastase em regides
mais proximas como linfonodos e parede torécica) no momento do diagnostico, de 1,53 (IC
95% 1,01-2,21) por 100.000 em 1976 a 2,90 (IC 95% 2,31-3,59) por 100.000 em 2009 (APC
2,07; IC 95% 1,57-2,58), sem um aumento correspondente em mulheres de maior idade.
Adicionalmente, um aumento da incidéncia de cancer de mama foi verificado na Franca (entre
1991-2003) em mulheres menores de 50 anos (Fontenoy et al., 2010) e na Espanha
(entre1980-2004) em mulheres de 25-45 anos (Pollan et al., 2009).

Ja no Brasil, Gongalves e Barbosa (2006) verificaram um aumento significativo no
percentual de internagdes por cancer de mama em mulheres < 30 anos nos estados de Sao
Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo no periodo de 1998-2003. No Rio de
Janeiro também se observou um aumento no nimero de 6bitos por cancer de mama feminino
nas faixas etarias mais jovens (30-49 anos; 1998-2003), sendo as taxas de mortalidade do Rio
de Janeiro nessa idade as mais elevadas comparativamente aquelas observadas nos demais
estados da regido Sudeste (Gongalves e Barbosa, 2006). Adicionalmente, em Goiania, Freitas-
Junior e colaboradores (2008) verificaram um aumento significativo na taxa de incidéncia de
cancer de mama, em mulheres de 30-49 anos, entre 1988-2003.

Acredita-se que este aumento na incidéncia de cancer de mama em mulheres jovens
nédo possa, entretanto, ser atribuido a uma elevacgé@o no diagnostico da doenga, tendo em vista

que as mulheres jovens ndo estdo incluidas nas politicas publicas de rastreamento do cancer
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de mama. No Brasil, 0 Ministério da Salde recomenda como principais estratégias de
rastreamento populacional um exame mamografico, pelo menos a cada dois anos, para
mulheres de 50-69 anos de idade, e 0 exame clinico anual das mamas, para mulheres de 40-49
anos de idade. O exame clinico da mama deve ser realizado em todas as mulheres que
procuram o servico de salde, independentemente da faixa etaria, como parte do atendimento a
salde da mulher. Para mulheres de grupos populacionais considerados de risco elevado para o
cancer de mama (com historia familiar de cancer de mama em parentes de primeiro grau),
recomenda-se 0 exame clinico da mama e a mamografia, anualmente, a partir de 35 anos de
idade (Brasil / Ministério da Saude / INCA, 2004).

Considerando a literatura sobre a histdria natural do cancer de mama, uma tendéncia
de aumento em mulheres menores de 39 anos ndo seria esperada. Esta faixa etaria é descrita
como sendo de baixa incidéncia desta neoplasia, uma vez que nela a ocorréncia de casos
esporéadicos de cancer de mama nao seria usual, e sim aqueles com antecedentes de agregacao
familiar, os quais representam cerca de 5% de todos os casos de cancer de mama (Stewart e
Kleihues, 2003). Assim, um possivel aumento da incidéncia de cancer de mama nestas
mulheres poderia estar refletindo uma elevacdo de neoplasias esporadicas decorrentes de
novas exposi¢des ambientais.

Um estudo exploratdrio realizado no Rio de Janeiro, em mulheres com 35 anos ou
menos diagnosticadas com cancer de mama durante o periodo 1999-2002, observou que
diversos fatores de risco poderiam influenciar o aparecimento precoce deste cancer neste
grupo. Entre estes podem ser citados idade da primeira gestacdo superior a 25 anos, ciclos
menstruais irregulares, antecedentes de uso de anticoncepcionais orais, alto consumo de carne
vermelha na adolescéncia, diagnostico prévio de enfermidade benigna da mama (Ortega-
Jacome 2003) e exposicao a pesticidas (Ortega-Jacome et al., 2010).

Alguns trabalhos na literatura relatam que o cancer de mama em mulheres jovens

apresentaria um comportamento mais agressivo do tumor e um pior prognostico que aquele



diagnosticado em idades mais avancadas (Anders et al., 2009; Fredholm et al., 2009). Estas
caracteristicas podem ser parcialmente explicadas pelo fato de mulheres com até 35 anos de
idade geralmente possuirem um estado mais avancado de cancer de mama no momento do
diagndstico, uma maior prevaléncia de comprometimento linfonodal axilar, tumores menos
diferenciados e com uma maior taxa de proliferacdo, e uma maior taxa de reincidéncia do
cancer (Marie Swanson et al., 2003; Gajdos et al., 2000). Adicionalmente, o cancer de mama
molecularmente caracterizado como sendo de subtipo triplo-negativo, assim definido por néo
expressar os receptores de estrogénio (ER), de progesterona (PR) e do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2), é frequentemente observado nas pacientes mais jovens. Este
subtipo € usualmente mais agressivo do que 0s tumores pertencentes a outros subgrupos
moleculares, sendo a quimioterapia o Unico tratamento atualmente disponivel para os

pacientes com este subtipo de tumor (Reis-Filho e Tutt, 2008).

1. FATORES DE RISCO PARA O CANCER DE MAMA

1.1. Fatores Ambientais

1.1.1. Variaveis reprodutivas e exposi¢do hormonal

Os fatores de risco para o cancer de mama estdo relacionados principalmente a vida
reprodutiva da mulher. Varios estudos epidemiolégicos vém apontando um risco elevado de
cancer de mama como associado a menarca precoce (Msolly et al., 2013; Beji e Reis, 2007;
Gao et al., 2000), nuliparidade ou idade avangada no nascimento do primeiro filho (Lee et al.,
2003 a; Gao et al., 2000), nunca ter amamentado (Lodha et al., 2011; Collaborative Group on
Hormonal Factors in Breast Cancer, 2002 a; Gao et al., 2000), menopausa tardia (Shamsi et
al., 2013; Naieni et al., 2007; Gao et al., 2000), reposicdo hormonal durante a menopausa

(Rozenberg et al., 2013) e possivelmente o uso de contraceptivos orais (Urban et al., 2012;



Parkin, 2011; Zhu et al., 2012). Um ponto em comum entre estes fatores de risco € a
exposicdo excessiva ao hormonio estrogénio durante a vida da mulher, sugerindo que esta
exposicdo tenha um papel importante na causa do cancer de mama (Yager, 2000).

O estrogénio afeta a taxa de divisdo celular através da estimulagdo dos receptores de
estrogénio (ER) presentes na mama. As células em divisdo estdo mais suscetiveis a erros
genéticos durante a replicacdo do DNA, e as mutacdes assim produzidas, podem futuramente
conduzir ao desenvolvimento de um tumor (Feigelson e Henderson, 1996). Embora este
processo tenha um importante papel na carcinogénese induzida pelo estrogénio, existem,
outros mecanismos pelos quais o estrogénio pode afetar o risco de desenvolvimento do cancer
de mama.

O estrogénio, assim como outros carcindgenos quimicos em seu processo de
biotransformacdo e eliminagdo, é metabolizado pelas enzimas da familia citocromo P450
(CYP1A1/1A2, CYP1B1 e CYP3A4, principalmente), formando metabdlitos hidroxilados.
Alguns destes metabo6litos podem sofrer duas novas oxidacOes catalisadas pelas enzimas do
citocromo P450 ou por varias peroxidases, gerando semiquinonas e posteriormente quinonas
(Cavalieri et al., 2000, Yager, 2000).

As quinonas e as semiquinonas sdo moléculas reativas que podem formar adutos
diretamente com as macromoléculas celulares, incluindo o DNA, sendo assim provavelmente
associadas as etapas precoces da carcinogénese. Adicionalmente, as semiquinonas podem
reduzir outras moléculas formando quinonas e espécies reativas de oxigénio (ROS), tal como
0 anion superéxido, oxigénio singlet e radical hidroxila (Nioi e Hayes, 2004). Estas ROS s&o
extremamente toxicas a célula devido a sua capacidade de causar peroxidacdo lipidica,
inativacdo de enzimas e modificacdo do DNA (Cavalieri et al., 2000; Evans e Halliwell,

1999).



1.1.2. Disruptores enddcrinos

Muitos produtos quimicos podem interferir no sistema enddcrino e por isso sdo
chamados de disruptores enddcrinos. Entre estas substancias estdo alguns pesticidas como 0s
organoclorados; bifenilas policloradas (PCBs); bisfenol-A (BPA); ftalatos; hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos; solventes; tinturas de cabelo; cosméticos; alguns metais; etc. (De
Coster et al., 2012). A exposic¢éo a estas substancias pode alterar ou mimetizar a exposi¢ao ao
estrogénio, e por isso acredita-se que esta possa estar associada ao cancer de mama (Jenkins et
al., 2012). Entretanto, ainda existem lacunas na literatura que limitam o entendimento da
interferéncia dos disruptores enddcrinos na satde humana (Crain et al., 2008).

Cohn e colaboradores (2007) realizaram um estudo de caso-controle aninhado e
observaram um risco 5 vezes maior de desenvolver um cancer de mama em mulheres
expostas ao DDT (dicloro-difenil-tricloroetano) antes dos 14 anos de idade. Recentemente,
Boada e colaboradores (2012) encontraram uma associacdo de pequena magnitude entre os
niveis séricos de DDD (dicloro-difenil-dicloroetano) e o cancer de mama (OR 1,01; IC 95%
1,00-1,01; p 0,024), enquanto o DDE (dicloro-difenil-dicloroetileno) n&o foi associado a um
maior risco desta doenca, na mesma populagdo. Para muitos outros estudos a associacao entre
a exposicédo a pesticidas organoclorados e cancer de mama néo foi constatada (Lopez-Carrillo
et al., 2002; Gammon et al., 2002; Laden et al., 2001; Ward et al., 2000; Mendonca et al.,
1999).

Um maior risco de desenvolvimento de cancer de mama também foi observado em
mulheres que auto-referiram a utilizacdo de diferentes pesticidas em suas residéncias, em um
estudo de caso-controle de base populacional (Teitelbaum et al., 2007). Entretanto, um estudo
recente relatou que a exposicdo a fungicidas ndo estava significativamente associada com um
maior risco de cancer de mama (OR 0,74; IC 95% 0,46-1,17); (Ashley-Martin et al., 2012).

PCBs sdo compostos organicos persistentes empregados em varios segmentos

industriais, como fluidos dielétricos em capacitores e transformadores, turbinas de



transmissdo de gas, fluidos hidréulicos, resinas plastificantes, adesivos, sistemas de
transferéncia de calor, aditivo antichamas, 6leos de corte e lubrificantes. Recio-Vega e
colaboradores (2011), em um estudo caso-controle, com mulheres mexicanas, encontraram
uma associagdo estatisticamente significativa entre os niveis séricos de algumas classes de
PCBs e o risco de cancer de mama (OR 1,90; IC 95% 1,25-2,88; para o grupo 2b; OR 1,81;
IC 95% 1,08-3,04; grupo 3; e OR 1,57; IC 95% 1,20-2,07; grupo 4).

A associacdo entre a exposicdo ao BPA (principal ingrediente na producdo de
plastico policarbonato e usado na preparagdo de resina epoxi) e o cancer de mama foi avaliada
por Yang e colaboradores (2009), em um estudo caso-controle. Este estudo ndo encontrou
uma diferenca estatisticamente significativa nos niveis séricos de BPA entre casos e controles
(p =0,42).

Lépez-Carrillo e colaboradores (2010) mediram a concentracdo de ftalatos
(compostos quimicos utilizados como aditivo em plasticos) na urina de 223 casos de cancer
de mama e 221 controles. Assim, a concentracdo urinéria de monoetil ftalato (metabdlito do
dietil ftalato) foi positivamente associada ao cancer de mama (OR 2,20; IC 95% 1,33-3,63; p
de tendéncia < 0,01), entretanto, as concentrages urinaria dos metabolitos de outros ftalatos
(monobenzil ftalato e mono-3-carboxipropil ftalato) foram inversamente associadas ao cancer

de mama (OR 0,46; IC 95% 0,27-0,79 e OR 0,44; IC 95% 0,24-0,80; respectivamente).

1.1.3. Dieta e obesidade

A dieta caracterizada por um elevado consumo de gorduras totais e gordura saturada
de origem animal, ou pobre em frutas e verduras, e rica em carne e alcool, assim como, a
obesidade caracterizada por um alto consumo calorico, ndo contrabalancado pela pratica de
atividade fisica, tém sido consideradas como fatores de risco para o desenvolvimento do
cancer de mama. Entretanto, os dados dos estudos epidemioldgicos que investigam a

associacdo entre dieta e o cancer de mama sdo controversos. Isso se deve, provavelmente, as



diferencas na mensuracdo do consumo dos alimentos, as diferentes idades em que as
mensuracdes sdo realizadas, e a dificuldade de se recordar dietas passadas de forma acurada
(Willet, 2001).

Um estudo de coorte com mulheres do European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition (EPIC) evidenciou que uma dieta baseada em alimentos ricos em
gorduras esta associada com um risco duas vezes maior de desenvolvimento de cancer de
mama, quando ajustado por outros fatores (HR 2,00; 1C 95% 1,30-3,09); (Schulz et al., 2008).
A associacao entre o consumo total de gorduras e o cancer de mama também foi avaliada em
uma metanalise que incluiu 14 estudos de coorte e 31 estudos de caso-controle. Nesta analise,
a comparagéo do grupo de maior com o grupo de menor consumo encontrou um risco relativo
para gorduras totais de 1,13 (IC 95% 1,03-1,25), e de 1,19 (IC 95% 1,06-1,35) para as
gorduras saturadas. Adicionalmente, foi descrito um aumento do risco para o consumo de
carnes (RR 1,17; 1C 95% 1,06-1,29); (Boyd et al., 2003).

A associacdo entre o0 alto consumo de frutas e vegetais e o desenvolvimento de
diversos tipos de cancer foi investigada em outra metanalise realizada por Riboli e Norat
(2003). Em relagdo ao cancer de mama foi observado um efeito protetor estatisticamente
significativo do consumo de vegetais quando os estudos de caso-controle e de coorte foram
analisados conjuntamente (RR 0,96; IC 95% 0,94-0,98). Ja a associacdo entre 0 consumo de
frutas e o risco de cancer de mama n&o foi estatisticamente significativa, neste estudo (RR
0,99, IC 95% 0,98-1,00). Entretanto, a metanalise conduzida por Song e Bae (2013) encontrou
uma reducdo de 10% no risco de cancer de mama, associada ao alto consumo de frutas citricas
(OR 0,90; IC 95% 0,85-0,96).

Varios estudos epidemioldgicos relataram uma associacao positiva entre 0 consumo de
alcool e o risco de cancer de mama (Islam et al., 2012; Thygesen et al., 2008; Morch et al.,
2007). Embora, o mecanismo pelo qual o alcool afeta o risco de cancer de mama ainda néo

tenha sido totalmente estabelecido, acredita-se que o consumo de alcool leve a um aumento
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dos niveis de estrogénio plasmatico (Feigelson e Henderson, 1996). Esta hipOtese foi
reforgcada por um estudo transversal realizado dentro da coorte EPIC que analisou 790
mulheres na pré-menopausa e 1.291 mulheres na pos-menopausa. As mulheres que
consumiam mais de 25 gramas de alcool por dia apresentaram maiores concentracdes séricas
de estrona e androgenos, sendo que este aumento foi de 20% a 40% nas mulheres na pré-
menopausa e de 10% a 20% nas mulheres na pds-menopausa (Rinaldi et al., 2006).

O indice de massa corporal (IMC), a rela¢do cintura-quadril e o ganho de peso foram
associados ao risco de cancer de mama em um estudo caso-controle de base populacional,
sendo que esta associacdo foi mais forte em mulheres na pés-menopausa, do que em mulheres
na pré-menopausa. A comparagdo do mais alto com o mais baixo quartil de IMC encontrou
uma OR de 1,3 (IC 95% 1,1-1,5) na pré-menopausa e 1,8 (IC 95% 1,4-2,2) na pos-
menopausa. Para 0 ganho de peso (> 15 kg a partir dos 20 anos de idade) a OR foi de 1,4 (IC
95% 1,1-1,7) na pré-menopausa e 1,8 (IC 95% 1,4-2,4) na p6s-menopausa. J& a relacao
cintura-quadril foi o fator mais fortemente associado tanto na pré-menopausa (OR 2,3; IC
95% 1,9-2,8) quanto na pés-menopausa (OR 2,2; IC 95% 1,7-2,8), (Shin et al., 2009).
Entretanto, alguns estudos em mulheres na pré-menopausa encontraram uma associacdo
inversa entre obesidade e o risco de cancer de mama (Michels et al., 2006; van den Brandt et
al., 2000).

O mecanismo de acdo pelo qual a obesidade influencia o risco de cancer de mama
ainda néo esta totalmente estabelecido, mas varias hipoteses vém sendo levantadas (Calle e
Kaaks, 2004). Primeiramente, o tecido adiposo expressa enzimas que promovem a formacéo
de estrogénio a partir de precursores androgénicos, sendo este processo uma das principais
fontes de estrogénio enddgeno ap6s a menopausa (Pischon et al., 2008). Além disso, a
hiperinsulinemia associada a obesidade é capaz de inibir a secrecdo hepética de globulina de
ligacdo a hormdnios sexuais (SHBG) (Kaaks e Lukanova, 2001). Estes dois processos

resultam em um aumento dos niveis de estrogenos circulantes, o que pode aumentar a

11



proliferacdo das células mamarias. Adicionalmente, a hiperinsulinemia esté relacionada a um
aumento da biodisponibilidade do fator de crescimento similar a insulina tipo 1 (IGF-1), que
pode atuar sinergicamente com os estrégenos estimulando o crescimento de células mamarias
cancerigenas (Kaaks e Lukanova, 2001). Entre as mulheres na pré-menopausa, a obesidade
estd associada a uma maior frequéncia de ciclos anovulatorios e menor nivel de esteroides
sexuais circulantes (Potischman et al., 1996). Esta pode ser uma das razdes pela qual alguns
estudos encontram uma associa¢do inversa entre obesidade e cancer de mama, nestas
mulheres.

A atividade fisica est4 inversamente associada com o desenvolvimento de cancer de
mama na pré e na pos-menopausa (Awatef et al., 2011; Shin et al., 2009). Entretanto, os
papéis de diferentes tipos de atividades, da duracdo da atividade e do efeito modificador de
outros fatores ainda ndo foram completamente estabelecidos. Um estudo de coorte com
enfermeiras na pré-menopausa revelou que a atividade fisica equivalente a 3,25 h/semana de
corrida ou 13 h/semana de caminhada durante a vida diminui em 23% o risco de cancer de
mama na pré-menopausa (RR 0,77; IC 95% 0,64-0,93). O estudo aponta ainda que a atividade
fisica intensa realizada entre 12-22 anos de idade contribui mais fortemente para esta
associacdo inversa (Maruti et al., 2008).

Existem varios mecanismos através do qual a atividade fisica poderia afetar o risco de
cancer de mama. Primeiramente, de forma indireta, ou seja, a diminui¢do do risco encontrado
nos estudos epidemiolOgicos que investigam a associacdo entre atividade fisica e cancer de
mama poderia ser o resultado apenas de outros fatores de confundimento como, por exemplo,
a manutencdo do IMC (McTiernan et al., 1998). Entretanto, acredita-se que a atividade fisica
também possa ter efeitos biologicos reais no risco de cancer de mama (Okasha et al., 2003).
Esses efeitos seriam a diminuicdo da producdo e secrecdo de estrogénio e progesterona, e
alteracdes das caracteristicas menstruais como atraso na menarca, amenorreia secundaria

(auséncia de menstruacdo por mais de 3 meses em mulher que ja& apresentavam ciclos
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menstruais), anovulacdo e insuficiéncia lutea, levando a uma redugdo da exposicdo ao
estrogénio ao longo da vida (Gammon et al., 1998). Outro mecanismo seria atraves da
modulacdo do sistema imune, acredita-se que o exercicio leve a moderado melhore a
habilidade deste sistema de retardar a taxa de crescimento, bem como destruir as células
tumorais, atraves do aumento do nimero de macrdfagos, monaocitos, granulécitos e linfocitos
circulantes. Contudo, existem algumas evidéncias de que a pratica de exercicios extenuantes

poderia debilitar o sistema imunoldgico (Hoffman-Goetz et al., 1998).

1.1.4. Outros fatores de risco

A historia prévia de enfermidade benigna da mama é um importante fator de risco para
o0 cancer de mama, particularmente em mulheres com hiperplasia atipica ductal ou lobular,
como observado por Hartmann e colaboradores (2005) em um estudo de coorte com 9.087
mulheres com diagndstico de enfermidade benigna da mama. Este estudo observou um
aumento de 56% no risco de cancer de mama em relacdo ao nimero de casos esperados com
base na incidéncia da doenga na populagdo (RR 1,56; IC 95% 1,45-1,68), sendo que a
presenca de hiperplasia atipica como caracteristica histolégica aumentou o risco em cerca de
quatro vezes (RR 4,24; 1C 95% 3,26-5,41). O risco foi inversamente associado com a idade na
bidpsia, com as mulheres mais novas apresentando um risco maior do que aquelas de maior
idade. Adicionalmente, a densidade mamografica também parece estar associada a um maior
risco de cancer de mama, como sugerido, por exemplo, por um estudo de caso-controle
conduzido na Espanha por Pollan e colaboradores (2013).

A exposic¢éo a radiacdo ionizante possui uma relacéo dose-resposta em relagdo ao risco
de cancer de mama, sendo a magnitude do risco por unidade de dose dependente da idade de
ocorréncia da exposicdo. As exposi¢cOes antes dos 20 anos de idade, quando a glandula
mamaria ndo esta totalmente desenvolvida, poderiam estar associadas ao maior risco

(Ronckers, 2005).
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A exposicdo a luz durante a noite tem sido considerada como um fator de risco para o
desenvolvimento de cancer de mama, devido a diminuic¢do da secrecdo de melatonina, o que
leva a um aumento dos niveis de estrogénio circulantes. Por outro lado, estudos in vitro
revelam que a melatonina é capaz de inibir o crescimento de células mamarias humanas
cancerigenas, mesmo em concentragdes fisiologicas (Srinivasan et al., 2008). Lie e
colaboradores (2006) investigaram a associac¢do entre trabalho noturno e o risco de cancer de
mama em estudo de caso-controle aninhado em uma coorte de enfermeiras norueguesas.
Neste estudo foi encontrado um maior risco de desenvolvimento de cancer de mama entre as
enfermeiras que trabalharam a noite por 30 anos ou mais, quando comparado com aquelas que
ndo trabalharam a noite ap6s se formarem como enfermeiras (OR 2,21; IC 95% 1,10-4,45).
Este resultado estd de acordo com os achados do estudo de caso-controle de Menegaux e
colaboradores (2013): OR 1,40 (IC 95% 1,01-1,92) em mulheres que trabalharam a noite por
pelo menos 4,5 anos.

A exposicdo ocupacional e residencial a campos magnéticos, como fator de risco para
0 cancer de mama entre as mulheres, foi investigada em um estudo de caso-controle aninhado
em uma coorte realizado na Noruega. Observou-se um aumento do risco de cancer de mama
nas mulheres com exposicdo residencial a estes campos (OR 1,58; IC 95% 1,30-1,92).
Entretanto, este excesso de risco ndo foi igualmente observado em relacdo a exposicao
ocupacional (Kliukiene et al., 2004). Em outro estudo caso-controle de base populacional
realizado na Suécia, também, ndo se observou um aumento do risco de cancer de mama entre
mulheres ocupacionalmente expostas a campos magneticos (Forssen et al., 2005). Um estudo
retrospectivo com uma coorte de trabalhadores dinamarqueses expostos a campos
eletromagnéticos de baixa frequéncia (50-Hz) também ndo relatou um aumento no risco
relativo de cancer de mama entre as mulheres na categoria de mais alta exposicao versus as de

mais baixa exposic¢ao (Johansen, 2004).
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O fumo parece ndo ser um fator de risco para o desenvolvimento de cancer de mama,
de acordo com a maioria dos estudos epidemioldgicos (Lin et al., 2008; Pirie et al., 2008;
Prescott et al., 2007; Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 2002 b).
Alguns estudos, entretanto, apontam o risco de cancer de mama como sendo maior em
mulheres que comecaram a fumar na adolescéncia e continuaram por varios anos, quando
comparado com as ndo fumantes (Cui et al., 2006, Gram et al., 2005).

Algumas investigacOes epidemioldgicas vém indicando que fatores relacionados ao
crescimento intrauterino podem influenciar o risco de desenvolver cancer de mama no futuro,
devido principalmente a desequilibrios hormonais que levam a uma maior exposicdo a
estrogenos durante o desenvolvimento fetal (Park et al., 2008). Uma metanalise com 57
publicacBes investigou a exposicao intrauterina e o risco de cancer de mama. Um aumento do
risco de cancer de mama foi verificado com o aumento do peso ao nascer (RR 1,15 IC 95%
1,09-1,21) ou da altura ao nascimento (RR 1,28 IC 95% 1,11-1,48), idade materna avancada
(RR 1,13 IC 95% 1,02-1,25), e idade paterna (RR 1,12 IC 95% 1,05-1,19). Uma diminuicéao
do risco foi verificada para pré-eclampsia e eclampsia materna (RR 0,48 IC 95% 0,30-0,78) e
gestacdes gemelares (RR 0,93 IC 95% 0,87-1,00); (Xue e Michels, 2007).

Muitos estudos tém investigado as evidéncias de que a vitamina D possa reduzir o
risco do cancer de mama, e nos ultimos anos algumas metanalises foram conduzidas,
entretanto, seus resultados ainda ndo sdo completamente conclusivos. Gissel e colaboradores
(2008) encontraram uma associagdo inversa entre o consumo de vitamina D e o risco de
cancer de mama ao comparar individuos com o maior consumo com individuos com o menor
consumo (RR 0,92; IC 95% 0,87-0,97). Chen e colaboradores (2010) encontraram uma OR =
0,55 (IC 95% 0,38-0,80) ao comparar o maior quartil de niveis séricos de 25(OH)D com o
menor. Entretanto, Bauer e colaboradores (2013) encontraram uma associacdo inversa entre

0s niveis séricos de 25(0OH)D e o cancer de mama apenas em mulheres na pos-menopausa
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(RR 0,88 por 5 ng/mL; IC 95% 0,79-0,97), enquanto nenhuma associagéo foi encontrada em

mulheres na pré-menopausa.

1.2. Fatores Genéticos

1.2.1. Cancer de mama hereditério

Em uma revisdo de 52 estudos epidemioldgicos em cancer de mama, verificou-se que
oito em cada nove mulheres que sofriam desta neoplasia ndo apresentavam antecedentes
familiares com parentes de primeiro grau afetados (Collaborative Group on Hormonal
Factors in Breast Cancer, 2001). No estudo exploratério realizado com uma série de 110
casos de cancer de mama diagnosticados em mulheres com idade compreendida entre 20 a 35
anos no Rio de Janeiro, cerca de 71% dos casos foram classificados como casos esporadicos,
por ndo relatarem antecedentes familiares de cancer de mama, ovario ou préstata (Ortega-
Jacome et al., 2010).

Apesar dos canceres hereditarios serem responsaveis por uma pequena parcela de
todos os casos de cancer de mama, 0s membros de familias afetadas podem ter um risco de
desenvolver um cancer de mama de 40 a 80%, como é o caso dos individuos que possuem
mutacdes nos genes BRCAL ou BRCA2, fazendo com que as mutacGes destes genes sejam 0S
fatores de risco de maior magnitude para o cancer de mama atualmente conhecidos
(Fackenthal e Olopade, 2007).

Os genes BRCAL e BRCA2 séo classificados como genes supressores de tumor, e
desempenham um importante papel no controle do ciclo celular e no reparo de danos a
molécula de DNA (Teng et al., 2008). As mutacdes nestes genes sdo responsaveis por 30 a
50% dos canceres de mama hereditarios, constituindo a chamada Sindrome de céncer de
mama e ovario hereditarios (Ferla et al., 2007).

Existem outros genes supressores de tumor de alta penetrancia que sdo responsaveis
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por uma parcela bem menor dos casos de cancer de mama hereditario. Um deles é o gene
TP53 que codifica um fator de transcricdo (p53) que € ativado em resposta a varias formas de
estresse celular e desempenha multiplas fun¢Bes que inibem a proliferacdo celular nestas
condi¢Bes. As mutagBes germinativas neste gene estdo associadas as sindromes de Li-
Fraumeni e Li-Fraumeni-like que causam um risco elevado para uma série de canceres, sendo
0 cancer de mama uma das neoplasias mais frequentemente associadas a esta sindrome
(Petitjean et al., 2007).

As mutagbes no gene PTEN sdo extremamente raras, mas sdo associadas com uma
sindrome denominada doenca de Cowden. Os individuos com esta sindrome tém um risco
elevado de desenvolver cancer de mama assim como outras neoplasias. O PTEN é um gene
supressor do tumor que inibe o crescimento da célula durante a fase G1 do ciclo celular ao
ativar o inibidor de quinases ciclinas dependentes (p27 ou KIP1), (Rosman et al., 2007).

Outros genes supressores de tumor de alta penetrdncia que sdo importantes na
susceptibilidade ao cancer de mama hereditario, além de outros tipos de cancer, sdo LKB1 e
MSH2 ou MLH1. As mutacfes germinativas nestes genes causam as sindromes de Petz-
Jeghers e Muir-Torre, respectivamente. Estas mutacOes sdo raras e apesar de causarem um
alto risco de cancer de mama, elas sdo responsaveis por uma fracdo muito pequena dos casos
de cancer de mama familiar (Szpirer e Szpirer, 2007).

Alguns genes supressores de tumor que estdo associados com o cancer de mama
hereditarios apresentam uma menor penetrancia do que 0s genes citados acima. O primeiro
gene que pertence a esta categoria € o gene ATM, o qual codifica uma proteina quinase
importante no processo de reparo de DNA. As mutacOes germinativas neste gene causam a
ataxia-talangiectasia, uma desordem recessiva associada com instabilidade gendmica e um
risco aumentado para diversas neoplasias, incluindo o cancer de mama. Os portadores de um
alelo mutado do gene ATM possuem um risco relativo aproximadamente igual a 2,0 para o

desenvolvimento de cancer de mama (Szpirer e Szpirer, 2007). O outro gene é o CHEK2, que
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codifica uma proteina quinase que atua como um supressor de tumor no ndcleo, onde bloqueia
a proliferacdo celular e inicia o reparo do DNA em resposta as quebras de dupla fita. A
mutacdo CHEK2*1100delC gera uma proteina ndo funcional, permitindo a multiplicacéo
celular mesmo em presenca de danos na molécula de DNA. As mulheres portadoras desta
mutacdo tém um risco 2,7 vezes maior de desenvolver cancer de mama quando comparado
com a populacéo geral (Weischer et al., 2008).

Outra classe de genes que pode causar canceres hereditarios é a classe dos proto-
oncogenes. Uma alta frequéncia de cancer de mama foi encontrada em mulheres com a
sindrome de Saethre-Chotzen, indicando que as mutacfes do gene TWIST1, que causam esta
doenca dominante, podem ser responsaveis pela susceptibilidade ao cancer de mama. O gene
TWIST1 codifica um fator de transcricdo que tem sua expressao aumentada em alguns tipos de
cancer, incluindo o cancer de mama, e promove a proliferacdo continua e a imortalidade

celular (Sahlin et al., 2007).

1.2.2. Polimorfismos genéticos

Enquanto mutagOes raras nos genes supressores de tumor ou nos proto-oncogenes
provocam um grande aumento no risco de cancer de mama, as inUmeras variantes dos genes
de baixa penetrancia podem ser responsaveis por um pequeno, mas frequente, aumento do
risco de cancer na populacdo, sem necessariamente caracterizarem uma agregacao familiar
evidente. A maioria das variacbes geneticas que contribuem para o cancer de mama
esporadico é desconhecida, e muitas delas provavelmente interagem com fatores de risco
ambientais. Quando esta interacdo genotipo-ambiente é levada em consideracao, esses genes
podem ser muito mais importantes, na oOtica da saide publica (em fungdo de um possivel
maior risco atribuivel), do que as raras mutacGes encontradas nas sindromes de cancer de

mama hereditario (Balmain et al., 2003).
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A maioria dos polimorfismos genéticos investigados em estudos epidemioldgicos para
se determinar a sua associa¢do com o risco de cancer de mama sdo os de genes associados ao
metabolismo de estrogénio (CYP17, CYP19 e COMT), metabolismo de xenobidticos (GSTM1,
GSTT1, MnSOD, SULT1A1 e NQO1, por exemplo), controle do ciclo celular ou reparo de
DNA (TP53) e outros (por exemplo, o receptor da vitamina D). Entretanto, os achados para a
maioria destes polimorfismos ainda sdo inconclusivos (Low et al., 2006).

Os polimorfismos das glutationa S-transferases (GSTs), que s&o enzimas de fase 11 do
metabolismo de xenobioticos, foram associados ao risco de cancer de mama em VArios
estudos. Um estudo de caso-controle de base populacional realizado na India com 413
pacientes e 410 controles explorou a associacéo entre os polimorfismos dos genes GSTM1,
GSTT1 e GSTP1 e o risco de cancer de mama. Neste estudo foi identificado um aumento da
estimativa de risco para o gendtipo GSTM1 nulo (OR 2,28; IC 95% 1,65-2,97) e GSTP1 105
Val/Val (OR 2,59; IC 95% 1,67-4,39). Embora, ndo tenha sido encontrada associacao entre o
genotipo GSTT1 nulo e o risco de cancer de mama (OR 1,04; IC 95% 0,76-1,59), a
combinacdo dos trés genotipos GSTP1 lle/Val ou Val/Val, GSTM1 e GSTT1 nulos resultou
em um aumento de quatro vezes na estimativa de risco de cancer de mama (OR 4,02; IC 95%
1,99-8,51), (Saxena et al., 2009). Em outro estudo de caso-controle de base hospitalar,
realizado na Coreia, observou-se um efeito estatisticamente significativo do genétipo GSTM1
nulo no cancer de mama, entre as mulheres na pré-menopausa (OR 2,0; IC 95% 1,1-3,7), e um
efeito ndo estatisticamente significativo do gendtipo GSTT1 nulo em toda a populagédo
estudada (OR 1,6; IC 95% 1,0-2,5), e nas mulheres na pré-menopausa (OR 1,7; 1C 95% 0,9-
3,2). O efeito conjunto dos dois gendtipos obteve uma OR = 2,2 (IC 95% 1,1-4,5). Este
mesmo estudo analisou o polimorfismo Val***Met da catecol O-metiltransferase (COMT) e
encontrou uma estimativa de risco de cancer de mama 1,7 vezes maior entre os individuos que
possufam pelo menos um alelo *®Met (COMT-L que apresenta baixa atividade) quando

comparado com individuos com o genotipo Val/Val (COMT-HH que apresenta alta atividade;

19



OR 1,7; IC 95% 1,04-2,78); (Kang, 2003). Entretanto, um estudo caso-controle recente ndo
encontrou associacdo entre o polimorfismo Val™®Met e o risco de cancer de mama em
mulheres sirias (Lajin et al., 2013).

A associacdo entre o polimorfismo da enzima manganés superoxido dismutase
(MnSOD) e o risco de cancer de mama foi avaliada em um estudo caso-controle, incluindo
118 pacientes com cancer de mama, com 36 anos ou menos, e 174 controles de idade
comparavel. Os individuos com o genétipo Val/Val e Val/Ala da MnSOD mostraram uma
estimativa de risco aumentada de cancer de mama (OR 2,7; IC 95% 2,2-5,5; OR 3,0; IC 95%
1,4-6,5), sugerindo que a MnSOD possa ter um papel na carcinogénese da mama em mulheres
jovens (Bergman et al., 2005).

Lee e colaboradores (2012) estudaram a associacéo entre o polimorfismo Arg***His do
gene SULT1A1 e o cancer de mama em estudo caso-controle e em uma metanalise. O estudo
de caso-controle ndo encontrou associacdo estatisticamente significativa, entretanto na
metanalise o gendétipo His/His gerou um pequeno aumento do risco de cancer de mama (OR
1,12; 1C 95% 1,02-1,24), principalmente nas mulheres na pds-menopausa (OR 1.17; IC 95%
1,03-1,32).

Os polimorfismos do gene TP53 foram avaliados em uma metanalise para se
determinar a sua associa¢do com o cancer de mama. Nesse trabalho o polimorfismo do cédon
72 foi associado com um menor risco de cancer de mama, somente na populagéo indiana (OR
0,62; 1C 95% 0,46-0,82; CC versus GG). Ja o polimorfismo 1VVS3 16 bp foi estatisticamente
associado ao risco de cancer de mama na analise conjunta de 15 estudos (OR 1,66; IC 95%
1,24-2,21; auséncia versus presenca do polimorfismo); (He et al., 2011).

A hipdtese de que os polimorfismos da regido 3° do gene do receptor da vitamina D
(VDR) possam influenciar o risco de cancer de mama foi testada em um estudo caso-controle
de base hospitalar, com 1.631 casos de cancer de mama caucasianos e afro-americanos e

1.435 controles. Um aumento estatisticamente significativo na estimativa de risco de cancer

20



de mama foi encontrado entre as mulheres caucasianas na pds-menopausa com 0 genoétipo
Bsml bb (OR 1,53; IC 95% 1,04-2,27). Entretanto, ndo foi observada associagdo entre este
polimorfismo e o risco de cancer de mama em mulheres afro-americanas. Estes resultados
sugerem possiveis diferencas no efeito do polimorfismo Bsml no risco de cancer de mama de
acordo com variaveis como menopausa e grupo étnico (Trabert et al., 2007).

Os polimorfismos dos genes CYP17, CYP19 e NQO1 e suas implicagdes no risco de

desenvolvimento de um cancer, especialmente o cancer de mama, serdo abordados a seguir.

2. CITOCROMO P450¢17a (CYP17) E CITOCROMO P450 AROMATASE (CYP19)

A CYP17 (P450c17a) e a CYP19 (aromatase) sdo importantes enzimas da biossintese
de estrogénio que fazem parte da familia dos citocromo P450 (CYPs), composta por muitas
enzimas que contém um grupo prostético heme (Ferro-protoporfirina 1X), (Bruno e Njar,
2007).

A CYP17 age duplamente catalisando a 17a-hidroxilagdo de pregnenolona e
progesterona em 17-hidroxipregnenolona e 17a-hidroxiprogesterona, respectivamente; e
catalisando a atividade da 17,20 liase, que promove a conversao da 17-hidroxipregnenolona
em dehidroepiandrosterona e da 17a-hidroxiprogesterona em androstenediona (Figura 4);
(Pinheiro e Clapauch, 2001; Kristensen e Borresen-Dale, 2000).

Ja a CYP19 converte os androgénios em estrogénios (androstenediona em estrona e
testosterona em estradiol); (Figura 4). A maior parte das reacdes catalisada pela CYP19
ocorre no ovario nas mulheres na pré-menopausa, na pos-menopausa, entretanto, a principal
fonte de estrogénio decorre da atividade desta enzima no tecido adiposo periférico (Miyoshi e
Noguchi, 2003).

Tanto a CYP17 como a CYP19 sdo expressas na mama e atuam na biossintese de

estrogénio local a partir de precursores circulantes (Salhab et al., 2006). Além disso, em
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pacientes com cancer de mama, a atividade da CYP19 no tecido adiposo da mama parece ser

uma importante fonte de estrogénio para o tumor (Mitrunen e Hirvonen, 2003).

Figura 4: Reagdes catalisadas pelas enzimas CYP17 e CYP19.
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Adaptado de Thompson e Ambrosone 2000

2.1. Polimorfismos genéticos da CYP17

O gene da CYP17 estd localizado no cromossomo 10024.3 e contém trés
polimorfismos descritos, sendo que apenas o polimorfismo de base tnica (SNP) na regido 5’
ndo traduzida (5’-UTR) vem sendo estudado (Sharp et al., 2004). Este polimorfismo envolve
uma transicéo de T para C, na regido promotora do gene, situada 34 bases antes (upstream) da

regi&o de inicio de traducdo (T*C ou polimorfismo MspAll), que cria um sitio adicional de
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ligacdo Sp-1 (CCACC box) no promotor (Carey et al., 1994). Acredita-se que a presenca
deste sitio adicional resulte em um aumento da expressdo da CYP17 e consequentemente um
aumento das concentracGes plasmaticas de estrogénio. Esta hipdtese foi reforgada por
Feigelson e colaboradores (1998) ao examinarem as concentraces de horménios plasmaticos
em 83 mulheres jovens nuliparas e os polimorfismos MspAll da CYP17. Os autores
verificaram que no 11° dia do ciclo menstrual, as concentracGes plasmaéticas de estradiol em
heterozigotas e homozigotas para o polimorfismo eram, respectivamente, 11 e 57% maiores
(p=0,04), quando comparado as mulheres com o genétipo selvagem (Feigelson et al., 1998).

Alguns estudos associaram o polimorfismo MspAll do gene CYP17 com um maior
risco de desenvolvimento de cancer de prostata (Wang et al., 2011; Kittles et al., 2001),
cancer de ovario (Garner et al., 2002), cancer de figado (Rossi et al., 2003), linfomas néo-
Hodgkin (Skibola et al., 2005 a; Skibola et al., 2005 b) cancer da vesicula biliar (Hou et al.,
2006), e com um menor risco de desenvolvimento de cancer de endométrio (Haiman et al.,
2001). Muitos destes achados s&o, todavia, controversos, necessitando serem melhor
investigados por ndo terem sido encontrada associacdo em outros estudos (Cai et al., 2012;
Ntais et al., 2003 — cancer de préstata; Goodman et al., 2001 — cancer de ovario; Yu et al.,
2001 — cancer de figado; Olson et al., 2008; Gaudet et al., 2008 — cancer de endométrio), ou
por representarem resultados de um Unico estudo como no caso do cancer da vesicula biliar.

O cancer de mama é sem duvida o cancer mais estudado em relacdo a susceptibilidade
gerada pelo polimorfismo MspAll do gene CYP17. Neste contexto, alguns estudos sugerem
que a presenca do polimorfismo MspAll seja um fator de risco para o cancer de mama
(Sangrajrang et al., 2009; Verla-Tebit et al., 2005; Bergman-Jungestrém et al., 1999),
entretanto, outros estudos ndo encontraram associagdo (Samson et al., 2009), principalmente
quando mulheres na pré e nas pos-menopausa foram analisadas em conjunto (Chen et al.,
2010; Mao et al., 2010; Antognelli et al., 2009; Sakoda et al., 2008; Chang et al., 2005;

Hefler et al., 2004, Ye et al., 2002).
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Um estudo com 109 casos de cancer de mama e 117 controles, todas com menos de 37
anos encontrou uma estimativa de risco aumentada desta neoplasia em mulheres com pelo
menos um alelo com o polimorfismo MspAll da CYP17 (OR 2,0; IC 95% 1,1-3,5), sugerindo
uma influéncia da CYP17 na carcinogénese da mama em mulheres jovens (Bergman-
Jungestrom et al., 1999). Um estudo caso-controle com mulheres na pré-menopausa
encontrou uma associagdo estatisticamente significativa somente em mulheres nuliparas
homozigotas para o polimorfismo da CYP17 (OR 2,12; IC 95% 1,04-4,32), (Verla-Tebit et
al., 2005). J& o caso-controle, com mulheres na pré-menopausa, de Sangrajrang e
colaboradores (2009) verificou um aumento do risco de cancer de mama somente em
mulheres heterozigotas (OR 1,62; IC 95% 1,02-2,58). Outro estudo caso-controle com
mulheres na pré-menopausa encontrou uma associagao positiva entre cancer de mama e uso
de contraceptivos orais ou idade avancada ao término da primeira gravidez e uma associacao
negativa entre esta neoplasia e a menarca em idade avancada apenas em mulheres que néao
possuiam o polimorfismo MspAll da CYP17. A ndo associagdo entre o cancer de mama e
fatores que influenciam a exposi¢cdo a hormoénios em mulheres com pelo menos um alelo
polimérfico sugere que o efeito destes fatores possa ser menos importante em mulheres
expostas a maiores concentrac@es de estrogénio enddgeno devido a uma maior expressdo de
CYP17 (portadoras do polimorfismo MspA1ll); (Ambrosone et al., 2003). Em mulheres na
pds-menopausa verificou-se um maior risco de desenvolvimento de cancer de mama quando o
efeito do alelo com o polimorfismo MspAll do gene CYP17 foi analisado em conjunto com o

efeito do indice de massa corporal (IMC), (OR 1,60; IC 95% 1,15-2,22), (Chen et al., 2008).

2.2. Polimorfismos genéticos da CYP19

O gene CYP19 esta localizado no cromossomo 15qg21.2 e € composto por 30 kb de

regido codificante (éxons 2 a 10) e 93 kb de sequéncias regulatorias que contém 10
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promotores especificos para regular a transcricdo em diferentes tecidos (Bulun et al., 2003).
Este gene ¢é altamente polimorfico, sendo que entre os muitos polimorfismos identificados,
apenas trés polimorfismos aparentemente podem alterar o splicing ou os niveis de RNA
mensageiro (MRNA) (Mitrunen e Hirvonen, 2003), e quatro sdo polimorfismos de base Unica
(SNP) néo sindnimos (Ma et al., 2005).

Os polimorfismos que aparentemente podem alterar o splicing ou 0s niveis de mMRNA
sdo: a repeti¢do de um tetranucleotideo [TTTA]n, uma delegdo de trés bases (A3 TCT) e uma
substituicdo C para T no éxon 10. A repeticdo do tetranucleotideo [TTTA]n esta localizada no
intron 4 e pode alterar o sitio de splicing do mRNA. Primeiramente foram descritos sete
diferentes alelos contendo de 7 (selvagem) a 13 repeticbes, mas um estudo caso-controle
realizado com mulheres brasileiras demonstrou que na nossa populacdo também existe uma
variante com 6 repeticGes. Além disso, este estudo verificou um maior risco de cancer de
mama nas mulheres portadoras do alelo [TTTA]10 (Ribeiro et al., 2006). O alelo [TTTA]10
também foi considerado um fator de rico para o cancer de mama em outro estudo caso-
controle (Baxter et al., 2001), em um estudo de coorte (Haiman et al., 2000) e em uma
metandlise (Dunning et al., 1999). Outros estudos demonstraram ainda um maior risco de
cancer de mama em portadoras dos alelos [TTTA]8 (Baxter et al., 2001), [TTTA]7 somente
para o cancer de mama receptor de estrogénio positivo (Miyoshi et al., 2003) e [TTTA]11 em
mulheres com histéria familiar de cancer (Ahsan et al., 2005). Entretanto, também existem
estudos que ndo encontram associagao entre o cancer de mama e nenhum dos alelos [TTTA]n
(Suspitsin et al., 2002).

A delecdo de trés bases (A3 TCT) esta localizada a aproximadamente 50 pares de
bases (bp) antes (upstream) do polimorfismo [TTTA]n e estd em desequilibrio de ligagdo com
o alelo [TTTA]7. Um estudo caso-controle com mulheres na p6s-menopausa demonstrou uma
reducdo nos niveis de estrona entre os controles com a delecdo TCT, mas ndo encontrou

associacdo entre este polimorfismo e o risco de cancer de mama (Dunning et al., 2004).
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A substituicdo C para T esta localizada em uma por¢éo ndo traduzida (3'-UTR) do
éxon 10, e foi associada com um aumento dos niveis de MRNA em tumores de mama e um
aumento do risco de cancer de mama (Kristensen et al., 2000). Entretanto, um risco mais
elevado, de desenvolvimento de cancer de mama né&o foi verificado em outro estudo caso-
controle (Haiman et al., 2002).

Os polimorfismos de base Gnica (SNPs) n&o sindnimos s&o: Met***Thr, que gera uma
enzima com menor atividade e possui menores niveis proteicos; Trp**Arg, que possui
menores niveis proteicos; Thr*®:Met, o qual aparentemente nio provoca mudangas na
atividade da enzima; e Arg®Cys, cujo efeito permanece contraditorio. Entre estes, o
polimorfismos Arg”®*Cys é o mais prevalente, com frequéncias maiores que 2,5% em todas as
populagdes analisadas (Ma et al., 2005).

A presenca de pelo menos um alelo com o polimorfismo Arg?**Cys foi associada a um
maior risco de cancer de mama (OR 1,5; IC 95% 1,1-2,2), especialmente em associa¢cdo com
o consumo de &lcool (OR 3,3; IC 95% 1,7-6,5; p de interacdo=0,04); (Lee et al., 2003 b).
Entretanto, a ocorréncia deste aumento no risco de cancer de mama decorrente da presenca do
polimorfismo Arg”®Cys precisa ser confirmada, j& que néo foi verificada em outros estudos

de caso-controle (Ma et al., 2010; Hu et al., 2007; Hefler et al., 2004).

3. NAD(P)H:QUINONA OXIDOREDUTASE 1 (NQO1)

A NAD(P)H:quinona oxidoredutase 1 (NQO1) é uma enzima chave envolvida na
defesa contra especies reativas de oxigénio (ROS) e na inibicdo da formacédo de neoplasias
(Nioi e Hayes, 2004). Ela é uma proteina dimérica, sendo cada uma das subunidades idénticas
composta por 273 amino&cidos e uma molécula de FAD ndo covalentemente ligada que é

essencial para a atividade catalitica (Faig et al., 2000).
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A funcdo mais conhecida da NQOL1 é a reducdo de quinonas enddgenas (incluindo
metabdlitos do estrogénio) e exdgenas e de seus derivados a hidrogquinonas, que s&o
geralmente menos toxicas. Esta reducdo utiliza o NADH ou o NADPH como cofatores e
envolve a adicdo de dois elétrons a estes compostos, em uma rea¢do de um Unico passo,
evitando assim, a formagdo de semiquinonas, que sdo geradas na reacdo de redugdo com
apenas um elétron, que € catalisada pelo citocromo P450 redutase. As semiquinonas sao,
geralmente, mais toxicas do que as quinonas devido a sua habilidade de reagir com o oxigénio
gerando ROS (Ross et al., 2000).

Um papel importante da NQO1 na inibicdo da formacgdo de neoplasias € a
estabilizacdo da proteina supressora de tumor p53, evitando a sua degradacdo. O modo mais
conhecido de degradacdo da p53 é através da sua interacdo com a proteina MDM2 que resulta
na ubiquitinacdo (ligacdo de ubiquitina a uma proteina, marcando-a para a destruicdo
proteolitica) e posterior degradacdo pelo proteassoma 26S. Entretanto, existem evidéncias que
sugerem que 0 modo mais comum de degradacdo da p53 é através do proteassoma 20S de
uma forma independente de ubiquitinacdo. A NQOL1 € capaz de interagir com a p53 e proteger
a sua degradacdo pelo proteassoma 20S (Tsvetkov et al., 2010). Aparentemente, a exposicao a
radiacdo ou a compostos quimicos leva a indugcdo da NQO1 que estabiliza a p53, podendo
levar a apoptose das células danificadas por estes fatores (Gong et al., 2007).

Outra fungdo proposta para a NQO1 € a manutencdo de alguns antioxidantes
endogenos em sua forma reduzida, que é a forma ativa destas moléculas. Os estudos in vitro
demonstraram que as ubiquinonas coenzimas Q (Bello et al., 2003; Landi et al., 1997) e o
alfa-tocoferol (Bello et al., 2003), que sdo importantes antioxidantes, sdo substratos da
NQOL1.

Verificou-se que a enzima NQO1 reduz o Fe(lll) a Fe(ll) por uma reacdo de reducao
de um elétron de um Fe(ll1) ou reduzindo dois Fe(lll) simultaneamente, isto &, uma reacdo de

dois elétrons. As reacdes de oxidacdo e reducéo do ferro sdo importantes mediadores do dano
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oxidativo, ndo estando ainda estabelecidas, entretanto, as implicagdes bioldgicas da reducédo
do ferro pela NQO1 (Onyenwoke e Wiegel, 2007).

Através do emprego da técnica de imunohistoquimica em tecidos humanos, verificou-
se a expressdao da NQO1 nos adipdcitos, no nervo 6tico, nos ganglios parassimpaticos, no
endotélio vascular e nos epitélios do sistema respiratdrio, dos ductos mamarios, do colon, do
foliculo tireoideano, da coOrnea e do cristalino. Apesar da importancia da NQO1 no
metabolismo de xenobidticos, ndo foi verificada uma elevada expressdo desta enzima no
figado humano. A expressdo da NQO1 também foi encontrada em tumores sélidos humanos
de mama, de tireoide, de ovério, de cdlon, da cornea, da glandula suprarrenal e de pulméao
(CPNPC); (Siegel e Ross, 2000). Essa expressao de NQO1 em tumores suporta a validade do
desenvolvimento de drogas anticancerigenas dependentes da NQOL, que precisam ser
reduzidas para a sua ativacao (Beall e Winski, 2000). Entre essas drogas estdo a mitomicina

C, a pB-lapachona e a tanespimicina (Siegel et al., 2012).

3.1. Polimorfismos genéticos da NQO1

O gene da NQO1l estd localizado no cromossomo 16¢g22 e contém muitos
polimorfismos de base Unica (SNP), entretanto apenas dois deles sdo polimorfismos nédo
sinénimos, C°®T e C**T (Chao et al., 2006).

O polimorfismo C**T, que codifica um triptofano no lugar de uma arginina da
proteina selvagem, leva a uma diminuicdo da atividade da NQO1 que pode variar de acordo
com o substrato analisado. A frequéncia deste polimorfismo na populagdo é muito baixa,
variando de ausente até 5% de acordo com o grupo étnico estudado (Ross et al., 2000).
Mesmo assim, um estudo caso-controle realizado no Japao investigou a associacdo deste

polimorfismo com o risco de leucemia linfoide (LLA) e leucemia mieléide (LMA) agudas na
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infancia, em 103 casos e 185 controles. O polimorfismo C*®T foi fortemente associado ao
risco de LLA nesta populagédo (OR 3,55; IC 95% 1,13-11,10), (Eguchi-Ishimae et al., 2005).

O polimorfismo C°®T resulta na substituicéo do aminoécido prolina por uma serina no
cédon 187 da proteina NQO1 (Pro®’Ser); (Traver et al., 1992). Esta variante resulta em uma
atividade da enzima extremamente baixa a indetectavel nas células de individuos homozigotos
(TT), e em uma atividade duas vezes menor nos heterozigotos (CT) quando comparado com a
forma selvagem (CC), de acordo com testes in vitro (Misra et al., 2000). Além disso, estudos
indicam que a variante polimoérfica € incapaz de estabilizar a proteina p53 (Asher et al.,
2002). Essas diferencas de atividade entre a NQO1 polimérfica e a selvagem podem ser, em
parte, devido a uma menor expressdo da proteina polimorfica, sugerindo uma instabilidade
proteica gerada por este polimorfismo (Misra et al., 2000).

O alelo ®®°T da NQOL1 j4 foi associado ao risco de leucemia aguda em adultos (Smith
et al., 2001), LLA em criancas (Krajinovic et al., 2002), cancer de esofago (Yanling et al.,
2013; Zhang et al., 2003), cancer gastrico (Yang et al., 2012), cancer de célon (Zhao et al.,
2012; Mitrou et al., 2007; Begleiter et al., 2006; van der Logt et al., 2006), cancer de bexiga
(Guo et al., 2012; Wang et al., 2008; Chao et al., 2006), e cancer de figado (Liu et al., 2013).

Em relagdo ao cancer de mama, dois estudos caso-controle em caucasianos
encontraram uma associagdo entre o homozigoto para o polimorfismo T e o risco de cancer
de mama. Um destes estudos encontrou uma OR = 3,68 (IC 95% 1,41-9,62), (Sarmanova et
al., 2004) e o outro estudo encontrou uma OR = 3,80 (IC 95% 1,73-8,34), (Menzel et al.,
2004). Entretanto, um estudo caso-controle aninhado da American Cancer Society Prevention
I1 Nutrition, nos Estados Unidos, com mulheres na pos-menopausa (Hong et al., 2007) e dois
estudos caso-controle realizados na China n&o encontraram associagdo estatisticamente
significativa entre o polimorfismo T da NQOL1 e o risco de cancer de mama (Fowke et al.,

2004; Fowke et al., 2003).
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1. JUSTIFICATIVA

Apesar da crescente atencdo no plano internacional para o estudo do cancer em
adolescentes e adultos jovens, ainda sdo relativamente poucos os estudos voltados para uma
caracterizacdo detalhada da distribuicdo das taxas de incidéncia e mortalidade por cancer em
jovens, bem como para a exploracdo dos aspectos bioldgicos desses tumores (Croucher et al.,
2009). Além disso, em relagdo ao cancer de mama, tém sido publicados relatos sugerindo um
aumento na incidéncia e na mortalidade por cancer de mama em mulheres jovens em
diferentes populac@es de varias partes do mundo, inclusive na regido sudeste do Brasil, sendo
pouco estudados os diversos fatores de risco ambientais e genéticos que poderiam estar
influenciando o aparecimento precoce deste cancer neste grupo etario.

Enquanto raras mutagdes nos genes supressores de tumor ou nos proto-oncogenes sdo
responsaveis por menos de 5% de todos os casos de cancer de mama (Stewart e Kleihues,
2003), as inimeras variantes dos genes de baixa penetrancia atuando em conjunto com fatores
de risco ambientais sdo, provavelmente, responsaveis por uma parcela muito mais elevada do
namero de casos deste tipo de tumor.

A exposicdo aos estrogenos representa um dos fatores de risco mais importantes para o
cancer de mama. A biossintese e metabolizacdo dos estrdgenos envolvem uma série de passos
enzimaticos regulados por diferentes genes, para o0s quais foram descritos alguns
polimorfismos que podem estar associados a um aumento do risco para o0 cancer de mama.
Entre estes encontram-se a CYP17 e a CYP19, que estdo envolvidas na sintese de estrogénio, e
a NQO1 envolvida na metabolizagdo de quinonas exdgenas ou geradas a partir da
metabolizacdo do estrogénio e em outros mecanismos de protecdo a formacéo de neoplasias.

Em vista da auséncia de dados sobre a distribuicdo do cancer em adultos jovens
brasileiros, do possivel aumento das taxas de incidéncia de cancer de mama em mulheres

brasileiras jovens e das informacGes limitadas disponiveis sobre os polimorfismos genéticos
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associados ao desenvolvimento de cancer de mama nestas mulheres, este trabalho tem como
objetivo caracterizar a distribuicdo epidemioldgica do cancer em adultos jovens no Brasil,
com énfase no cancer de mama feminino, e determinar a magnitude de associagdo entre
polimorfismos genéticos nos genes CYP17, CYP19 e NQOL e a ocorréncia de cancer de mama

em mulheres jovens.
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1. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a distribuicdo epidemiolégica do cancer em adultos jovens no Brasil com
énfase no céncer de mama feminino e determinar a magnitude de associacdo entre
polimorfismos genéticos nos genes CYP17, CYP19 e NQOL e a ocorréncia de cancer de mama

em mulheres jovens.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar uma anélise exploratéria sobre a distribuicdo da incidéncia, da morbidade

hospitalar e da mortalidade por cancer em adultos jovens (20-24 anos) no Brasil.

2. Realizar uma analise exploratdria sobre a distribuicdo da incidéncia e da mortalidade
por cancer de mama em mulheres menores de 50 anos durante as Ultimas décadas no

Brasil.

3. Determinar a magnitude de associacdo entre os polimorfismos genéticos MspAll do
gene CYP17, Arg®®*Cys do gene CYP19 e C®T do gene NQOL1 e a ocorréncia de
cancer de mama em mulheres menores de 36 anos, em um estudo de caso-controle na

cidade do Rio de Janeiro.
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IV. METODOLOGIA

Para se alcancar os objetivos propostos, esta tese foi composta por trés artigos

cientificos, cada um dos quais sendo desenvolvidos com metodologia prépria, a saber:

e Cancer incidence, hospital morbidity, and mortality in young adults in Brazil.

¢ Incidéncia e mortalidade por cancer de mama em mulheres menores de 50 anos no

Brasil.

e CYP17, CYP19, and NQO1 genetic polymorphisms and breast cancer susceptibility in

young women in Brazil.
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Abstract

There are still relatively few studies in the world on cancer incidence and mortality in young
adults. The current study aimed to explore cancer distribution in young adults in Brazil. A
descriptive study was conducted on cancer incidence (selected State capitals), hospital
morbidity, and mortality (Brazil and selected capitals) in the 20-24-year age strata in 2000-
2002, and trends in cancer mortality rates in Brazil in 1980-2008 in the same population.
Testicular cancer was the principal anatomical site in young adult males; in young adult
women, the main sites were thyroid, uterine cervix, and Hodgkin disease. Brain cancer was
the principal cause of death from cancer in both sexes, and time trends in mortality showed an
increase in mortality from brain cancer in men and from lymphocytic leukemia in both sexes.
As a whole, the results show an epidemiological pattern of cancer in young adults with

regional distribution characteristics.

Keywords: Neoplams; Young Adult; Morbidity; Mortality
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Resumo

No mundo, ainda séo relativamente poucos os estudos sobre a incidéncia e mortalidade por
cancer em adultos jovens. O objetivo foi explorar a distribuigdo de cancer em adultos jovens
no Brasil. Foi realizado um estudo descritivo da incidéncia (capitais selecionadas), da
morbidade hospitalar e da mortalidade (Brasil e capitais selecionadas) por cancer aos 20-24
anos, no periodo de 2000-2002, e da evolucdo das taxas de mortalidade por cancer no Brasil
no periodo de 1980-2008, na mesma populacdo. O céncer de testiculo foi a principal
localizacdo anatdmica em homens; e as neoplasias da glandula tireoide, do colo de Utero e a
doenca de Hodgkin nas mulheres. O cancer de encéfalo foi a principal causa de 6bito por
cancer em ambos os sexos, e a tendéncia temporal da mortalidade mostra um aumento da
mortalidade por cancer de encéfalo em homens e pela leucemia linfoide em ambos 0s sexos.
Em conjunto, os resultados apresentados retratam um padrdo epidemioldgico de cancer em

adultos jovens no Brasil com caracteristicas regionais de distribuicao.

Palavras chaves: Neoplasias; Adulto Jovem; Morbidade; Mortalidade
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Introduction

After years of studies on the distribution of neoplasms in children and adults,
increasing international research has focused on cancer in adolescents and young adults .
However, there are still relatively few studies with a detailed characterization of the
distribution of cancer incidence and mortality rates in young people or which explore the
biological characteristics of these tumors 2.

The current interest in cancer in young adults is due partly to the limited progress in
oncologic treatment in this age group as compared to children or older adults. Some cancers
frequently show worse survival in adolescents (15-19 years) and young adults (20-24 years)
as compared to other age strata. These include breast cancer, colorectal cancer, soft tissue

sarcoma, non-Hodgkin lymphoma, and leukemia *

. One possible explanation for this
heterogeneity is that most therapies administered to adolescents and young adults were
derived from therapies originally designed for other age brackets, besides the relative lack of
clinical trials and studies with tumor samples from these patients. This scenario may have led
to a lack of opportunities for exploring and discovering potential biological differences
between tumors in adolescents and young adults and those in other age groups *. In addition,
cancer in young people is associated with a particularly significant emotional burden, and it is
often difficult for young people to accept treatments that jeopardize their independence or that
may have lasting effects on their body image and fertility >°.

Most neoplasms currently diagnosed in young adults lack known genetic or
environmental risk factors. Most of these neoplasms are known to consist of sporadic tumors,
that is, they affect individuals without a family history of cancer clusters. This age stratum

rarely involves inherited cancer syndromes, i.e., those in which individuals have a high

lifetime risk of developing a neoplasm .
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The objective of this study was to conduct an exploratory analysis of the distribution

of cancer incidence, hospital morbidity, and mortality in young adults in Brazil.

Material and methods

Study design

A descriptive study was conducted on the distribution of cancer incidence rates (in selected
cities), hospital morbidity, and mortality (in Brazil as a whole and in selected cities) in young
adults (20-24 years) in Brazil according to gender from 2000 to 2002. A descriptive study was
also performed on cancer mortality rates by gender in young Brazilians in the same age

bracket from 1980 to 2008.

Analysis of incidence
Incidence data on cancer were obtained from population-based cancer registries (Instituto
Nacional de Céncer. http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/estatisticas/site/home/rcbp/,
accessed on 01/Jan/2011) for Brazilian State capitals that maintained such registries and that
met the following data quality criteria: microscopic verification (histological, cytological, or
hematological examination) in more than 75% of cases; fewer than 20% of cases only
reported by death certificate; fewer than 5% of malignant neoplasms without specification of
site (C80); and fewer than 15% of cases with the patient’s age missing ®. The study thus
included and analyzed cancer incidence for the populations of Sdo Paulo, Porto Alegre (Rio
Grande do Sul State), Jodo Pessoa (Paraiba), Goiania (Goias), Fortaleza (Ceara), Cuiaba
(Mato Grosso), Belo Horizonte (Minas Gerais), and Aracaju (Sergipe).

Cancer incidence rates were calculated for 2000-2002. This period was chosen

because it was the only one in which all the data were available from the population-based
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cancer registries. Cancer incidence rates were calculated for all sites except non-melanoma

skin cancer and for the principal sites in the State capitals, for both males and females.

Analysis of hospital morbidity

To estimate the impact of cancer as the cause of illness, the study calculated the proportions
of hospital admissions for cancer in patients 20 to 24 years of age according to gender for the
period 2000-2002, in the same cities wherein incidence rates were analyzed and for Brazil as
a whole. Hospital morbidity data were obtained from the database of the Unified National
Health System’s Information Technology Department, (DATASUS.
http://www?2.datasus.gov.br/ DATASUS/index.php?area=02, accessed on 01/Jan/2011). The
proportions of hospital admissions due to cancer were calculated using as the denominator all
admissions in the National Health System (excluding childbirth and postpartum) in the same

age bracket and according to gender.

Analysis of mortality

Mortality data (1980-2008) were obtained from the database of the Unified National Health
System’s Information Technology Department (DATASUS.http://www2.datasus.gov.br/
DATASUS/index.php?area=02, accessed on 01/Jan/2011) in the same cities wherein
incidence rates were analyzed and for Brazil as a whole. Mortality rates were calculated
according to gender for 2000-2002. This period was chosen because it was the same used to
analyze incidence, thus allowing comparison of the two indicators (mortality and incidence).
Mortality rates were presented for all tumor sites, in addition to the mortality rates for the sites
with the highest rates in Brazil as a whole and in the selected cities. Cancer was also ranked in
comparison to other causes of death (chapters in the International Classification of Diseases,

10th Revision — ICD-10).
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Distributions of mortality rates from cancer for all sites and for the sites with the
highest mortality rates in Brazil, by gender, were explored for the period 1980-2008. Poisson
(log) regression was used for this purpose, with mortality rate (per 100,000) as the dependent
variable, centralized calendar year as the independent variable, and assuming continuous
variance throughout the target period. The study used Joinpoint 3.5.2 (http://www.cancer.org)

to calculate the average annual percent change (AAPC) in the respective distributions.

Population data

The populations of men and women living in Brazil and in each selected city were obtained
from DATASUS based on the population censuses from 1980, 1991, and 2000, the 1996
count, and inter-census projections (1981-2009). These populations were used in calculating

the incidence and mortality rates for each gender.

Results

Incidence

Table 1 shows the absolute distribution and incidence rates for cancer for 2000-2002
in men 20-24 years of age in the selected Brazilian State capitals. The highest incidence rate
for all sites except non-melanoma skin cancer was observed in Porto Alegre (42.0
cases/100,000), followed by Sao Paulo (32.1/100,000) and Cuiaba (31.2/100,000). Aracaju
(21.0/100,000), Goiania (20.7/100,000), Belo Horizonte (20.3/100,000), and Fortaleza
(20.3/100,000) showed intermediate rates, while Jodo Pessoa presented the lowest rate
(13.7/100,000).

The main cancer site in young men during this period was testicular cancer, the tumor
site with the highest incidence rate in the cities of Porto Alegre (10.9 cases/100,000), S&o

Paulo (4.3/100,000), Belo Horizonte (4.1/100,000), and Goiania (2.8/100,000). In Cuiaba
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(2.6/100,000) and Aracaju (2.8/100,000), testicular cancer was the second leading site for
cancer incidence among 20-24-year-old males.

For non-Hodgkin lymphoma, the highest incidence rate in this period was seen in Jodo
Pessoa (4.6 cases/100,000), where it was the leading cause of cancer in men, followed by
Belo Horizonte (3.2/100,000), Séo Paulo (2.8/100,000), Fortaleza (2.6/100,000), and Porto
Alegre (2.2/100,000).

In men, tumors of bones and articular cartilage comprised the main site in Cuiaba (6.5
cases/100,000) and Aracaju (5.6/100,000) and one of the principal sites in Goiénia
(2.8/100,000). Meanwhile, brain cancer was the tumor site with the highest incidence rate in
Fortaleza (3.6/100,000) and presenting similar rate in Porto Alegre (3.3/100,000).

For women 20 to 24 years of age, Sdo Paulo showed the highest cancer incidence rate
(for all sites except non-melanoma skin cancer) in the selected cities (36.1/100,000). In the
other cities, the rates were as follows in decreasing order: 35.2/100,000 in Cuiaba,
32.8/100,000 in Aracaju, 30.9/100,000 in Porto Alegre, 25.2/100,000 in Goiania,
23.9/100,000 in Fortaleza, and 22.6/100,000 in Belo Horizonte. Jodo Pessoa showed the
lowest incidence rate in females during the target period (15.2/100,000) (Table 2).

Cancer of the thyroid was the main site in women de 20 to 24 years of age in five of
the eight selected cities: Aracaju (6.1/100,000), S&o Paulo (6.0/100,000), Jodo Pessoa
(4.1/100,000), Cuiaba (3.6/100,000), and Fortaleza (3.1/100,000).

For cancer of the uterine cervix, Aracaju showed the highest incidence rate (6.1
cases/100,000); together with thyroid cancer, it was the site with the highest incidence rate in
women in this city. The next highest incidences rates for cervical cancer were observed in S&o
Paulo (4.8/100,000), Porto Alegre (2.6/100,000), Cuiabd (2.4/100,000), Goiania

(2.1/100,000), Jodo Pessoa (2.0/100,000), and Fortaleza (1.7/100,000).
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Hodgkin disease was the most common site in young women in Porto Alegre (6.3
cases/100,000), Belo Horizonte (3.8/100,000), and Fortaleza (3.1/100,000), but also with high
rates in the other cities, except Goiania (1.5/100,000).

For brain cancer, Aracaju showed the highest incidence rate (4.9/100,000), followed
by Porto Alegre (3.1/100,000). The other cities showed moderate or low rates.

Non-Hodgkin lymphoma was the most common site in young women in Goiania,
3.1/100,000, the same rate as observed in Porto Alegre and similar to that in Belo Horizonte
(2.8/100,000). Breast cancer showed the highest incidence rate in Cuiaba (3.6/100,000),
where it was the leading tumor site in young women, followed by Goiania (2.6/100,000) and

Aracaju (2.4/100,000).

Hospital morbidity

Analysis of hospital admissions of young people (20-24 years) in the Brazilian
National Health System in 2000-2002 showed that cancer (ICD-10 chapter Il, excluding
benign tumors and nonmelanoma skin cancer) was the 12th cause of hospitalization in men
and the 8th cause in women.

In men, cancer accounted for 2% of all admissions, as compared to 24% for injuries,
poisoning, and other consequences of external causes, which were the leading cause of
hospitalization. The proportions of other causes of hospitalization in men were 13% for
diseases of the digestive system, 12% for diseases of the respiratory system, 10% for mental
and behavioral disorders, 9% for infectious and parasitic diseases, 6% for diseases of the
genitourinary system, 5% for diseases of the musculoskeletal system and connective tissue,
3% for diseases of the circulatory system, 3% for diseases of the skin, 3% for diseases of the
subcutaneous system, and 2% for diseases of the nervous system.

In women, excluding childbirth and postpartum, hospital admissions due to cancer

accounted for 3% of all admissions, while the leading cause of admission was diseases of the
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genitourinary system (24% of all admissions). The proportions of other causes of
hospitalization were 15% for diseases of the digestive system, 13% for diseases of the
respiratory system, 10% for infectious and parasitic diseases, 6% for diseases of the
circulatory system, 6% for injuries, poisoning, and other consequences of external causes, and
4% for mental and behavior disorders.

Cancer was the 8th cause of hospitalization in men 20-24 years of age in Porto Alegre
(3% of all admissions), the 10" cause in Cuiaba (3%), 11" in Jodo Pessoa (2%), Aracaju
(2%), Fortaleza (3%), and Goiania (2%), 12th in S&o Paulo (2%), and 13" in Belo Horizonte
(2%). In women of the same age bracket, cancer was the 7™ cause of hospitalization in Cuiaba
(4%), 8" in Porto Alegre (4%), 10" in Aracaju (3%), and 11" in Goiania (2%), Fortaleza
(3%), Belo Horizonte (3%), and Sao Paulo (4%), excluding hospital admissions for childbirth

and postpartum.

Mortality

Among the ICD-10 chapters, cancer (chapter Il, excluding benign tumors) was the 4th
cause of death in men 20 to 24 years of age in Brazil in 2000-2002, with 7.2 deaths per
100,000 men, next only to external causes (213.5/100,000), abnormal symptoms, signs, and
clinical and laboratory findings not otherwise specified (13.3/100,000), and infectious and
parasitic diseases (9.0/100,000). In women 20-24 years of age, during the same period, cancer
was the 5™ cause of death (5.3/100,000 women), next to external causes (20.9/100,000),
abnormal symptoms, signs, and clinical and laboratory findings not otherwise specified
(6.2/100,000), infectious and parasitic diseases (5.9/100,000) and diseases of the circulatory
system (5.4/100,000).

In relation to the selected cities, cancer was the 2" cause of death among men 20-24
years of age in Sdo Paulo (9.5/100,000), Goiania (9.0/100,000), and Belo Horizonte

(7.4/100,000, together with infectious and parasitic diseases, diseases of the circulatory
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system, and diseases of respiratory system). Cancer was the 3" cause of death in Porto Alegre
(12.0/100,000) and 5™ in Fortaleza (7.5/100,000), Jo&o Pessoa (6.8/100,000, together with
diseases of the circulatory system), Cuiaba (5.2/100,000, together with diseases of the nervous
system and of the circulatory system), and Aracaju (4.2/100,000, together with diseases of the
blood and hematopoietic organs and certain immune disorders and diseases of the nervous
system, respiratory system, and digestive system).

In women 20-24 years of age, cancer was the 2" cause of death in S&o Paulo
(6.0/100,000), Goiania (6.7/100,000, together with diseases of the circulatory system), and
Aracaju (9.7/100,000), the 3™ cause of death in Porto Alegre (8.9/100,000), Fortaleza
(7.1/100,000), Cuiaba (9.7/100,000), and Belo Horizonte (4.1/100,000), and the 4™ cause in
Jodo Pessoa (3.0/100,000, together with diseases of the respiratory system and digestive
system).

Table 3 shows the mortality rates from cancer in 2000-2002 in men 20-24 years of age
in Brazil and in the selected State capitals. Brain cancer showed the highest mortality rate
from cancer (0.8 deaths/100,000), followed by neoplasms of the bones and articular cartilage
(0.8/100,000), lymphocytic leukemia (0.7/100,000), myeloid leukemia (0.7/100,000), non-
Hodgkin lymphoma (0.6/100,000), and testicular cancer (0.4/100,000).

In relation to brain cancer, Porto Alegre showed the highest mortality rate
(2.2/100,000), followed by Fortaleza (2.0/100,000) and Aracaju (1.4/100,000). Porto Alegre
also showed the highest mortality rate from tumors of the bones and articular cartilage
(2.2/100,000), followed by Goiania (1.7/100,000) and Belo Horizonte (1.2/100,000).

Lymphocytic leukemia showed the highest mortality rate in Belo Horizonte
(1.2/100,000) and similar rates in Sdo Paulo and Jodo Pessoa (1.1/100,000). As for myeloid
leukemia, Jodo Pessoa showed the highest rate (3.4/100,000), more than double the rate in

some other cities (Sdo Paulo 1.5/100,000; Cuiaba 1.3/100,000). Goiania showed the highest
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mortality rate from non-Hodgkin lymphoma (1.1/100,000), while Aracaju showed the highest
mortality rate from testicular cancer (1.4/100,000).

Table 4 shows the absolute distribution of deaths and mortality rates from cancer in
women 20-24 years of age in Brazil and in the selected State capitals in 2000-2002. As with
men, brain cancer showed the highest mortality rate from cancer in females (0.7
deaths/100,000). Mortality rates from cancer in other tumor sites, in decreasing order, were:
myeloid leukemia (0.6/100,000), non-Hodgkin lymphoma (0.3/100,000), cancer of the bones
and articular cartilage (0.3/100,000), and lymphocytic leukemia (0.3/100,000).

Brain cancer showed the highest mortality rate in Porto Alegre (2.6/100,000), followed
by Aracaju (2.4/100,000) and Fortaleza (2.3/100,000). The highest mortality rates from
myeloid leukemia were in Cuiab4a and Aracaju (1.2/100,000), followed by Porto Alegre
(1.0/100,000) and Séao Paulo (0.9/100,000).

Non-Hodgkin lymphoma showed the highest mortality rate in Porto Alegre
(1.0/100,000), tumors of the bones and articular cartilage in Jodo Pessoa (1.0/100,000), and
lymphocytic leukemia in Aracaju (2.4/100,000).

Table 5 shows the analysis of trends in mortality rates for men and women 20 to 24
years of age in Brazil for the periods 1980-2008 and 1999- 2008.

In young men, there was a slight increase in the mortality rate from all forms of cancer
in 1999-2008 (AAPC: 0.9; 95%CI: 0.4; 1.4), while in young women the mortality rates from
all cancers remained stable. The same period also witnessed an increase in mortality rates
from brain cancer in young men (AAPC: 6.9; 95%CI: 3.0; 11.0), and a stable rate trend in
women.

As for mortality rates from lymphocytic leukemia, there was an increase during both
periods in both genders, slightly higher in women (AAPC: 1.5; 95%CI: 0.2; 2.8) as compared

to men (AAPC: 1.3; 95%CI: 0.3; 2.2). The mortality rates from cancer of the bones and
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articular cartilage and from myeloid leukemia remained stable in both young men and women

during both periods.

Discussion

To our knowledge, this study was the first attempt at an analysis of the
epidemiological distribution (incidence, hospital morbidity, and mortality) of cancer in young
adults (20-24 years of age) in Brazil. Characterization of incidence rates was based on data
from eight population-based cancer registries from Brazilian State capitals, selected according
to internationally recommended data quality criteria. This strategy was used due to the
absence of nationwide data and to allow the characterization of regional patterns in the
distribution of cancer incidence rates in the selected age stratum. Morbidity and mortality
rates used data available in the Information Technology Department of the Brazilian Unified
National Health System (DATASUS) for the entire country, as well as broken down for the
selected State capitals according to incidence, thus allowing comparisons between these
indicators (incidence, hospital morbidity, and mortality). In addition, the trends in the rates
were only analyzed with national data, due to the limited number of years in which the
population based cancer registries have been in operation and the large number of years with
no deaths reported in the selected cities, making it impossible to conduct statistical analyses
for the incidence and mortality data.

Testicular cancer was the principal anatomical site among Brazilian men 20 to 24
years of age. Among women in the same age stratum, neoplasms of the thyroid and uterine
cervix and Hodgkin disease were the most frequent.

The study revealed distinct regional distribution patterns in the incidence rates for
testicular and cervical cancer. While testicular cancer showed high rates in the State capitals

in the South of Brazil, intermediate rates in the Southeast, and lower rates in the Central-West
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and Northeast, the distribution was the opposite for cervical cancer, with the highest rates
both in a State capital from the Northeast and from the Southeast.

A comparison of incidence rates for these tumors in populations of the same age
stratum in other countries shows that for testicular cancer, Porto Alegre (10.9/100,000)
presented an incidence rate similar to the highest reported international rates, as in the
Southern Netherlands (9.7/100,000 in 1993-1999) ° and in white males in the United States
(9.4/100,000 in 1995-1999) *°. Sao Paulo showed an intermediate incidence rate (4.3/100,000
in 1999-2004), similar to the North of England (4.5/100,000 in 1968-1997) ™, while the other
selected Brazilian cities displayed low incidence rates, relatively similar to black males in the
United States (1.3/100,000 in 1995-1999) *°.

Lacerda et al. '? analyzed trends in the incidence rates of testicular cancer in two
periods (1967-1976 and 1987-1996) in men 20-24 years of age in eight cities in Canada,
Israel, Japan, Denmark, Finland, Norway, Sweden, and England and found an increase in
incidence rates in all the selected populations. The populations in Finland, Israel, Norway,
Sweden, and Canada showed an increase of more than 100% between the two periods, while
those of Japan, Denmark, and England increased by around 50%, suggesting that exposure to
environmental factors in recent decades may be associated with the change in the distribution
pattern of the disease.

As for cancer of the uterine cervix, the incidence rates in some Brazilian State capitals
such as Aracaju, Sdo Paulo, and Porto Alegre were higher than in developed countries. The
other selected Brazilian cities showed intermediate rates, similar to international rates. Thus,
while the United States had a rate of 2.6/100,000 in 1992-1997 ** and the North of England
had 2.1/100,000 in 1968-1997 ™, similar to Cuiab4 (2.4/100,000) and Goiania (2.1/100,000),
the rates were higher in Aracaju (6.1/100,000) and Séo Paulo (4.8/100,000).

In summary, testicular cancer rates in developed countries tend to be similar to those

in the State capitals in the South and Southeast of Brazil, while incidence rates for cervical
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cancer in the developed countries tend to be lower than those observed in Brazil. However,
these data should be analyzed with caution due to the differences between periods analyzed in
each country.

Observational studies estimate that early detection of precursor lesions of cervical
cancer by Pap smear screening combined with effective treatment of detected lesions can
reduce cervical cancer incidence by as much as 90% in the general population (while this
reduction is somewhat smaller in younger women). However, such results are only achieved
with high screening coverage (approximately 80%) and testing conducted according to
recommended quality guidelines **. According to information from the Pact for Health
(DATASUS. Pacto pela Satde, 2010/2011. http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/dh.exe?pacto/
2010/cnv/pactbr.def, accessed on 01/Jan/2011), during 2007-2010 this target was not reached
in any of the eight cities selected for the current study. The best coverage for Pap smear
screening among women in the 25-59 years of age in these cities was in Jodo Pessoa in 2007-
2009, but with coverage of only 23% of the target population. Coverage was even lower (only
3% of the target population in 2007) in Aracaju, the city with the highest cervical cancer
incidence rate in the 20-24-year stratum (6.1/100,000) among the selected cities, highlighting
that greater investments and reorganization of public health care services could have an
impact on this adverse reality.

As for thyroid cancer, much higher incidence rates were observed in the selected
Brazilian cities than expected for this age stratum. A comparison of thyroid cancer incidence
rates in the selected Brazilian cities with those in 20-24-year-old adults in other countries
shows that while the rates in Brazilian men ranged from 0.7 to 2.8/100,000, the rate was
1.0/100,000 in the United States in 1992- 1997 ** and 0.3/100,000 in the North of England in
1968-1997 **. For women 20 to 24 years of age, the incidence rate in the United States in

1992-1997 (5.7/100,000) ** was similar to the rates in Aracaju (6.1/100,000) and Sdo Paulo
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(6.0 /100,000), while the rate in the North of England was only 1.0/100,000 women in 1968-
1997 ',

An indicator used to analyze cancer distribution in the Brazilian national population
and in the selected cities was the proportion of hospital admissions due to cancer in the
Brazilian Unified National Health System (SUS). Unlike mortality, which is a single event,
hospitalization can occur several times in the same patient, or only once in others. In addition,
although cancer is a serious disease requiring medical attention, a certain proportion of
patients may not have been diagnosed as such (e.g., leukemia) or may not have had access to
oncologic care, with both situations leading to underreporting of cases. Although these
limitations mean that the hospital admissions rate for cancer differs from the incidence rate,
the proportion of hospital admissions for a given disease in relation to total hospitalizations in
a given age stratum allows comparison of the distribution of diseases between different
populations.

This analysis revealed that the percentage of admissions for cancer in 2000-2002 was
relatively similar in men and women, both in Brazil as a whole and in the selected cities.
However, the data refer only to hospital admissions in the SUS (public hospitals or private
hospitals outsourced by the public system), meaning that any attempt at inference on the
population’s cancer profile should be made with caution.

Although brain cancer did not show extremely high incidence rates in men and women
20 to 24 years of age, it was the leading cause of death from cancer in this age bracket in both
sexes. This same pattern has been described elsewhere in the world. Although brain cancer is
not very frequent, it contributes significantly to mortality, since it generally entails a poor
prognosis. The most common histopathological type of primary brain tumor, glioblastoma, is
considered surgically incurable and displays marked resistance to radiotherapy and
chemotherapy, leading to a three-year survival of only 3% *°. However, the mortality rates

from brain cancer in young adults (20-24 years) in Brazil are slightly higher than in the same
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age stratum in the United States, especially in women. While the brain cancer mortality rate in
Brazil was 0.8/100,000 in men and 0.7/100,000 in women in 2000-2002, mortality rates from
cancer of the brain and nervous system in the United States in 2000- 2004 were 0.67/100,000
in men and 0.46/100,000 in women (National Cancer Institute. Cancer mortality maps.
http://ratecalc.cancer.gov/, accessed on 01/Feb/2012).

Unfortunately, the literature on the distribution of cancer incidence and mortality in
the 20-24-year age stratum is still extremely limited, not only in Brazil, but elsewhere in the
world, thus hindering comparisons of Brazil’s epidemiological indicators with those of other
countries.

Analysis of trends in mortality rates in young adults (20-24 years) in Brazil showed a
slight increase in all cancer sites and a marked rise in brain cancer, both in males and in the
period from 1999 to 2008. There was also an increase in lymphocytic leukemia in both sexes
from 1980 to 2008 and from 1999 to 2008. Meanwhile, mortality rates from bone and joint
cancer and myeloid leukemia remained stable in both sexes during the two target periods. The
data suggest that the observed increases in brain cancer and lymphocytic leukemia may
actually represent real increases and not merely the result of improved reporting of mortality
data in the country. Importantly, this rise in mortality from lymphocytic leukemia contrasts
with the downward trend in mortality rates from leukemia as a whole in individuals under 15
years of age in Brazil *°.

Several studies have analyzed the under use of mortality data in Brazil, due not only to
the data’s limitations but also to the unjustified belief that such limitations would definitively
compromise any result potentially derived from them *’. The limitations of mortality data are
related to coverage and the reliability of data completion in death certificates, especially in the
poorer regions of the country. However, studies in Brazil have evaluated the reliability and
validity of death certificates for cancer patients by comparing the reported and true causes of

death, indicating the presence of high reliability 4.
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Another limitation to our study relates to cancer incidence data. The lack of
implementation of standardized data collection protocols has led to heterogeneity in data
coverage and quality. Additionally, the periods with available data differ between the
population-based cancer registries, and in some cases such periods are very short. To
minimize the limitation caused by the quality of incidence data, the cancer registries used in
this study were selected on the basis of internationally accepted data quality criteria ®.

As a whole, the results presented here portray an epidemiological pattern of cancer in
young adults in Brazil with some specific characteristics of regional distribution. The latter
reveal a pattern with some similarities in incidence (as in testicular cancer) and heterogeneity
(cervical cancer and thyroid cancer) in relation to those reported in developed countries.
Importantly, the study indicates the lack of a decline in mortality from various cancers in
young adults in Brazil in last three decades and an increase in mortality from brain cancer and
especially lymphocytic leukemia. This highlights the need to conduct survival studies on
cancer in young Brazilian adults, as well as studies with tumor samples, exploring the
biological characteristics of these neoplasms and studies on the special needs of the

population group that develops this disease.
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Table 1: Cancer incidence in main anatomical sites in selected cities, males, 20-24 years, Brazil, 2000-2002.

S&@o Paulo Porto Alegre Jodo Pessoa Goidnia Fortaleza Cuiabd Belo Horizonte  Aracaju
Type of cancer (ICD-10)

n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate

Total * 481 321 77 420 12 13,7 37 207 62 203 24 312 69 20.3 15 210
Testis (C62) 65 4.3* 20 10,9* 0 0,0 5 28+ 7 23 2 26 14 4.1* 2 28
Non-Hodgkin lymphoma (C82, C83, C85) 42 28 4 2,2 4 4,6* 2 11 8 26 0 00 11 3.2 1 14
Hodgkin disease (C81) 41 27 6 3.3 0 0.0 4 22 6 20 1 13 8 2.4 1 14

Bones and articular cartilage (C40, C41) 38 25 6 3.3 1 1.1 5 28 3 10 5 65 6 1.8 4 5.6*
Brain (C71) 31 21 6 3.3 0 0.0 4 22 11 36* 1 13 1 0.3 2 28
Myeloid leukemia (C92) 27 18 1 0.6 1 1.1 3 17 3 10 2 26 2 0.6 0 00
Lymphocytic leukemia (C91) 22 15 4 22 0 00 0 00 3 10 2 26 4 1.2 1 14
Connective tissue and other soft tissues (C49) 19 1.3 4 2.2 0 0.0 2 11 3 10 1 13 6 1.8 0 00
Thyroid gland (C73) 17 11 5 2.7 2 2.3 0 00 2 06 1 13 O 0.0 2 28
Colon (C18) 11 07 O 0.0 0 0.0 2 11 3 10 0 00 O 0.0 1 14
Melanoma (C43) 11 07 5 2.7 1 1.1 1 06 1 03 0 00 1 0.3 0 00
Stomach (C16) 11 07 1 0.6 0 0.0 1 06 1 03 1 13 2 0.6 0 00
Leukemia, cell type unspecified (C95) 11 07 O 0.0 0 0.0 1 06 1 03 1 13 1 0.3 0 00
Bronchi and lungs (C34) 6 04 1 0.6 0 0.0 2 11 0 00 0 00 O 0.0 1 14

ICD-10: International Classification of Diseases, 10th Revision.
* Excludes non-melanoma skin cancer; ** Highest incidence
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Table 2: Cancer incidence and number of cases in main anatomical sites in selected cities, females, 20-24 years, Brazil, 2000-2002.

S&@o Paulo Porto Alegre Jodo Pessoa Goidnia Fortaleza Cuiabd Belo Horizonte  Aracaju
Type of cancer (ICD-10)

n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate
Total** 575 36.1 59 30.9 15 152 49 252 84 239 29 352 82 22.6 27 32.8
Thyroid gland (C73) 9%5 6.0 4 2.1 4 4.1* 0 00 11 31 3 36* 6 1.7 5 6.1*
Uterine cervix (C53) 77 48 5 2.6 2 2.0 4 21 6 17 2 24 0 0 5 6.1*
Hodgkin disease (C81) 47 30 12 6.3* 3 3.0 3 15 11 31* 2 24 14 3.9* 2 24
Ovary (C56) 35 22 1 05 1 10 0 00 7 20 3 36* 3 0.8 2 24
Myeloid leukemia (C92) 31 19 1 05 1 10 4 21 3 09 1 12 5 1.4 0 00
Brain (C71) 24 15 6 3.1 2 2.0 4 20 8 23 1 12 5 1.4 4 49
Non-Hodgkin lymphoma (C82, C83, C85) 24 15 6 3.1 0 0.0 6 31 7 20 0 00 10 2.8 1 12
Bones and articular cartilage (C40, C41) 21 13 O 0.0 0 0.0 4 21 2 06 2 24 10 2.6 2 24
Connective tissue and other soft tissues (C49) 19 12 3 1.6 0 0.0 5 26 2 06 1 12 3 0.8 1 12
Lymphocytic leukemia (C91) 17 11 0 0.0 0 0.0 3 15 2 06 1 12 1 0.3 1 12
Breast (C50) 15 09 3 1.6 1 1.0 5 26 6 17 3 36* 5 14 2 24
Colon (C18) 13 08 2 1.1 0 0.0 0 00 2 06 1 12 2 0.6 0 00
Melanoma (C43) 13 08 11 5.8 0 0.0 2 10 0 00 2 24 3 0.8 0 00
Stomach (C16) 12 08 0 0.0 0 0.0 2 10 0 00 O 00 3 0.8 0 00
Bronchi and lungs (C34) 3 02 0 0.0 0 0.0 0 00O 2 06 1 12 O 0.0 0 00
Uterus (C54. C55) 2 01 0 0.0 0 0.0 0 00 2 06 2 24 0 0.0 0 00

ICD-10: International Classifi cation of Diseases, 10th Revision. * Excludes non-melanoma skin cancer; ** Highest incidence rate in the city in this period.
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Table 3: Cancer mortality in main anatomical sites in selected cities, males, 20-24 years, Brazil, 2000-2002.

Brazil S&o Paulo Porto Alegre Jodo Pessoa Goidnia Fortaleza Cuiaba Belo Horizonte Aracaju
Type of cancer (ICD-10)

n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate

Total 1766 7.2 142 95 22 12.0 6 6.8 16 90 23 75 4 52 25 7.4 3 4.2
Brain (C71) 206 08* 12 08 4 2.2* 0 0.0 2 11 6 20 0 00 0 0.0 1 14*
Bones and articular cartilage (C40,C41) 184 08 16 11 4 2.2* 1 1.1 3 17 0 00 0 00 4 1.2 0 0.0
Lymphocytic leukemia (C91) 173 07 16 11 1 0.5 1 1.1 1 06 2 07 0 00 4 1.2 0 00
Myeloid leukemia (C92) 164 07 22 15* O 0.0 3 34 2 11 1 03 1 13* 0 0.0 0 00
Non-Hodgkin lymphoma (C82, C83, C85) 155 06 9 06 1 0.5 0 0.0 2 11 2 07 0 00 3 0.9 0 00
Testis (C62) 106 04 16 11 2 1.1 0 0.0 2 11 2 07 0 00 2 0.6 1 14*
Leukemia, cell type unspecified (C95) 69 0.3 2 0.1 0 0.0 0 0.0 0 00 1 03 1 13* 1 0.3 0 0.0
Hodgkin disease (C81) 66 0.3 9 0.6 0 0.0 0 0.0 1 06 1 03 0 00 1 0.3 0 00
Connective tissue and other soft tissues (C49) 60 0.2 5 0.3 4 2.2* 0 0.0 0 00 O 00 0 00 2 0.6 0 00
Bronchi and lungs (C34) 52 02 1 01 O 0.0 0 0.0 0 00 O 00 1 13* O 0.0 0 00
Liver (C22) 38 02 4 03 O 0.0 0 0.0 0 00 0O 00 1 13 2 0.6 0 00
Colon (C18) 35 0.1 4 0.3 0 0.0 0 0.0 1 06 1 03 0 00 0 0.0 0 00
Stomach (C16) 34 0.1 3 0.2 0 0.0 0 0.0 0 00 1 03 0 o00 1 0.3 0 00
Spinal column, cranial nerves, and others (C72) 28 0.1 2 0.1 2 1.1 0 0.0 0 060 O 00 O o0 1 0.3 0 00

ICD-10: International Classifi cation of Diseases, 10th Revision.
* Highest mortality rate in Brazil or in the city during this period.
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Table 4: Cancer mortality and number of cases in main anatomical sites in selected cities, females, 20-24 years, Brazil, 2000-2002.

Brazil Séo Paulo Porto Alegre Jodo Pessoa Goiania Fortaleza Cuiaba Belo Horizonte Aracaju
Type of cancer (ICD-10)

n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate n Rate

Total 1296 53 95 6.0 17 8.9 3 3.0 13 67 25 71 8 97 15 4.1 8 97
Brain (C71) 173 0.7* 12 0.8 5 2.6* 1 1.0* 2 10 8 23 0 00 3 0.8* 2 24*
Myeloid leukemia (C92) 142 06 15 0.9* 2 1.0 0 0.0 1 05 1 03 1 12* 1 0.3 1 12
Non-Hodgkin lymphoma (C82, C83, C85) 78 03 05 05 2 1.0 0 0.0 0O 00 2 06 0 00 1 0.3 0 00
Bones and articular cartilage (C40,C41) 74 03 03 03 1 0.5 1 1.0* 0O 00 0 00 O 00 1 0.3 0 00
Lymphocytic leukemia (C91) 64 03 8 05 0 0.0 0 0.0 1 05 1 03 0 00 2 0.6 2 24*
Uterine cervix (C53) 61 0.2 2 0.1 0 0.0 0 0.0 0 00 1 03 0 00 0 0.0 0 00
Ovary (C56) 60 0.2 2 0.1 0 0.0 0 0.0 1 05 1 03 0 00 1 0.3 1 12
Stomach (C16) 50 0.2 2 0.1 1 0.5 0 0.0 0 00 1 03 1 12* 1 0.3 0 00
Hodgkin disease (C81) 50 02 3 02 1 0.5 0 0.0 1 05 0 00 1 12 O 0.0 0 00
Leukemia, cell type unspecified (C95) 45 02 0 00 0 0.0 0 0.0 0O 00 1 03 0 00 1 0.3 0 00
Connective tissue and other soft tissues (C49) 33 01 2 01 0 0.0 0 0.0 2 10 2 06 1 1.2* 0 0.0 0 00
Bronchi and lungs (C34) 32 0.1 2 0.1 0 0.0 0 0.0 0 00 3 09 1 12* 0 0.0 0 00
Breast (C50) 30 0.1 3 0.2 0 0.0 0 0.0 1 05 0 00 1 12* 1 0.3 0 00
Melanoma (C43) 22 0.1 0 0.0 3 1.6 0 0.0 0 00 O 00 0 00 1 0.3 0 00

ICD-10: International Classifi cation of Diseases, 10th Revision.
* Highest mortality rate in Brazil or in the city during this period.
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Table 5: Average annual percent change (AAPC) in cancer mortality rate by gender, 20-24 years,

Brazil, 1980-2008.

Men Women

Type of cancer (ICD-10) 1980-2008 1999-2008 1980-2008 1999-2008

AAPC (95% CI)  AAPC (95% CI)  AAPC (95% CI)  AAPC (95% CI)

All sites 0.1(-0.4;0.7) 0.9*(0.4; 1.4) -0,2 (-0.9; 0.5) -0.3(-1.9;1.4)
Brain (C71) 2.5(-0.6;5.7) 6.9* (3.0; 11.0) -0,2 (-4.6; 4.5) -0.9 (-6.2; 4.8)
Bones and articular cartilage (C40. C41) 0.7 (-0.2; 1.5) 0.7 (-0.2; 1.5) 1,1(-0.1; 2.4) 1.1(-0.1; 2.4)
Lymphocytic leukemia (C91) 1.3*(0.3; 2.2) 1.3*(0.3; 2.2) 1,5*(0.2; 2.8) 1.5*(0.2; 2.8)
Myeloid leukemia (C92) 0.2 (-0.4; 0.9) 0.2 (-0.4;0.9) 0,2 (-0.5; 1.0) 0.2 (-0.5; 1.0)

ICD-10: International Classifi cation of Diseases, 10th Revision; 95%Cl: 95% confi dence interval.

* AAPC signifi cantly different from zero.
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Abstract

Introduction: An increase in the incidence of breast cancer in young women has been reported in
several countries. Objective: To explore the distribution of breast cancer in women aged below
50 years, in Brazil. Methods: A descriptive study on breast cancer incidence (selected cities) and
mortality (Brazil and selected cities) in 2002-2004 was carried out, and the results were compared
with those observed in other countries. Additionally, we analyzed the evolution of hospital
morbidity and incidence rates of breast cancer. Results: Porto Alegre has the highest incidence
rates (17.9 and 165.5/100,000, 15-39 and 40-49 years, respectively). Regarding mortality, Belo
Horizonte has the highest rate for 15-39 years and Porto Alegre for 40-49 years in (2.8 and
25.5/100,000). The proportion of hospitalizations and the incidence rates of breast cancer suggest
a process of change in the epidemiological distribution. Conclusion: The observed results reveal
an epidemiological pattern of breast cancer distribution in young women in Brazilians with

regional characteristics of distribution.
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Resumo

Introducdo: Um aumento na incidéncia de cancer de mama em mulheres jovens tem sido
relatado em diversos paises. Objetivo: Explorar a distribuicdo do cancer de mama em mulheres
menores de 50 anos, no Brasil. Métodos: Foi realizado um estudo descritivo da incidéncia
(capitais selecionadas) e da mortalidade (Brasil e capitais selecionadas) por cancer de mama, no
periodo de 2002-2004, sendo os resultados comparados com aqueles observados em outros
paises. Adicionalmente, analisou-se a evolucao da morbidade hospitalar e das taxas de incidéncia.
Resultados: Porto Alegre possui as maiores taxas de incidéncia (17,9 e 165,5/100.000, 15-39 e
40-49 anos, respectivamente). Em relacdo a mortalidade, Belo Horizonte possui a maior taxa de
15-39 anos e Porto Alegre de 40-49 anos (2,8 e 25,5/100.000). A proporc¢éo de hospitalizages do
SUS e as taxas de incidéncia de cancer de mama sugerem um processo de mudanca na
distribuicdo epidemiolégica. Conclusdo: Os resultados retratam um padrdo epidemioldgico do

cancer de mama em mulheres jovens no Brasil com caracteristicas regionais de distribuig&o.
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Introducgéo

O céancer de mama é a localizacdo neoplasica de maior incidéncia e a principal causa de
morte por cancer entre as mulheres no mundo *, com uma estimativa de 1,38 milhdes de casos
novos, diagnosticados em 2008 (23% de todos os canceres) 2. No Brasil, de acordo com as
estimativas de incidéncia de cancer para 2013, sdo esperados 52.680 novos casos de cancer de
mama feminino (52 casos para cada 100 mil mulheres) 2.

A historia natural do cancer de mama aponta para uma elevacdo das taxas de incidéncia
desta doenca segundo idades crescentes, fato que se traduz na presenca de incidéncias mais
elevadas na pés-menopausa 2. Na pré-menopausa, o cancer de mama é descrito na literatura como
uma doenga usualmente atipica na auséncia de antecedentes de historia de agregacéo familiar de
cancer de mama e/ou ovario . Os membros de familias afetadas pelas sindromes hereditérias
destas neoplasias podem ter um risco de vir a desenvolver um cancer de mama variando de 40 a
80%, como é o caso dos individuos apresentando mutacGes especificas nos genes BRCAL ou
BRCA2 °. As mutacBes nestes genes, herdadas de forma autossémica dominante, sdo responsaveis
pela chamada Sindrome de cancer de mama e ovario hereditarios ®. As mutacées no gene TP53
observadas em familias com a sindrome de Li-Fraumeni e Li-Fraumeni-like 7, e no gene PTEN

em familias com a sindrome de Cowden 8

, apesar de raras, quando ocorrem sdo também
associadas a um elevado risco de cancer de mama em idades jovens °.

Neste sentido, a observacao de casos de cancer de mama esporadico, ou seja, na auséncia
de antecedentes de agregacdo familiar da doenga, em mulheres jovens (menores de 40 anos),
pode ser considerada como um evento atipico. Existem relatos na literatura, entretanto, sobre a

ocorréncia nas ultimas duas décadas de um aumento na incidéncia e na mortalidade de cancer de

mama em mulheres jovens em vérias partes do mundo **!**2131415 Ng Brasil, por exemplo,
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constataram-se aumentos significativos, entre 1998 e 2003 no percentual de internagdes por
cancer de mama entre mulheres até 29 anos de idade nos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Minas Gerais e Espirito Santo '®; e entre 1988 e 2003, na taxa de incidéncia desta neoplasia, em
mulheres de 30-49 anos, em Goiénia *'.

Adicionalmente, alguns trabalhos sugerem que este aumento na incidéncia do cancer de
mama em mulheres jovens estaria ocorrendo na auséncia de agregagdo familiar. Assim, um
estudo caso-controle realizado em mulheres menores de 36 anos, diagnosticadas com cancer de
mama no Rio de Janeiro, observou que 70,9% (IC 95% 61,4-79,0) dos casos eram de natureza
esporéadica '®. Esse elevado percentual de mulheres jovens com cancer de mama esporadico
sugere que a elevacgdo nas taxas de cancer de mama nesta populagéo, sugerida de estar ocorrendo
no Brasil, poderia estar refletindo uma possivel mudanca nos padrGes de distribuicdo desta
neoplasia.

O objetivo deste trabalho foi realizar uma analise exploratoria sobre a distribuicdo da
incidéncia e da mortalidade por cancer em mulheres menores de 50 anos durante as Ultimas
décadas no Brasil, buscando agrupar evidéncias que venham a documentar a existéncia de um

cenario de modificacBes no padrdo de distribuicdo da doenca no pais.

Material e Métodos

Delineamento do Estudo

Foi realizado um estudo descritivo sobre a distribuicdo das taxas de incidéncia (cidades
selecionadas), morbidade hospitalar e mortalidade (Brasil e cidades selecionadas) por cancer de
mama, em mulheres menores de 50 anos, no Brasil, durante o periodo 2002-2004, sendo seus

resultados comparados entre si e com aqueles observados em outros paises. Foi realizada uma
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selecdo aleatdria de paises, contemplando todos os continentes. O periodo selecionado consiste
naquele com dados mais recentes publicados pelos Registros de Cancer de Base Populacional
(RCBP) no pais. Adicionalmente, foi realizado um descritivo da evolugdo das taxas de incidéncia
por cancer de mama nas capitais estudadas, utilizando-se todo o periodo disponibilizado por cada

um dos RCBPs no Brasil.

Anélise da Incidéncia

Os dados de incidéncia de cancer de mama foram obtidos a partir dos RCBPs *°, para as
capitais brasileiras dispondo destas unidades, e que atendessem aos seguintes critérios de
qualidade dos dados: percentual de verificacdo microscépica (exame histoldgico, citoldgico ou
hematol6gico) > 75%; percentual de casos notificados somente por meio da declaracdo de dbito <
20%; percentual de neoplasias malignas sem especificacdo de localizacdo (C80) < 5%; e
percentual de casos com idade ignorada < 15% . Assim, foram incluidos e analisados os dados
de incidéncia de cancer de mama das cidades de S&o Paulo, Porto Alegre, Jodo Pessoa, Goiania,
Fortaleza, Cuiab, Belo Horizonte e Aracaju.

Primeiramente, foram calculadas as taxas de incidéncia de cancer mama por faixa etéaria
(15-39 e 40-49 anos), para o0 periodo de 2002-2004. Estes dados foram comparados com a
incidéncia de cancer de mama descrita pelo GLOBOCAN 2008 2, em mulheres da mesma faixa
etaria, em paises selecionados.

Posteriormente foi explorada a distribuicdo temporal das taxas de incidéncia por cancer de
mama em todo o periodo disponibilizado por cada um dos RCBPs (1988-2008) segundo faixa
etaria (20-39 e 40-49 anos), através da Regressdo de Poisson (log). A taxa de incidéncia (por
100.000 mulheres) foi analisada como variavel dependente e o ano calendario centralizado como

variavel independente, considerando-se a variancia continua durante todo o periodo analisado. O
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software utilizado foi o Joinpoint 3.5.2 (www.cancer.org), através do qual foram calculados os
percentuais anuais médios de modificacdo (AAPC) nas distribuicdes analisadas. Nesta analise
foram excluidas as cidades de Belo Horizonte e Cuiab4, por se tratarem de séries de dados de
curta duracdo (2000-2004 e 2000-2005, respectivamente).

A variacdo da incidéncia para uma dada faixa etaria e localidade tomou como parametro

de comparacdo a taxa de incidéncia observada no periodo inicial da respectiva série.

Morbidade Hospitalar

Os dados de morbidade hospitalar foram obtidos a partir do banco de dados do Sistema
Unico de Sadde (SUS) %, sendo as proporcdes de hospitalizacées por cancer de mama calculadas
utilizando-se como denominador o total de hospitalizagfes no SUS (excluindo parto e puerpério)
para a mesma faixa etaria. Foram determinadas as propor¢des de hospitalizaces por cancer de
mama em mulheres segundo faixa etaria (20-39 e 40-49 anos) no Brasil e nas mesmas cidades
mencionadas em trés periodos distintos (1995-1999; 2000-2004 e 2005-2009).

Tanto para o Brasil como para cada capital analisada, foi determinada a variacédo
percentual da morbidade hospitalar no periodo final (2005-2009), em relacdo ao periodo inicial
(1995-1999) para a mesma faixa etéria e localidade. Posteriormente, calculou-se a mediana das

variagdes na morbidade hospitalar no conjunto de capitais analisadas.

Anélise da Mortalidade

Os dados de mortalidade por cancer de mama foram obtidos a partir do banco de dados do
SUS # para o Brasil e para as mesmas cidades analisadas para a incidéncia. Foram considerados
0s codigos C50.0 a C50.9 (neoplasia maligna de mama) da 10? edicdo da Classificacdo

Internacional de Doengas (CID).
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Primeiramente, foram calculadas as taxas de mortalidade para as faixas etarias de 15-39 e
de 40-49, no periodo de 2002-2004. Este periodo foi escolhido por ser o mesmo periodo utilizado
na analise da incidéncia, permitindo assim a comparagéo entre os dois indicadores (mortalidade e
incidéncia). Estas taxas, entdo, foram comparadas com aquelas de paises selecionados, através de

dados disponibilizados pelo GLOBOCAN 2008 .

Dados Populacionais

A populacdo de mulheres residentes em cada cidade analisada foi obtida através do
DATASUS #, com base nos censos populacionais de 1980, 1991 e 2000, contagem de 1996 e
projecdes intercensitarias (1981-2009). Estas populacdes foram utilizadas na determinacdo das

taxas de incidéncia e de mortalidade e para cada um dos grupos etarios analisados.

Resultados

A andlise da incidéncia de cancer de mama, nas capitais brasileiras estudadas, no periodo
de 2002-2004, revela que as taxas mais elevadas na faixa de 15-39 anos foram observadas em
Porto Alegre (17,9/100.000), Goiania (17,8/100.000) e Cuiabéa (17,2/100.000). A comparacao das
taxas de incidéncia das capitais brasileiras com aquelas apresentadas por diferentes paises no ano
de 2008, para a faixa etaria de 15-39 anos ?, revela que as taxas mais elevadas foram observadas
em Portugal (21,2/100.00) e Dinamarca (21,0/100.000). As taxas de incidéncia de Porto Alegre e
Goiania no periodo analisado se assemelhavam a taxa nos Estados Unidos (18,1/100.000),
enquanto S&o Paulo (13,8/100.000), Belo Horizonte (13,8/100.000) e Jodo Pessoa (13,0/100.000)
possuiam taxas intermediarias e semelhantes aquelas descritas no Japdo (13,6/100.000) e

Indonésia (13,1/100.000). Fortaleza foi a cidade brasileira apresentando a menor taxa de
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incidéncia (11,8/100.000), enquanto que entre os paises analisados as menores foram descritas
em Angola (6,2/100.000) e em Gambia (5,0/100.000), (Figura 1).

Em relacdo as mulheres de 40-49 anos, Porto Alegre apresentou a maior taxa
(165,5/100.000) entre todas as capitais brasileiras analisadas, superior a descrita em Israel, para a
mesma faixa etaria (156,7/100.000). As cidades de Cuiaba (132,0/100.000), Jodo Pessoa
(127,9/100.000), Goiania (126,9/100.000), Belo Horizonte (121,3/100.000), S&o Paulo
(118,9/100.000) e Aracaju (117,2/100.000) apresentaram taxas intermedidrias, semelhantes
aquelas descritas na Alemanha (128,6/100.000) e Portugal (128,5/100.000). Entre as cidades
brasileiras analisadas, Fortaleza foi a cidade com menor incidéncia na faixa de 40-49 anos
(105,7/100.000), sendo esta, contudo mais elevada que a menor taxa descrita entre os paises
analisados, 37,0/100.000 em Gambia (Figura 1).

A Tabela 1 apresenta a andlise da evolucdo das taxas de incidéncia de cancer de mama,
nas faixas etarias de 20-39 e 40-49 anos, nos periodos disponibilizados pelos RCBPs analisados.
Na faixa etaria de 20-39 anos, é possivel verificar um aumento, estatisticamente significativo, da
variacdo anual das taxas de incidéncia das cidades de Porto Alegre no periodo 1993-2005 (AAPC
4,6; 1C 95% 0,8-8,4) e Goiania, periodo 1988-2008 (AAPC 4,4; IC 95% 2,8-5,9). Ja na faixa
etaria de 40-49 anos, este aumento s6 foi verificado na cidade de Goiania, periodo 1998-
2008(AAPC 2,4; IC 95% 0,3-4,6).

A analise das hospitalizacdes por cancer de mama no SUS nos periodo 1995-2009 revela
uma estabilidade ao longo do tempo na distribuicdo das proporces de hospitalizagcbes nas
cidades analisadas, mediana de -7,9% na faixa de 20-39 comparando-se os periodos 2005-2009
com 1995-1999. A cidade de Fortaleza apresentou, entretanto, elevacdo na propor¢do de
hospitalizacOes nesta faixa etaria. Em mulheres de 40-49 anos, foi observada uma tendéncia a

elevagcdo monotoénica das hospitalizagcdes por cancer de mama no Brasil, bem como em sete das
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oito cidades analisadas, particularmente em Fortaleza, Aracaju e Belo Horizonte (Figura 2).
Nestas, a mediana de variacao entre o primeiro e o Ultimo periodo estudado foi de 33,9%.

A mortalidade por cancer de mama em mulheres de 15-39 e 40-49 anos, no Brasil e nas
capitais analisadas, no periodo de 2002-2004, foi comparada com a mortalidade em 2008 2 para
0S mesmos paises utilizados na comparacdo da incidéncia (Figura 3). Marrocos possui as maiores
taxas de mortalidade por cancer de mama nas duas faixas etarias analisadas (4,5 e 44,3/100.000,
para 15-39 e 40-49 anos, respectivamente). Na faixa etaria de 15-39 anos, entre as cidades
brasileiras analisadas, Belo Horizonte possui a maior taxa de mortalidade (2,8/100.000), sendo
similar aquela descrita em Portugal. J& a menor taxa de mortalidade, desta faixa etéria, ocorreu na
cidade de Jodo Pessoa (1,3/100.000), semelhante & Gdmbia (1,4/100.000).

Na faixa etaria de 40-49 anos, o Brasil apresenta a mesma taxa de mortalidade por cancer
de mama descrita na Alemanha (17,3/100.000). Dentre as cidades brasileiras as maiores taxas
ocorreram em Porto Alegre (25,5/100.000), S&o Paulo (23,2/100.000) e Goiania (21,4/100.000), e

a menor em Cuiaba (12,9/100.000).

Discussao

Como outros tipos de cancer, o cancer de mama é uma doenca multifatorial, que resulta

da contribuicdo de diversos fatores genéticos e ambientais *.

A exposicdo aos estrogenos
representa um dos fatores de risco mais importantes para o cancer de mama, sendo a elevacao do
risco desta doenca com o avango da idade decorrente, em parte, da ampliagdo do intervalo de
tempo de exposicdo hormonal %?*. Considerando-se a distribuicdo de casos segundo a presenca

de antecedentes familiares em diferentes populagdes, a sua maioria é constituida por casos

esporédicos (sem antecedentes de historia familiar), sendo os casos com agregacdo familiar
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responséaveis por aproximadamente 5% do total de casos de cancer de mama . Cerca da
metade destas familias possuem mutacfes nos genes BRCAL e BRCA2, constituindo a chamada
sindrome de cancer de mama e ovario hereditarios °, que pode gerar um risco de até 80% de
desenvolvimento de cancer de mama ao longo da vida °. Além destas, j& foram identificadas
mutacdes em outros genes capazes de aumentar o risco de cancer de mama, gerando agregacao
familiar e a carcinogénese em mulheres jovens °. Na auséncia de antecedentes de histdria
familiar, a ocorréncia de cancer de mama na pré-menopausa era considerada, até algumas
décadas, como um evento relativamente atipico, principalmente em menores de 40 anos.

Estima-se que as mulheres na pré-menopausa (15-49 anos) tenham contribuido em 2008
com cerca de 33% do total de casos novos de cancer de mama, e 24% do total de mortes em
mulheres por esta neoplasia . Além disso, no Brasil, o cancer de mama é a principal causa de
morte em mulheres com idades entre 15-49 anos 2.

Adicionalmente, tém sido publicados relatos sugerindo um aumento na mortalidade e na
incidéncia de cancer de mama em mulheres jovens em diferentes popula¢@es de varias partes do
mundo. Cardona e Agudelo ** verificaram uma tendéncia de aumento das taxas de mortalidade
por cancer de mama em mulheres de 20-44 anos entre 1994-2003 em Medellin, Col6mbia,
embora as taxas de mortalidade por esta neoplasia em mulheres de 45-64 anos se mantivessem
constantes naquele pais, durante 0 mesmo periodo. Um aumento das taxas de mortalidade por
cancer de mama também foi verificado no Iran entre 1995-2004, sendo este maior em mulheres

15 Recentemente, Wu e

entre 15-49 comparado com as mulheres de 50 anos ou mais
colaboradores '° verificaram um aumento estatisticamente significativo na incidéncia de cancer
de mama em mulheres de 15-49 anos entre 1973-2005 em Xangai, China, observando uma APC

de 2,9 (IC 95% 2,5-3,4). Ja nos Estados Unidos, Johnson e colaboradores ** verificaram, em

mulheres de 25-35 anos, um aumento, estatisticamente significativo, na incidéncia do cancer de
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mama com metastase em outros 6rgaos (0ssos, cérebro, pulmao, etc., excluindo regides proximas
como linfonodos e parede toracica) no momento do diagnostico, entre 1976-2009 (APC 2,07; IC
95% 1,57-2,58), sem um aumento correspondente em mulheres mais velhas. Adicionalmente, um
aumento da incidéncia de cancer de mama foi verificado na Franca (1991-2007) em mulheres até
40 anos ' e na Espanha (1980-2004) em mulheres até 45 anos *.

O presente estudo buscou explorar evidéncias que possibilitassem afirmar ou refutar a
existéncia de mudancas no padrdo de distribuicdo epidemioldgica do cancer de mama em
mulheres brasileiras na faixa etaria da pré-menopausa. Para mulheres de 20-39 anos, foi
observada certa homogeneidade na magnitude da incidéncia entre as cidades brasileiras
analisadas em 2002-2004, sendo comparaveis a algumas das mais elevadas no plano mundial.
Este padrdo ndo apenas se mantém na faixa de 40-49 anos, como a incidéncia em Porto Alegre
neste grupo etario foi uma das mais elevadas no mundo, sendo superior aquela observada em
Israel, onde a presenca de populacBes judaicas origindrias da Europa Oriental (Askhenazi) é
caracterizada pela elevada incidéncia de casos com agregacdo familiar de cancer de mama na pré-
menopausa *"?. Embora apresentando taxas de incidéncia mais reduzidas, Goiania, Jodo Pessoa,
Belo Horizonte e Aracaju situaram-se num patamar intermediario, com magnitudes cerca de duas
vezes mais elevadas que a incidéncia em Cuba em 2008.

No mundo ocorrem mais de 411.000 mortes por cancer de mama anualmente,
representando mais de 1,6% dos 6bitos no sexo feminino por todas as causas *. Entretanto, ao
longo das duas ultimas décadas, a mortalidade por cancer de mama tem diminuido nos paises
desenvolvidos, devido a precocidade no diagnostico e inicio do tratamento. Na maior parte da
Europa e em alguns paises das Américas, as taxas de mortalidade mantiveram-se relativamente
estaveis entre 1960-1990, apresentando, em seguida, declinio significativo, que alcancou 25-30%

no norte da Europa e nos Estados Unidos “?°. Em paises em desenvolvimento, entretanto, as taxas

71



de mortalidade por cancer de mama s@o desproporcionalmente elevadas. A razdo entre as taxas de
mortalidade e de incidéncia, que é de 0,35 no mundo, varia de 0,19 na América do Norte a 0,69

na Africa .

Essa disparidade pode ser principalmente atribuida aos sistemas de salde
inadequados dos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, que interferem na taxa de
mortalidade e na sobrevida de cancer nestes paises *!. Segundo o estudo CONCORD, uma
investigacdo internacional de base populacional realizada em 31 paises com o objetivo de
determinar a sobrevida de cancer em adultos de 15-99 anos diagnosticados no periodo 1990-
1994, a sobrevida relativa de 5 anos do cancer de mama primario, ajustada por idade, variou de
80% ou mais na América do Norte, Suécia, Japdo, Finlandia e Australia, a menos de 40% na
Argélia. No Brasil, a estimativa de sobrevida de 5 anos em Goiania foi de 65,4% *.

A sobrevida de cancer de mama em mulheres jovens (até 40 anos) pode ser ainda menor,
ja que alguns trabalhos na literatura relatam que o cancer de mama nestas mulheres apresentaria
um comportamento mais agressivo do tumor e um pior progndstico que aquele diagnosticado em
idades mais avancadas ***. Estas caracteristicas podem ser parcialmente explicadas pelo fato de
mulheres jovens geralmente apresentarem um estadiamento mais avangado de cancer de mama
no momento do diagnoéstico, uma maior prevaléncia de comprometimento linfonodal axilar,
tumores menos diferenciados, com maior taxa de proliferacdo celular, e uma maior taxa de
reincidéncia do cancer 3**. Adicionalmente, o cancer de mama com o subtipo molecular
denominado tumor triplo-negativo, assim definido por ndo expressar 0s receptores de estrogénio,
de progesterona e do fator de crescimento epidermico humano, afeta frequentemente as pacientes
mais jovens. Este subtipo € significativamente mais agressivo que 0s tumores pertencentes a
outros subgrupos moleculares *.

Nossos dados revelam que as taxas de mortalidade por cancer de mama nas cidades

brasileiras em 2002-2004 ndo eram muito distintas das taxas de outros paises no ano de 2008,
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sobretudo na faixa etaria de 15-39 anos. A comparacgdo das taxas de incidéncia com as taxas de
mortalidade de cancer de mama revela que algumas cidades brasileiras com altas taxas de
incidéncia, ndo possuem taxas de mortalidade tdo elevadas, mudando de posi¢do na hierarquia
entre as cidades analisadas. Assim, para a faixa etaria de 15-39 anos, Porto Alegre, que foi a
cidade apresentando a maior taxa de incidéncia, passa a ter a sexta maior taxa de mortalidade, e
Cuiabd que é a terceira em incidéncia, constitui a sétima na mortalidade. Para a faixa etaria de 40-
49 anos 0 mesmo ocorre em Cuiaba (segunda em incidéncia e oitava na mortalidade) e Jodo
Pessoa (terceira em incidéncia e sétima na mortalidade). O contrario foi verificado em Belo
horizonte (quinta posi¢do na incidéncia e primeiro na mortalidade) e Aracaju (6° posicdo na
incidéncia e 2* na mortalidade), na faixa etaria de 15-39 anos. Na faixa de 40-49 anos, Sdo Paulo
tem a sexta maior taxa de incidéncia e a segunda maior taxa de mortalidade, enquanto que
Fortaleza colocou-se em 8° lugar na incidéncia e 5° na mortalidade em ambas as faixas etarias
analisadas. A situacdo das cidades brasileiras que possuem altas taxas de incidéncia e nédo
possuem taxas de mortalidade elevadas pode sugerir um diagnostico precoce e um tratamento
adequado das mulheres com cancer de mama.

Esta investigacdo também revelou a presenca de uma elevacao na variacao das taxas de
incidéncia de cancer de mama através do AAPC. No periodo entre 1988-2008, este foi superior a
4% ao ano em Porto Alegre e Goiénia na faixa de 20-39 anos, e em Aracaju na faixa de 40-49
anos. A maior parte das demais populacdes analisadas também apresentou um aumento da
AAPC, que apesar de serem menos expressivos e estatisticamente nao significativos, sugerem em
seu conjunto um cenario de aumento da incidéncia de cancer de mama em mulheres jovens no
Brasil. Uma tendéncia de aumento na incidéncia de cancer de mama em mulheres menores de 39
anos ndo seria esperada. Esta faixa etaria & descrita como sendo de baixa incidéncia desta

neoplasia, uma vez que nela a ocorréncia de casos esporadicos ndo seria usual, e sim aqueles com
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antecedentes de agregacdo familiar, os quais representam cerca de 5% de todos os casos de
cancer de mama ?>?°. O aumento relatado da incidéncia de cancer de mama em diferentes paises,
e também no Brasil, é por esta razdo inquietante, pois poderia estar refletindo uma elevacao de
neoplasias esporadicas decorrentes de novas exposi¢des ambientais vivenciadas em décadas
recentes.

A morbidade por cancer de mama foi estimada com base nas proporcOes de
hospitalizacbes por cancer de mama no SUS, um indicador que apresenta vantagens e
desvantagens. Entre as ultimas podem ser mencionadas o fato de que uma mesma paciente pode
vir a ser hospitalizada em oportunidades multiplas, bem como o fato de que as hospitalizacdes
pelo SUS podem ser decorrentes da disponibilidade de leitos, principalmente no caso de uma
atencdo especializada. Por outro lado, as analises realizadas tomaram como fonte de dados a
casuistica de pacientes segundo local de residéncia, e ndo o municipio de hospitalizacdo. Em
segundo lugar, a possivel imprecisdo do indicador ndo é diferencial, alcancando todas as
populacbes exploradas, o que se traduziria em padrfes relativamente estaveis no gradiente de
hospitalizacdes por cancer de mama nas diferentes cidades, embora com precisdo diminuida.
Além disso, embora estas informacgdes sejam referentes somente as internacdes efetuadas em
hospitais publicos ou privados conveniados ao SUS, pode-se ressaltar a abrangéncia da cobertura
deste sistema relativa a atengdo oncoldgica em todo o pais, sobretudo nas cidades das regifes
Nordeste e Centro-Oeste. Finalmente, como os dados do SUS constituem uma das poucas fontes
permitindo o monitoramento da morbidade por cancer de mama a nivel nacional, consideramos
importante sua utilizacdo, mas com cautela na interpretacdo enquanto aproximacdes dos niveis
reais de morbidade da doenca. A analise das propor¢oes de hospitalizagdes por cancer de mama,
segundo faixa etaria, revelou um padrdo de aumento das hospitalizacbes em todo o pais, bem

como na maioria das cidades analisadas na faixa de 40-49 anos, sobretudo na Regido Nordeste.
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Em seu conjunto, os dados aqui apresentados da incidéncia e morbidade hospitalar por
cancer de mama podem ser interpretados como sendo sugestivos de que esteja em curso um
processo de mudanca na distribuicdo epidemiolégica do cancer de mama em mulheres menores
de 50 anos de idade no Brasil. Esta afirmacdo baseia-se no fato de que a analise de seis cidades,
dispondo de registros de cancer com indicadores de qualidade internacionalmente definidos como
adequados, revela tendéncia de crescimento na incidéncia de cancer de mama em pelo menos
uma das faixas etérias analisadas, oscilando entre 0,5 e 4,6% anuais. A analise de centros urbanos
em diferentes regides geogréaficas do pais, com contingentes populacionais robustos, variando
entre 142.000 e 2.792.000 de mulheres entre 20-49 anos (2008), torna improvavel que as
modificacfes de tendéncia observadas possam ser decorrentes de flutuacdes aleatdrias.
Adicionalmente, as variagdes anuais observadas nas taxas de incidéncia de cancer de mama néo
parecem estar associadas as condi¢des socio econdmicas, como observado, por exemplo, em S&o
Paulo (+0,8%) e Porto Alegre (+4,6 %) em menores de 40 anos, ou Fortaleza (0,0%) e Aracaju
(+4,6%) na faixa de 40-49 anos.

Acredita-se que este aumento na incidéncia ndo possa ser majoritariamente atribuido a
uma ampliacdo do diagndstico da doenca, tendo em vista que as mulheres jovens nao encontram-
se incluidas nas politicas publicas de rastreamento do cancer de mama. No Brasil, o Ministério da
Saude recomenda como principais estratégias de rastreamento populacional a realizacdo de
exame mamogréafico, pelo menos a cada dois anos, para mulheres de 50 a 69 anos de idade, e 0
exame clinico anual das mamas, para mulheres de 40 a 49 anos de idade. O exame clinico da
mama deve ser realizado em todas as mulheres que procuram 0 servico de saude,
independentemente da faixa etaria, como parte do atendimento integral a saide da mulher. Para

mulheres de grupos populacionais considerados de risco elevado para o cancer de mama
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(presenca de historia familiar de cancer de mama em parentes de primeiro grau), recomenda-se 0
exame clinico da mama e a mamografia, anualmente, a partir de 35 anos de idade *’.

Caso confirmado o aumento na incidéncia de cancer de mama em mulheres jovens ora
descrito, é plausivel supor que seja este decorrente de mudancas no estilo de vida e na histéria
reprodutiva das mulheres brasileiras ocorridas durante as Gltimas décadas. Mudangas estas
igualmente vivenciadas em outras populagdes, (especialmente paises em desenvolvimento) e que
alteram a prevaléncia de fatores de risco ja conhecidos para o cancer de mama *. Estes fatores
incluem menarca precoce, retardo na idade da primeira gestacdo, nuliparidade ou a diminui¢do do
nimero de gestacBes, diminuicdo do tempo de amamentacdo, aumento do sedentarismo e da
obesidade, mudanca de hébitos alimentares e maior consumo de alcool pelas mulheres **“°. Um
ponto em comum entre a maioria destes fatores de risco é a exposi¢do excessiva ao hormonio

3

estrogénio 2%, o que tem levantado a hipotese de que o uso crescente de anticoncepcionais

iniciando-se cada vez mais precocemente e prolongando-se por logos periodos, possa igualmente
ser fator de risco para doenga 2,

O diagnostico de cancer de mama em mulheres jovens sugere que sua exposicao a fatores
de risco associados ao cancer tenha se iniciado em periodos iniciais da vida, ou mesmo na fase
intra-uterina. Estudos epidemioldgicos sugerem que fatores, que levem a uma maior exposicao a
substancias estrogénicas durante o desenvolvimento fetal ou primeiros anos de vida, podem
influenciar o risco futuro da carcinogenese da mama “%. Entre estes mencionam-se a exposicdo a
substancias que apresentam agdo agonista do estrogénio (desreguladores endécrinos) **, incluindo
pesticidas organoclorados *, bisfenol-A “°, entre outras. Entretanto, nenhum destes compostos foi
conclusivamente associado a um aumento do risco de cancer de mama *'.

As limitagOes do nosso estudo referem-se principalmente ao reduzido periodo de tempo

disponibilizado para analise da incidéncia pelos RCBPs e a qualidade dos dados. Para minimizar
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esta Ultima, os RCBPs utilizados neste estudo foram selecionados com base em indicadores de
qualidade estabelecidos pela IARC.

As limitacbes dos dados de mortalidade estdo relacionadas com a cobertura e a
confiabilidade do preenchimento dos atestados de 6bito, principalmente nas regides mais pobres
do Brasil. No entanto, algumas investiga¢cdes desenvolvidas no pais tém avaliado a confiabilidade
e a validade dos atestados de 6bito de pacientes com cancer, por meio da comparacao entre as
causas de morte relatadas e as verdadeiras, as quais indicam a presenca de elevada confiabilidade
para a mortalidade por cancer *34°,

Os resultados deste trabalho retratam um padrdo epidemioldgico do cancer de mama em
mulheres jovens no Brasil com caracteristicas regionais de distribuicdo. Estas revelam um padrédo
de magnitude das taxas de incidéncia e mortalidade brasileiras similar aquelas descritas como
elevadas ou intermediarias em outros paises. Adicionalmente, apontam para um cenario
resultante de um processo de mudanca na distribuicdo epidemioldgica do cancer de mama em
mulheres menores de 50 anos de idade no Brasil, com um aparente aumento das taxas de
incidéncia de céncer de mama neste grupo etario na maior parte das capitais analisadas.
Finalmente, a plausibilidade de que essas transformacfes sejam verdadeiras pode ser compativel
com processos similares descritos em outros paises 101112131415

O possivel aumento da incidéncia do cancer de mama em mulheres na pré-menopausa, no
Brasil, aponta a necessidade de um maior monitoramento da doenca nestas mulheres com alerta
aos profissionais de saude para o diagnostico precoce, controle da exposicdo a fatores de risco
conhecidos, ado¢édo do Principio da Precaucéo, entre outros. Adicionalmente, 0 acompanhamento
das taxas de incidéncia de cancer de mama em mulheres menores de 50 em séries maiores e em

outras cidades pode vir a confirmar ou ndo as mudancas epidemiologicas que aparentemente

estejam ocorrendo na distribuicdo desta neoplasia em mulheres jovens, no Brasil.
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Figura 1: Incidéncia de cancer de mama, mulheres de 15 a 49 anos, Brasil (cidades selecionadas, 2002-2004) e outros paises

(2008).
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Figura 2: Proporgdo de hospitalizagBes por cancer de mama no SUS segundo faixa etaria, Brasil

e cidades selecionadas, 1995-20009.
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Figura 3: Mortalidade por cAncer de mama, mulheres de 15 a 49 anos, Brasil (cidades selecionadas, 2002-2004) e outros paises

(2008).
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Tabela 1: Percentual médio de alteracdo anual (AAPC) da taxa de incidéncia por cancer de

mama, segundo faixa etéria, cidades brasileiras selecionadas, 1988-2008.

20-39 anos 40-49 anos

Populacéo Periodo
AAPC IC 95% AAPC IC 95%
Séo Paulo 1997-2008 0,8 -2,5;4,3 -1,1 -3,1;1,0
Porto Alegre 1993-2005 4,6* 0,8; 8,4 2,9 -1,3; 7,3
Joéo Pessoa 1999-2006 -3,4 -15,1; 9,8 1,7 -0,6; 4,1
Goiania 1988-2008 4.4* 2,8;59 2,4* 0,3,4,6
Fortaleza 1990-2006 1,0 -2,1;4,3 0,0 -2,0; 2,0
Aracaju 1996-2004 0,5 -8,8; 10,7 4,6 -4,2; 14,2

(*) AAPC significativamente diferente de zero.

Artigo submetido aos Cadernos de Saude Publica em 16 de fevereiro de 2013,
ressubmetido em 21 de maio de 2013 ap0s correcOes sugeridas pelos revisores e aceito

para publicacdo em 05 de junho de 2013.
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ABSTRACT

Aims: Breast cancer is the most common cancer in women worldwide, being exposure to estrogens the
acknowledged main risk factor. CYP17, CYP19 and NQO1 are enzymes involved in the estrogen

metabolism, so their polymorphisms may be involved in breast carcinogenesis. The aim of this study

was to determine the magnitude of the association between CYP17 MspAl, CYP19 Arg*®

NQO1 cor polymorphisms and breast cancer in young women. Methods: This is a hospital-based

Cys, and

case-control study carried out in Rio de Janeiro. Cases were 270 women with age range 18-35 years
and a histopathological diagnosis of breast cancer between 1999-2009. Controls were 270 women
without cancer at the same age range. Results: An association between CYP17 MspAl or CYP19
Ar9264Cys polymorphisms and breast cancer were not observed (OR = 1.02, 95% CI 0.72-1.44 for
CYP17 genotypes TC/CC and OR = 0.85, 95% CI 0.48-1.49 for CYP19 genotypes CT/TT). However, a
statistically significant increased risk estimate was identified in women who had at least one NQO1
polymorphic allele (T), OR= 1.96, 95% CI 1.13-3.40 following adjustment for selected confounders.

609

Conclusion: This study suggests that the NQO1 “~T polymorphism may be a risk factor for breast

carcinogenesis in women less than 36 years in Brazil.

Keywords: breast cancer; NQO1; CYP17; CYP19; genetic polymorphism; young women; case-control

study.
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1. INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is the most incident cancer among women worldwide *. Although the highest
BC incidence occurs in women 50 years or older; an increase in its incidence and mortality in young
women has been increasingly reported **. This rise might be explained either by an improvement of cases
notification, or as a result of a change in the pattern of exposure to different environmental risks factors,
which possibly turned this group of young women more susceptible to develop BC at an early age °
Hence, changes in women lifestyle and reproductive history occurring in the last decades could have
modified the prevalence of known BC risk factors °. These factors include early menarche, delayed age at
first pregnancy, nulliparity or reduced parity, reduced breastfeeding length, sedentary lifestyle, obesity,
and increased alcohol consumption "8 All these risk factors generate excessive estrogen exposure during
a woman's life °. Another pathway of exposure to estrogens is the adoption of hormonal contraception,
despite the fact that the association between hormonal contraceptives use and BC remains unclear 1042

Cytochrome P450cl7a (CYP17) and aromatase (CYP19) are important enzymes in the
biosynthesis of estrogen 3 While CYP17 controls two successive early steps of endogenous estrogen
biosynthesis by converting pregnenolone and progesterone to precursors of androgen and estrogen 1
aromatase catalyzes the conversion of androgens to estrogens 15

CYP17 gene contains a single base pair polymorphism in the promoter region, which increases
transcriptional activity (MspAl polymorphism) '® and some studies have found an association between

17-19

such polymorphism and BC . However, other studies have not found such association, especially

when pre and postmenopausal women were analyzed together 2>%.

CYP19 gene contains Arg264Cys polymorphism 2’ but its association with BC remains
controversial *>?%,

Estrogens stimulate breast cell proliferation, which may leave cells more susceptible to genetic
mistakes during DNA replication **. However, there is other mechanism by which estrogen may affect the
risk of developing BC. Estrogens are first oxidized in the breast to catechols, and then to quinones that
react with DNA to form adducts, which lead to mutations associated with BC *****. NAD(P)H:quinone
oxidoreductase 1 (NQO1) is an enzyme involved in the metabolism of endogenous and exogenous
quinines and in other protective mechanisms against carcinogenesis . This enzyme reduces quinones

generated during estrogen metabolism back to catechols, and thus may be protective against BC %,
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NQO1 is a polymorphic enzyme, and studies showed that c®T (Pr0187Ser) variant was a poor

36,37, thus

reducer of estrogen quinones, which caused increased formation of estrogen-DNA adduct
increasing BC risk. Some molecular epidemiological studies were conducted to evaluate the association
between NQO1 C°*T polymorphism and BC risk in diverse populations, but their results remain conflictive
38-41.

Considering the suggestive evidence on the increasing BC incidence rates among young women
in different populations, and the relatively scarce data on single genetic polymorphisms involved in breast
carcinogenesis at an early age, the goal of this study was to determine the magnitude of the association

between CYP17 MspAl (rs743572), CYP19 Arg®®‘Cys (rs700519) and NQO1 C°®®T (rs1800566)

polymorphisms and BC under 36 years of age in women in Brazil.

2. METHODS

2.1 Study population and design

This is a hospital-based case-control study conducted in Rio de Janeiro, Brazil. The study population is
composed of women at age range 18-35 years, living in the Metropolitan Region of Rio de Janeiro
(Brazil). Cases were 270 women with a histopathological confirmed diagnosis of BC (ICD 10 50.0-50.9) at
age range 18-35 years and referred to the Brazilian National Cancer Institute (INCA), the Oncology
Reference Centre settled in the city of Rio de Janeiro, between 1999-2009. Controls were 270 women, at
the same age range, enrolled among hospitalized patients with no-neoplastic diseases and also their
visitants, in three public hospitals, Pro-Matre Hospital (Gynecological and Obstetric Center), Institute of
Trauma Orthopedics (INTO), and the Lagoa Federal Hospital; all of them offering free care in Rio de
Janeiro.

Between the eligible BC cases contacted by telephone and asked to come to the hospital to participate in
the study, 49% were included at the final sample of 270 cases, 14.3% died subsequent to diagnosis at an
advanced stage, 22.8% could not be contacted because of address or telephone number change, 6.7%

did not show up in for the scheduled interview, 4.5% were not available as a consequence of ongoing

92



treatment and 2.7% were not willing to participate or to donate a blood sample. Between controls
approximately 66% of the invited women agreed to participate in the study.

After signing an informed consent, participants were in-person interviewed by trained interviewers, using a
standardized questionnaire designed for the study, which included socio-demographic, lifestyle and
medical antecedents °. Peripheral blood samples were collected in EDTA Vacutainer tubes and used for

genomic DNA extraction following a standard protocol 2,

2.2 Genetic analysis

43-45 with

Genetic polymorphisms were assessed as previously described PCR-RFLP protocols
minor modifications. In brief, the amplification of target DNA was achieved by PCR optimized conditions
as follows: a final reaction volume of 25 yL was composed of 100-200 ng of DNA, 0.2 mM of each dTNP
(Invitrogen), 3 mM of MgCl,, 0.75 U of Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen), 1x PCR buffer
(Invitrogen), and 10 pmol of each primer of one pair, forward and reverse (CYP17: forward
5’cattcgcacctctgg3d’ and reverse 5’'ggctcttggggtactd’. CYP19: forward 5 cgctagatgtctaaa3d’ and reverse 5’
catatgtggcaatggg 3'. NQOL1: forward 5’cctctctgtgctttctgtatcc3’ and reverse 5’gatggacttgcccaagtgatg3’). The
reaction conditions used were a pre-denaturation at 94°C for 5 min followed by 35 or 40 (NQO1) cycles
with three steps each: 94°C for 40 s, 62°C or 60°C (NQO1) for 40 s, and 72°C for 30 s or 45 s (CYP19 and
NQO1); and a cycle of 7 min at 72°C. Negative controls were included in every run, and the success of
amplification was confirmed in agarose 1.5% gels, stained with Gel Red (Biotium), and visualized under
ultraviolet light. Endonuclease digestions of CYP17 were performed as follows: a final reaction volume of
20 uL composed of 3uL of CYP17 PCR products, 5U of MspALll restriction enzyme (BioLabs), 1x reaction
buffer (BioLabs) and Bovine serum albumin (BSA - 100 pg/mL), using overnight 37°C incubation
conditions. Endonuclease digestions conditions of CYP19 were: a final reaction volume of 20 pL
composed of 5uL of CYP19 PCR products, 5U of Lwel restriction enzyme (Fermentas) and 1x reaction
buffer (Fermentas), incubated overnight at 37°C. Endonuclease digestions of NQO1 were performed as
follows: a final reaction volume of 20 uL composed of 3uL of NQO1 PCR products, 5U of Hinfl restriction
enzyme (Fermentas), and 1x reaction buffer R (Fermentas), using overnight 37°C incubation conditions.

Determination of genotypes was performed in agarose 3% gels, visualized under ultraviolet light.
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Goodness-of-fit of genotype distribution to Hardy-Weinberg equilibrium was ascertained for controls, using
R 2.15.2 software. As genotype distribution of CYP19 polymorphism was not in Hardy-Weinberg
equilibrium; the efficiency of our genotyping technique was confirmed in a sample of 94 patients by
sequencing of the PCR products by the FIOCRZ Network Technology Platforms that includes a 48-

capillary 3730 DNA Sequence Analyzer (Applied Biosystems).

2.3 Statistical analysis

Continuous variables were expressed as means + standard deviation (SD) and differences
between them were analyzed using the Student t test. Categorical variables were expressed as
percentages and Pearson chi-square was used to analyze differences between them.

Unconditional logistic regression models were used to calculate unadjusted and adjusted odds
ratios (OR) and their 95% confidence intervals (95% CI) to estimate the magnitude of association between
BC and CYP17, CYP19 and NQOL1 polymorphisms using STATA 10.0 software. A P-value <0.05 was
used to ascertain the occurrence of statistical significance. All the confounders (age, skin color, education,
pregnancy, age at menarche, hormonal contraceptives use and family history of breast and/or ovary
cancer of first degree relatives) was tested in the logistic regression, and those that do not modify the
association of BC and the genetic polymorphisms were eliminated of the final model.

With a sample size of 270 cases and 270 controls, considering a 95% significance level and a
population prevalence of exposure to CYP19 ArgzeACys polymorphism of 10%, this study has a power of
80% to detect an OR = 2.4 between such polymorphism and BC. According to CYP17 polymorphism, a
study with the sample size, a 95% confidence interval and a prevalence of 63% of CYP17 MspAl, the
study has a power of 95% to detect an OR = 2.0 between such polymorphism and BC. This power

remains the same for the association between NQO1 C**°T polymorphism (prevalence of 42%) and BC.
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2.4 Ethical Aspects

All proceedings were approved by the Ethics Research Committees of all involved institutions
(INCA, Pro-Matre Hospital, INTO, Lagoa Federal Hospital and ENSP). All participants signed a declaration

manifesting their agreement to participate in the investigation.

3. RESULTS

Data of estrogen and progesterone receptor status of the tumor were collected from a sample of
132 of the 270 study cases. For these, 37.1% express estrogen and progesterone receptors, 25.0%
express only estrogen receptor, 6.1% express only progesterone receptor and 31.8% do not express
these hormonal receptors.
The distribution of BC cases and controls according to selected variables (age, skin color, education,
pregnancy (yes or no), age at menarche, hormonal contraceptives use and family history of breast and/or
ovary cancer of first degree relatives) are presented at Tablel. Age of BC cases was significantly higher
than age of controls (P value <0.001). Regarding skin color, whites accounted for 30.0% of cases and
32.2% of controls, P = 0.58. Controls used to have a higher education than cases, and 61.8% of the
former had studied more than 8 years, comparatively to 28.9% of the latter, P < 0.001. Pregnancy was
significantly more frequent in controls than in BC cases (P value 0.021), and the mean age at menarche
was 12.7 £2.1 years among cases and 12.7 £1.7 years among controls (P = 0.78). The mean time of
hormonal contraceptives use was 5.5 +4.5 years among cases and 5.3 5.1 years among controls (P =
0.61). Family histories of breast and/or ovary cancer, in first degree relatives (mother and sisters), were

reported by 22.2% of cases and 12.2% of controls, P = 0.001.
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TABLE 1 - Distribution of breast cancer cases (N = 270) and controls (N = 270) according to selected

variables, Rio de Janeiro, Brazil, 1999-2012.

) Controls Cases Odds Ratio (95% P value
Variables
N (%) N (%) Confidence interval)
Age (yr.):
mean = SD 29.9+4.5 31.5£3.4 -- <0.001*
range:
18-23 32 (11.8) 7(2.6) 1.00
24-29 65 (24.1) 59 (21.8) 4.15 (1.70-10.11)
30-35 173 (64.1) 204 (75.6) 5.39 (2.32-12.52) <0.001**
Skin color:
White 87 (32.2) 81 (30.0) 1.00
Non-White 183 (67.8) 189 (70.0) 1.11 (0.77-1.60) 0.577*
Education (yr.):
>8 167 (61.8) 78 (28.9) 1.00
8 58 (21.5) 102 (37.8) 3.77 (2.48-5.73)
<8 45 (16.7) 90 (33.3) 4.28 (2.74-6.70) <0.001**
Pregnancy:
No 41 (15.2) 62 (23.0) 1.00
Yes 229 (84.8) 208 (77.0) 0.60 (0.39-0.93) 0.021**
Age at menarche (yr.):
mean + SD 12.7£1.7 12.7£2.1 -- 0.784*
range:
>12 62 (23.0) 66 (24.5) 1.00
12-14 172 (63.7) 167 (61.8) 0.91 (0.61-1.37)
<14 36 (13.3) 37 (13.7) 0.97 (0.54-1.72) 0.899%*
Contraceptives use (yr.):
mean + SD 5.3+5.1 5.5+4.5 -- 0.609*
range:
0-1 86 (31.8) 67 (24.8) 1.00
>1-5 68 (25.2) 81 (30.0) 1.53 (0.97-2.41)
>5 116 (43.0) 122 (45.2) 1.35 (0.90-2.03) 0.162**
Family history of breast/ovary
cancer of first degree relatives:
No 237 (87.8) 210 (77.8) 1.00
Yes 33 (12.2) 60 (22.2) 2.05 (1.29-3.26) 0.001*

* Student t test
** o2 test
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The associations between CYP17 MspAl, CYP19 Arg264Cys, and NQO1 C®*®°T polymorphisms
and BC are presented at Table 2. Data analysis did not show an association between the presence of at
least one CYP17 polymorphic allele (genotypes TC and CC) and BC in young women (OR = 1.02, 95% ClI
= 0.72-1.44). The adjusted OR for selected confounders revealed: OR = 1.09, 95% CI = 0.74-1.61 when

adjusted for age, education, pregnancy (yes or no) and CYP19 Arg®®

Cys polymorphism (data not
showed); and OR = 1.02, 95% CI = 0.70-1.48 when adjusted for CYP19 Arg®®’Cys and NQO1 C°®*T
polymorphisms, education (categorical), time of hormonal contraceptives use in months, and interaction
between NQO1 and time length of hormonal contraceptives use.

CYP19 Argza“Cys polymorphism (genotypes CT and TT) was also not either associated to BC in
young women according to the crude (OR = 0.85, 95% CI = 0.48-1.49) or the adjusted OR (OR = 0.89,
95% CI = 0.48-1.64, after adjustment for age, education, pregnancy, and CYP17 MspAl polymorphism,
data not shown), or adjusted OR = 0.85, 95% CI = 0.47-1.56 (after adjustment by CYP17 MspAl and
NQO1 C®®T polymorphisms, education, time length of hormonal contraceptives use in months and
interaction between NQO1 and time length of hormonal contraceptives use). Although, genotype
distribution of CYP19 polymorphism was not in Hardy-Weinberg equilibrium; the sequencing of a sample
of PCR products confirmed that there were no methodology errors.

In relation to NQO1, the crude OR did not show an increase in risk of BC among women less than
36 years who had NQO1 °®T allele (OR = 1.15, 95% CI = 0.82-1.61 for CT or TT genotypes). However,
the adjusted OR for selected confounders (time of hormonal contraceptives use, interaction between
NQO1 and hormonal contraceptives use time length, and education) revealed a statistically significant
increase in risk of BC among women who had at least one NQO1 polymorphic allele (T), (OR = 1.94, 95%
Cl = 1.12-3.36 - data not showed). Result of the final model is shown in Table 2 with the same variables
and CYP17 MspAl and CYP19 Arg***Cys polymorphisms (OR = 1.96, 95% CI = 1.13-3.40). In this model,

the association between BC and the factor of interaction between NQO1 C°%

T polymorphism and time of
hormonal contraceptives use showed an OR = 0.99 (P = 0.02; adjusted for NQO1 C°*T, CYP17 MspAl

and CYP19 Arg®®*Cys polymorphisms, education and time of hormonal contraceptives use).
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TABLE 2 - Distribution of breast cancer cases (N = 270) and controls (N = 270) according to CYP17,

CYP19 and NQOL1 genotypes, Rio de Janeiro, Brazil, 1999-2012.

Variables Controls Cases Crude Odds Ratio Adjusted Odds Ratio P*value
N (%) N (%) (95%  Confidence (95% Confidence
Interval) Interval)

CYP17

TT 98 (36.30) 97 (35.93) 1.00 1.00

TC 128 (47.41) 144 (53.33) 1.14 (0.79-1.64) 1.18 (0.79-1.75)

CcC 44 (16.30) 29 (10.74) 0.67 (0.39-1.15) 0.62 (0.35-1.11) ® 0.133

TC/CC 172 (63.70) 173 (64.07) 1.02 (0.72-1.44) 1.02 (0.70-1.48) ® 0.929
CYP19

cC 241 (89.26) 245(90.74) 1.00 1.00

CT 22 (8.15) 23 (8.52) 1.03 (0.56-1.90) 1.02 (0.54-1.95)°

TT 7 (2.59) 2(0.74) 0.28 (0.06-1.37) 0.30 (0.06-1.57)"° 0.243

CT/TT 29(10.74) 25(9.26) 0.85 (0.48-1.49) 0.85 (0.47-1.56) 0.566
NQO1

cc 156 (57.78) 147 (54.44) 1.00 1.00

CT 95(35.19) 111 (41.11) 1.24(0.87-1.77) 2.16 (1.21-3.85)°

TT 19 (7.04) 12 (4.44) 0.67 (0.32-1.43) 1.27 (0.38-4.30) © 0.213

CT/TT 114 (42.22) 123 (45.56) 1.15 (0.82-1.61) 1.96 (1.13-3.40) © 0.435
* 2 test

Hardy-Weinberg: CYP17 P = 0.91; CYP19 P < 0.001; NQO1 P = 0.47

2 Adjusted for CYP19 Arg®®“Cys and NQO1 C®*°T polymorphisms, education, time of hormonal contraceptives use in months, and
interaction factor of NQO1 and time of hormonal contraceptives use.

P Adjusted for CYP17 MspAl and NQO1 C*™T polymorphisms, education, time of hormonal contraceptives use in months, and
interaction factor of NQO1 and time of hormonal contraceptives use.

¢ Adjusted for CYP17 MspAl and CYP19 Arg®®'Cys polymorphisms, education, time of hormonal contraceptives use in months, and

interaction factor of NQO1 and time of hormonal contraceptives use.
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4. DISCUSSION

Estrogen exposure represents the major known risk factor for development of BC in women °.
Estrogens metabolism and biosynthesis involve a series of enzymatic steps regulated by genes for which
some involved genetic polymorphisms have been described, that may be associated with BC risk. Among
them are included CYP17 and CYP19, involved in estrogen synthesis *°, and NQO1 involved in the
metabolism of exogenous quinones or quinines generated during estrogen metabolism and in other
cancer protection mechanisms **.

CYP17 MspA1l polymorphism is a transition from T to C (T'34C), which creates an additional Sp-1
binding site (CCACC boxes) in the promoter region " This results in an increased expression of CYP17
enzyme and consequently an increase in estrogen plasma concentrations % So CYP17 MspAl
polymorphism can hypothetically be associated with an increased BC risk. However, in this study CYP17
MspA1l polymorphism is not associated with BC risk in young women. Similarly; other studies did not find
an association between CYP17 MspAl polymorphism and BC, but all of them have combined pre and
postmenopausal women in the analysis 2°2°.

In a case-control study with women under 37 years old, Bergman-Jungestréom and coworkers 19
found an association between CYP17 MspA1l polymorphism and the BC risk (OR = 2.0, 95% CI = 1.1-3.5,
for TC/CC genotypes). Others studies in premenopausal women also found a statistically significant
association between CYP17 MspAl polymorphism and BC, one in nulliparous women, homozygous for
this polymorphism (OR = 2.12, 95% CI = 1.04-4.32) '8 and other only in heterozygous women (OR = 1.62,
95% ClI = 1.02-2.58) *'. As a whole, these studies seem to suggest that CYP17 MspA1 polymorphism may
have an influence in breast carcinogenesis in young women. Nevertheless, we could not find this
association in our study, which is in agreement with Samson et al who did not find a statistically significant
association between this polymorphism and the risk of developing BC in premenopausal women *°.

CYP19 gene has four non-synonymous single nucleotide polymorphisms, however, in most

264Cys (C to T substitution in exon 7) is the most prevalent " The presence of at least

populations, Arg
one allele of this polymorphism was associated with an increased BC risk in Korean women, OR = 1.5,

95% Cl = 1.1-2.2 *°. However, in this study CYP19 Arg**’Cys polymorphism could not be associated with
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BC risk in young women. This result is in agreement with other studies that did not also find such

association 1"%28%

NQO1 C®*®T polymorphism results in the substitution of a proline to a serine at codon 187 of
NQO1 protein (Pr0187Ser) ¥ According to in vitro tests, this variant results in an extremely low or
undetectable enzyme activity in homozygous (TT) cells, and a twofold lower activity in heterozygote (CT)
cells, compared to the wild type (CC) * These differences can be partly due to a lower expression of
polymorphic protein *° In our study NQO1 cr polymorphism was statistically associated with BC risk in
young women, when OR was adjusted for time length of hormonal contraceptives use in months, the
interaction between NQO1 and hormonal contraceptives use time, and education. Others studies,

09T allele and risk

performed in Caucasian, have found an association between the homozygous for the
of BC. One of these studies found an OR = 3.68 (95% CIl = 1.41-9.62) % and other investigation found an
OR = 3.80 (95% CI 1.73-8.34) *. However, two studies conducted in China *"** and one study in north

Indian ** did not find a statistically significant association between NQO1 C°**

T polymorphism and the risk
of BC. A nested case-control study carried out with post-menopausal North-American women also did not
find an association *®. Yuan and coworkers ** conducted a meta-analysis on 3177 BC cases and 4038

99T allele was not associated

controls from seven published case-control studies, and showed that the
with a significantly increased BC risk for all combined groups. However, in the stratified analysis, NQO1
c1 polymorphism was associated with increased BC risk in Caucasians women (OR = 1.15, 95% CI =
1.01-1.30, for genotypes CT/TT).

In our investigation, the crude OR did not show an increase in BC risk among women who had
NQO1 °®T allele. This risk could only be verified by the OR adjusted for time of hormonal contraceptives
use, in months, interaction factor of NQO1 and hormonal contraceptives use time and education.

1012 "In the current

The association between hormonal contraceptives use and BC is controversial
study, women reporting hormonal contraceptives use have shown a higher risk estimate of developing BC
than nonusers or those that did it less than one year. Nevertheless, these estimates were of reduced
maghnitude, being of borderline statistical significance for hormonal contraceptives use > 1-5 year, or no
statistically significant for their use > 5 years. As occurring with endogenous estrogens, the exogenous
estrogens metabolism also generates quinines that may react with DNA and form adducts °. NQO1

35

metabolizes these quinines, protecting against DNA damage ™. In a case-control study, Fowke and
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coworkers **, despite finding not statistically significant results, suggested that the association between
oral contraceptive use and BC risk in premenopausal women could depend on NQO1 genotype. In their
study, the use of oral contraceptives for more than 18 months was a BC risk factor (OR = 2.34, 95% CI =
0.92-5.99) in women with the CC genotype, and a protective factor in women with at least one
polymorphic allele (genotype CT / TT; OR = 0.69, 95% CI = 0.38-1.25). The authors suggested that the
metabolism of endogenous estrogens would generate more quinones than the metabolism of synthetic
estrogens. Synthetic estrogens partially suppress endogenous estrogens release from the ovary and the
metabolism of synthetic estrogens would produce less quinones than endogenous estrogens metabolism.
So, women using hormonal contraceptives probably would produce less quinones than nonusers. This
could represent a protection for breast carcinogenesis. However, this protection is most evident in women
with polymorphic NQO1, because in women with the wild type genotype, NQO1 metabolism would be
enough to eliminate this quinones excess. For this reason, the protective effect of the interaction between
NQO1 C*T polymorphism and the use of hormonal contraceptives is needed, to analyze the effect of
NQOL1 on breast carcinogenesis.

In relation to education (schooling years analyzed as a categorical variable), it probably modify the
association between NQO1 cor polymorphism and BC in an indirect way. In our study, many of the
participants had low educational level and have worked in unskilled manual jobs (maids and others), thus
with a higher chance to have been occupationally exposed to several chemical substances, and/or
previously migrated from rural areas, often exposed to pesticides. The degradation of some chemicals
such as pesticides also generates quinones that are degraded by NQO1 > However, the measurement of
chemical exposure only through a personal interview is usually more imprecise, generating biases such as
recall bias, than collecting data on participants’ education.

Although a great effort was done in collecting patients of this age group, the limitation of our study

is the sample size, so the role of chance cannot be excluded.
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5. CONCLUSION

This study suggests that CYP17 MspAl and CYP19 Arg**‘Cys polymorphisms are not associated

609:

with the risk of BC in young women. However, NQO1 “™T polymorphism may be a risk factor for BC

development in young women when others risk factors like hormonal contraceptive use are considered.
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VIII. CONSIDERACOES FINAIS

Independentemente dos limites de idade considerados, a literatura em relacdo a
distribuicdo epidemioldgica, as diferencas bioldgicas e aos fatores de risco associados ao cancer
em adultos jovens em geral, incluindo o cancer de mama, ainda é extremamente restrita, ndo so
no Brasil, mas no restante do mundo. Buscando contribuir para a minimizagéo desta caréncia de
dados, esse projeto teve como objetivo caracterizar a distribuicdo epidemioldgica do cancer em
adultos jovens no Brasil com énfase no cancer de mama feminino, e determinar a magnitude de
associacao entre polimorfismos genéticos nos genes CYP17, CYP19 e NQOL1 e a ocorréncia de
cancer de mama em mulheres jovens.

Nossos resultados revelam que, entre 2002 e 2004, para os jovens de 20-24 anos no
Brasil, o cancer de testiculo foi a localizagdo anatémica de cancer com a maior incidéncia entre
os homens, sendo as neoplasias da glandula tiredide, do colo de Gtero e a doenca de Hodgkin as
mais incidentes entre as mulheres, e o cancer de encéfalo a principal causa de morte por cancer,
em ambos os sexos. Adicionalmente, foi verificado um pequeno aumento da taxa de mortalidade
por cancer de encéfalo, no sexo masculino (1999-2008) e um aumento das taxas de mortalidade
por leucemia linfoide em ambos os sexos (1980-2008 e 1999-2008).

O cancer de mama constituiu a 13?2 causa de morte por cancer (0,1/100.000) em mulheres
de 20-24, no Brasil no periodo 2002-2004. De acordo com a histéria natural desta doenca, ja é
esperado que o cancer de mama em mulheres nesta faixa etaria seja um evento extremamente raro
e, por isso, para se estudar este cancer em mulheres jovens, faz-se necessario estender o limite de
idade para este grupo. Assim sendo, para realizar uma analise exploratoria sobre a distribuicdo da
incidéncia e da mortalidade por cancer de mama no Brasil, optou-se por considerar como

mulheres jovens todas aquelas na faixa etaria da pré-menopausa. Esta anélise revelou um padréo
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de magnitude das taxas de incidéncia e mortalidade por cancer de mama em mulheres menores de
50 anos de idade, no Brasil similar aquelas descritas como elevadas ou intermediarias em outros
paises. Adicionalmente, apontou para um cendrio resultante de um processo de mudanga na
distribuicdo epidemioldgica desta neoplasia, com um aparente aumento das taxas de incidéncia de
cancer de mama, neste grupo etario, na maior parte das capitais analisadas.

O possivel aumento da incidéncia do cancer de mama em mulheres na pré-menopausa, no
Brasil, corrobora a necessidade de mais estudos neste grupo. Buscando analisar possiveis fatores
de risco associados ao cancer de mama em mulheres jovens, foi realizado um estudo caso-
controle de base hospitalar com mulheres menores de 36 anos, na cidade do Rio de Janeiro,
quando se obtiveram informacbes epidemioldgicas e amostras bioldgicas (sangue) das
participantes. Neste projeto, procuramos determinar a magnitude de associacdo entre
polimorfismos genéticos dos genes CYP17, CYP19 e NQOL e a ocorréncia de cancer de mama.
Nossos resultados ndo revelaram uma associagdo entre o polimorfismo MspAl do gene CYP17 e
Arg”®*Cys do gene CYP19 e a ocorréncia de cancer de mama em mulheres jovens (OR = 1,02; IC
95% 0,72-1,44 para os gen6tipos TC/CC do gene CYP17; OR = 0,85; IC 95% 0,48-1,49 para 0s
gendtipos CT/TT do gene CYP19). Entretanto, um aumento estatisticamente significativo do risco
estimado de cancer de mama foi identificado em mulheres que possuiam pelo menos um alelo
polimérfico do gene NQO1 (T), OR = 1,96 (IC 95% 1,13-3,40), quando ajustada por variaveis de
confundimento selecionadas. Assim, nossos achados sugerem que o polimorfismo ®°T da NQO1
possa ser um fator de risco para o cancer de mama em mulheres jovens no Brasil. Entretanto,

outros estudos sdo necessarios visando corroborar com os resultados do presente trabalho.
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