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RESUMO

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequiente no mundo, sendo o mais
comum entre as mulheres (INCA/MS, 2006). Admite-se que a exposi¢cao prolongada a
niveis aumentados de estrogénio seja o fator central na etiologia do cancer de mama
(BERNSTEIN, 2002). O objetivo deste trabalho foi investigar a associacdo entre o
cancer de mama e polimorfismos em trés genes atuantes na via metabdlica do
estrogénio (CYP1Al, CYP2D6 e GSTP1). A amostra foi composta de 85 pacientes e 85
controles do sexo feminino, pareadas por idade (x5 anos) e etnia. Foram coletadas
amostras de sangue periférico para extragdo de DNA pelo método de salting out, e em
seguida realizou-se a analise molecular por PCR-RFLP, seguida de visualizacdo em gel
de agarose 3,0%. Nossos resultados n&do demonstraram associagao entre a ocorréncia
de cancer de mama e os genotipos considerados de risco: OR= 1,57 (IC 95%-= 0,77 -
3,20) para o polimorfismo CYP1Al — Mspl, OR= 1,30 (IC 95%= 0,69 - 2,47) para o
polimorfismo CYP2D6*4 e OR= 1,69 (IC 95%=0,92 — 3,11) para o polimorfismo GSTP1
— BsmAl. Ao combinar os genoétipos considerados de risco dos trés genes, néo
observamos associa¢gdes com um genétipo de risco (OR= 1,28; IC 95%=0,61 — 2,70),
mas encontramos associacdo com dois ou trés genotipos (OR= 2,94; IC 95%=1,21 —
7,16). Na analise dos parametros clinicos (idade da menarca, idade da menopausa,
tempo entre menarca e menopausa, tempo de uso de pilulas anticoncepcionais,
numero de filhos e idade da primeira gravidez), encontramos diferengas entre pacientes
e controles quanto a idade média da menarca (t= 6,43; P<0,05), e quando
consideramos apenas pacientes e controles com o0s gendtipos considerados de risco,
guanto a idade média da menopausa (t= 2,61; P>0,01 para o gene GSTP1) e média do
tempo entre menarca e menopausa (t= 2,18; P>0,02 para o gene CYP1Al e t= 2,16;
P>0,02 para o gene GSTP1l). A analise dos parametros histopatoldgicos (grau
histolégico do tumor, envolvimento de linfonodos e tamanho do tumor) ndo apresentou
diferencas estatisticamente significantes entre os subgrupos considerados de risco e as
pacientes homozigotas selvagens para cada um dos genes estudados. Portanto, uma
interacdo entre os genes em estudo pode estar influenciando o risco ao cancer de
mama, assim como alguns dos parametros clinicos analisados. Para corroborar estes e
0s outros resultados do trabalho, torna-se importante a ampliagao da amostra utilizada.

Palavras-chave: cancer de mama; genes do biometabolismo; polimorfismo genético.



1. INTRODUCAO

O cancer de mama é o cancer com maior mortalidade entre as mulheres (DAVIS
et al., 1993). Estima-se que anualmente ocorram 999.000 novos casos no mundo, e
375.000 mortes (PARKIN et al., 2001). Para o ano de 2006, estimam-se 48.930 novos
casos de cancer de mama no Brasil, 0 segundo mais incidente entre a populacao
feminina, sendo o mais incidente o cancer de pele ndo-melanoma (INCA/MS, 2006). No
Parana, dados do INCA (2006) estimam 2.970 novos casos, sendo 700 em Curitiba.
Embora sua etiologia ainda ndo seja completamente conhecida, sabe-se que fatores
ambientais, genéticos, nutricionais e hormonais contribuem para o risco de desenvolver
o cancer de mama (DAVIS et al., 1993).

A historia familial constitui um fator importante, principalmente se o cancer
acometeu a mée ou irmé e se desenvolveu antes da menopausa, aumentando o risco
em duas a trés vezes. A exposicdo a radiacdo ionizante antes dos 35 anos de idade
(VAURY et al., 1995), obesidade pés-menopausa, ingestdo de dieta gordurosa e
consumo elevado de alcool também parecem aumentar o risco (PARKIN et al., 2001).

Admite-se que a exposicao prolongada a niveis aumentados de estrogénio seja o
fator central na etiologia do cancer de mama (BERNSTEIN, 2002). O risco é mais
elevado principalmente em mulheres que apresentam menarca precoce (antes dos 11
anos de idade) e menopausa tardia (depois dos 50 anos de idade), nuliparidade, idade
da primeira gestacdo acima dos 30 anos, fizeram ou fazem uso de contraceptivos orais
por longo tempo ou com dosagens elevadas de estrogénio e em mulheres que estédo
fazendo tratamento de reposicdo hormonal (PARKIN et al., 2001; COLLINS et al, 2005).

O horménio estrogénio estimula a divisdo celular no tecido mamario, o que pode
aumentar o risco de ocorréncia de danos permanentes ao DNA, principalmente em
mulheres jovens, quando as células da mama ainda ndo estéo totalmente maduras, ndo
possuindo mecanismos eficientes de reparo do DNA, que se liga mais freqientemente
a carcinogenos (CHABNER e MURPHY, 2005). Acredita-se também que o estrogénio
possua um efeito anti-apoptotico nas células expostas a esse hormoénio, o que impede a

morte das células que sofreram danos no DNA, e conseqlentemente em genes que



controlam o ciclo celular (NAROD e FOULKES, 2004). Além disso, os estrogénios
catecois podem agir como carcindgenos (LIEHR, 2000), se ligando ao DNA ou
produzindo espécies de oxigénio reativas ao serem metabolizados. Varias enzimas do
biometabolismo estédo envolvidas nas vias metabdlicas do estrogénio, como as que sao
codificadas pelos sistemas génicos polimorficos que serdo abordados neste trabalho.

O desenvolvimento do cancer ird depender de varios fatores, como o tempo e a
intensidade de exposicdo a carcindégenos e a susceptibilidade genética do individuo.
Sendo assim, a probabilidade de uma determinada célula sofrer transformacdo esta
diretamente relacionada a sua capacidade em metabolizar carcinébgenos endogenos e
exdgenos e em reparar o DNA. Polimorfismos em genes que codificam enzimas
envolvidas no metabolismo de carcinégenos, como os citocromos P450 (CYPs) e as
glutationas S-tranferases (GSTSs), influenciam na resposta do individuo a estes agentes,
visto que alelos diferentes condicionam fenotipos com maior ou menor capacidade de
metabolizacao.

1.1 POLIMORFISMOS EM GENES DO BIOMETABOLISMO

Em geral, a maioria dos canceres nao ocorre apenas devido a mutacées em
genes de alta penetrancia, como os genes supressores de tumor BRCAL e 2 (THIER et
al., 2003) e oncogenes. Esse tipo de predisposicdo genética corresponde a
aproximadamente 2% dos casos de cancer de mama (FORD et al., 1998; PETO et al.,
1999). O desenvolvimento do cancer € consequéncia, principalmente, de complexas
interacbes entre genes e entre gene — ambiente. Polimorfismos em genes do
metabolismo tendem a ser muito mais comum nas populagcdes e, portanto, tem uma
importancia consideravel para o ponto de vista da saude publica (THIER et al., 2003).

Um polimorfismo genético € definido como uma variagdo em um gene que é
prevalente numa dada populagdo a frequéncia de pelo menos 1% e ndo superior a
99%. Muitos genes polimorficos do metabolismo de xenobidticos mostram diferencas

étnicas consideraveis quanto a sua distribuicdo alélica (GARTE et al., 2001).



Quanto ao metabolismo oxidativo de xenobibticos, muitos metabdlitos precisam
ser ativados pelas enzimas oxidativas da fase | para se tornarem reativos o suficiente
para poderem se ligar ao DNA e exibirem atividade carcinogénica. Estas enzimas sao
principalmente aquelas pertencentes a Superfamilia do Citocromo P450 (CYPs), que
convertem um pro-carcin0geno em um carcinégeno, através da introducdo de um ou
mais grupamentos hidroxila no substrato (NEBERT, 1991; PERERA, 1996; SHIMADA e
FUJII-KURIAMA, 2004).

As enzimas da fase Il, como as glutationa S-transferases (GSTs), estdo
envolvidas principalmente na detoxificagdo dos metabdlitos primérios gerados nas
reacOes da fase |, por conjugacdo destes com um substrato endoégeno (glutationa,
sulfato, glicose, acetato). Estas enzimas agem como inativadoras dos produtos da fase
I, tornando os metabdlitos hidrofilicos e passiveis de excrecdo rapida (NEBERT, 1991;
PERSSON et al., 1995; THIER et al., 2003).

O balanco geral entre a ativacao e detoxificacdo determina a dose final de um
toxico biologicamente ativo, o que pode influenciar o risco a doencas (THIER et al.,
2003). Se as lesdes no DNA ocorrerem em regides funcionais de genes que controlam
o ciclo celular, ativando ou inibindo a proliferacdo celular (oncogenes e genes
supressores de tumor, respectivamente), o0 surgimento de um tumor, e
consequentemente de um céancer, € favorecido. Para que uma célula adquira o carater
neoplasico, ela geralmente passa por varios eventos de mutagcdes no DNA, que séo
cumulativas e irreversiveis (RIBEIRO et al., 2003).

Muitos genes da Superfamilia do Citocromo P450 e da Familia das Glutationas
S-transferases envolvidos na ativacao e detoxificacdo de xenobidticos sdo conhecidos
pela presenca de variantes alélicas polimorficas (MANNERVIK et al., 1985; NEBERT et
al., 1996), sendo que foram encontradas algumas destas variantes dos genes CYPs e

GSTs associadas a diversos tipos de cancer.



1.2 GENES DA SUPERFAMILIA DO CITOCROMO P450

O Citocromo P450 é na verdade uma familia de proteinas muito semelhantes
entre si, que catalizam reacdes de hidroxilacdo nas quais um substrato organico RH é
hidroxilado a R-OH, com um atomo de O do O,. sendo o outro atomo de O reduzido a
H,O por equivalentes redutores fornecidos pelo NADH ou NADPH. Podem reagir tanto
com O, como com CO, e o complexo de sua forma reduzida com CO exibe forte
absorcdo luminosa em 450nm, dai o nome P450 (LEHNINGER, NELSON e COX,
1995).

Os produtos dos genes do citocromo P450 atuam nas reagbes de fase |,
participando do metabolismo de substancias exogenas (GOEPTAR et al., 1995 citado
por ORELLANA e GUAJARDO, 2004) e também enddégenas, como horménios
esteroides (CAPDEVILLA et al., 2002), incluindo o estrogénio. Muitos membros desta
superfamilia apresentam polimorfismos em humanos, sendo que ja foram descritos pelo
menos cinco subfamilias designadas de A a E pelo sistema de nomenclatura
recomendado (NEBERT et al.,, 1987, 1993) . Ja foram descritos 58 genes CYPs no
genoma humano, sendo a maioria deles polimorficos (INGELMAN — SUNDBERG,
2001).

As reacOes mediadas por P450 séo as vias principais através das quais a maior
parte das drogas hidrofobicas e agentes quimicos ambientais sdo convertidos em
formas que podem ser conjugadas e secretadas pelo organismo (KALANT e
ROSCHLAYV, 1991). J& o metabolismo do estrogénio mediado por CYP leva a formagéo
de espécies de oxigénio reativas e adutos no DNA, com potencial mutagénico
(SHIBUTANI et al., 1991; TERASHIMA et al., 2001; CHAKRAVARTI et al., 2001 citados
por DAWLING et al., 2004).



1.2.1 CYP1Al

O gene CYP1ALl pertence a subfamilia CYP1, e esta mapeado no cromossomo
15 (15922-924) (HIDELBRAND et al., 1985). O CYP1A1l humano codifica uma enzima
muito bem conservada em tecidos epiteliais, que esta envolvida na ativacdo de pro-
carcindgenos do tabaco, incluindo hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS) e
aminas aromaticas, transformando-os em carcinégenos (THIER et al., 2003). O
CYP1Al1 também esta envolvido na producdo de metabdlitos carcindgenos do
estrogénio (HAN et al., 2004). Até o momento ja foram descritos 16 alelos polimorficos
para este gene, sendo que quatro vém sendo analisados quanto a uma possivel
associacdo com a susceptibilidade ao cancer: CYP1A1*2A, *2B, *3 e *4 (SMART e
DALY, 2000; CHEVALIER et al., 2001; SAITO et al., 2003; AMORIN et al., 2004).

A frequéncia populacional dos vérios alelos varia conforme o grupo étnico
estudado, sendo que determinados genoétipos sdo mais comuns em certas populacdes
(GARTE, 1998). A incidéncia de cancer de mama néo aparece como sendo claramente
influenciada por polimorfismos no CYP1Al somente (BAILEY et al., 1998; DUNING et
al., 1999). Porém ha variacbes entre 0s grupos €tnicos e em alguns casos, riscos
elevados puderam ser associados a alelos de CYP1Al, como a odds ratio de 9,7 que
foi calculada para a incidéncia de cancer de mama em afro-americanos com o alelo *2A
(TAIOLI et al., 1995). Mulheres caucasoides nao apresentaram tal correlacdo (TAIOLI et
al., 1999).

O alelo CYP1A1*2A apresenta uma transicdo citosina (C) para timina (T) na
regido 3’ flanqueadora do gene, na posicdo 6235, o que da origem a um sitio para a
enzima de restricdo Mspl (KAWAJIRI et al., 1990). Este polimorfismo parece aumentar
a expressdo da enzima codificada pelo gene CYP1Al1 (ARVANITIS et al.,, 2001),
aumentando a ativacdo de pro-carcinégenos. Em alguns estudos foi encontrada
correlagédo entre os alelos *2A (Mspl) e *2C (1462V) e o cancer de pulméo (CHEN et

al., 2001; QUINONES et al., 2001), porém em outros estudos as frequéncias alélicas



foram semelhantes entre os pacientes e controles pareados (CASCORBI et al., 1996;
GSUR et al., 2001; YIN et al., 2001).

1.2.2 CYP2D6

O gene CYP2D6 estd mapeado em 22q13.1 e € o mais polimérfico entre os
genes da Superfamilia do Citocromo P450, com mais de 80 variantes alélicas descritas
(BOGNI et al., 2005). Estas variantes sao resultantes de muta¢cdes de ponto, adi¢oes,
rearranjos génicos e delecdes ou duplicacdes do gene inteiro, resultando em um
aumento, reducdo ou completa perda da atividade da enzima (INGELMAN -
SUNDBERG e EVANS, 2001; MA, WOO e McLEOD, 2002; KITADA, 2003). Este gene
participa do metabolismo de aproximadamente 25% de todas as medicacdes de uso
clinico, como o tamoxifeno e alguns citotéxicos (WOLF e SMITH, 1999; INGELMAN —
SUNDBERG e EVANS, 2001).

O CYP2D6 codifica a enzima debrisoquina hidroxilase, cujo substrato inclui
aminas aromaticas e nitrosaminas do tabaco (SOBTI et al., 2005), e participa do
metabolismo da debrisoquina, um agente anti-hipertensivo.

Desde a identificacdo do polimorfismo no gene CYP2D6, na década de 70,
muitos estudos mostraram que o0s varios fendtipos variam significantemente entre
diferentes grupos étnicos (BERTILSSON, 1995; MA, WOO e McLEOD, 2002; EVANS e
RELLING, 2004), e que este polimorfismo pode ter um papel importante na inducéo dos
efeitos adversos da administragdo de alguns agentes terapéuticos (INGELMAN —
SUNDBERG et al., 1999), como aqueles aplicados na oncologia. Muitos medicamentos
usados comumente na oncologia sdo metabolizados via CYP2D6, e os polimorfismos
neste gene podem potencialmente induzir importantes efeitos clinicos, que vao
depender da droga envolvida e do gendotipo do paciente (BERNARD et al., 2006).

Polimorfismos no gene CYP2D6 podem ser classificados de acordo com quatro
niveis de atividade: metabolizadores pobres (PMs), metabolizadores intermediarios

(IMs), metabolizadores rapidos (EMs) e metabolizadores ultra-rapidos (UMs) (JANN e



COHEN, 2000). O fenétipo EM é expresso pela maioria da populacdo, sendo
considerado como “normal” (EVANS e RELLING, 2004; ZANGER et al., 2004). As
pessoas com o fendtipo PM herdaram os dois alelos CYP2D6 deficientes,
metabolizando as drogas em taxas notavelmente baixas, o que leva a um acumulo de
drogas ndo metabolizadas que sdo substratos da enzima P4502D6. Isto leva a um
aumento dos efeitos adversos das drogas e interacbes medicamentosas, e uma baixa
eficacia das drogas que precisam ser ativadas via CYP2D6 (MA, WOO e McLEOD,
2002). A frequéncia deste fenotipo varia entre diferentes populacdes, e em geral
caucasOides apresentam as maiores frequéncias (EVANS et al., 1980; DICK et al.,
1982).

O fendtipo UM ocorre pela duplicacdo ou amplificacdo de genes CYP2D6 ativos.
Individuos com este fenétipo metabolizam as drogas a uma taxa muito alta, o que pode
levar a uma perda na eficacia terapéutica destes medicamentos a doses padréao
(INGELMAN — SUNDBERG et al, 1999; DAVIS e HOMSI, 2001). As maiores
frequéncias para o fenétipo UM sao reportadas para populacdes da Etiopia (29%) e
Arabia Saudita (21%) (McLELLAN et al., 1997). Pessoas que sdo heterozigotas para
um alelo CYP2D6 defeituoso normalmente apresentam o fenétipo IM (MEYER, 2004),
gue tem um amplo espectro de atividades metabdlicas.

O alelo mutante mais frequente € o CYP2D6*4 (28,6%), que apresenta uma
transicAdo G — A na posicdo 1934 da molécula de DNA, gerando um produto ndo
funcional (STUVEN et al.,, 1996; CARACO, 2004). Pessoas com esta mutacao
apresentam o fenétipo PM, com um risco elevado de efeitos colaterais ou falhas
terapéuticas durante o tratamento com drogas metabolizadas pelo CYP2D6 (STUVEN
et al., 1996).

1.3 GENES DA FAMILIA GLUTATIONA S-TRANSFERASES (GSTs)

As enzimas glutationa S-transferases (GSTs) tem como fungéo a detoxificacao,

mediando a conjugacao de varios compostos eletrofilicos (como os metabdlitos reativos



dos PAHs) com glutationa reduzida (GSH) (PICKETT e LU, 1989). Uma falta ou
reducdo da atividade dessas enzimas, observada em individuos com o genétipo nulo ou
com variantes polimorficas, pode causar o acumulo de componentes metabdlicos
provenientes da primeira etapa do metabolismo de xenobidticos. Estes componentes
podem formar adutos e provocar mutagcbes em genes como oncogenes e/ou
supressores tumorais, aumentando a probabilidade do desenvolvimento de uma
neoplasia. Alem disso, elas apresentam um papel importante na biotransformacao do
estrogénio (CAVALIERI et al., 1997), agindo na metabolizagéo de esterdides e radicais
livres produzidos pelo metabolismo deste horménio. Desta forma, polimorfismos nos
genes GSTs podem modificar o risco de desenvolvimento de cancer de mama (PARK et
al., 2003).

Foram identificadas sete classes distintas para esta familia (LANDI, 2002), sendo
que em células mamarias predominam a expresséo das classes mu e pi (EGAN et al.,
2004).

1.3.1 GSTP1

O gene polimorfico da classe pi, GSTP1, esta localizado no cromossomo 11
(11913) (BOARD et al., 1989; MOSCOW et al., 1988), tem 2.8 k.b e contém 7 éxons. A
enzima codificada contém 209 aminoé&cidos e é expressa nos pulmdes, baco, coracao
placenta e nos tecidos mamarios, onde é a GST predominante (KELLEY et al., 1994;
PARL, 2005).

Quatro alelos polimérficos foram descritos, sendo o selvagem GSTP1A, e trés
variantes denominadas GSTP1B, C e D. Estes séo resultado de polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNPs), um deles resultando na mudanga do codon 104 (Isoleucina
- Valina), e o outro no codon 113 (Alanina - Valina) (HATAGIMA, 2002). As formas
mutantes do gene GSTP1 codificam enzimas que tém sua atividade reduzida na
detoxificacdo de xenobidticos (DUFOUR et al., 2005). Os alelos A e D codificam

enzimas com o aminoacido isoleucina (lle) na posi¢cdo 104, e os aminoacidos alanina



(Ala) e valina (Val) na posicdo 113, respectivamente. Os alelos B e C possuem o
aminoacido Val na posicdo 104, e os aminoacidos Ala e Val na posicdo 113,
respectivamente. O alelo mais freqlente € o A, e 0 D o mais raro (WATSON et al.,
1998). Enzimas com Val na posi¢cdo 104 possuem uma atividade catalitica aumentada
em sete vezes para PAHs quando comparadas com as enzimas codificadas pelo alelo
A (ALI — OSMAN et al., 1997; HARRIES et al.,, 1997; SUNDBERG et al.,, 1998;
WATSON et al., 1998). Sendo assim, sugere-se que portadores dos alelos B e C
tenham probabilidade maior de desenvolver cancer de pulmao (RYBERG et al., 1997).

O gendtipo GSTP1, em combinacdo com outros polimorfismos GSTs, modulam o
risco para o desenvolvimento de cancer de mama. Em mulheres na pré-menopausa, um
leve aumento no risco foi observado na combinacdo GSTM3*B e GSTP1 lle/lle
(OR=2,07; 95%IC=1,02-4,18). No metabolismo do estrogénio, ha uma complexa
interacdo entre as isoenzimas do Citocromo P450, catecolamina O-metiltransferase
(COMT-L) e isoenzimas GSTs (BOLT, 1981).

Recentemente foi reportada outra interacdo funcional entre os genes GSTML1 e
GSTP1. Em um estudo francés, os genotipos deficientes para GSTM1 e GSTP1 se
mostraram, em conjunto, importantes modificadores para o risco de desenvolver cancer
de pulméo (STUCKER et al., 2002).

FIGURA 1 - ESQUEMA REPRESENTANDO O GENE GSTP1, mRNA E PROTEINA
CODIFICADA
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2. OBJETIVOS

Como objetivo principal do projeto, pretende-se identificar marcadores
moleculares que auxiliem na prevencéao, prognastico e principalmente na terapéutica de
portadores de tumores mamarios. Para isso, tém-se como objetivos especificos:

* Analisar a frequéncia dos genes CYP1Al — polimorfismo Mspl, CYP2D6 —
variante CYP2D6*4 e GSTP1 — polimorfismo BsmA1l, em portadoras de cancer
de mama esporadico e controles;

» Correlacionar os diferentes gendétipos em pacientes e controles com os fatores
de risco: idade da menarca, idade da menopausa, tempo entre menarca e
menopausa, tempo de uso de pilula anticoncepcional (tempo de exposi¢cdo ao
hormdnio estrogénio), numero de filhos e idade da primeira gravidez;

» Correlacionar os diferentes gendtipos com a gravidade do estado clinico das
pacientes através da analise do grau histolégico dos carcinomas (1, I, ou Ill),
tamanho do tumor (mm) e envolvimento de linfonodos (presenca ou auséncia);

e Comparar os resultados obtidos com outros trabalhos descritos na literatura.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRA

Este trabalho foi realizado com amostras de sangue periférico de 85 mulheres
portadoras de carcinomas mamarios, pacientes dos hospitais Nossa Senhora das
Gracas e Hospital de Clinicas de Curitiba, e de 85 mulheres sem evidéncias de
carcinomas mamarios (controles, individuos pertencentes aos bancos de DNA do LIGH
— Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade — e do Laboratério de
Mutagénese da UEL, entre moradoras do Asilo Maria Teresa, de Sdo José dos Pinhais
e entre outras doadoras voluntarias), que foram pareadas por idade (x 5 anos) e etnia.
Foi realizado um contato pessoal com cada paciente e controle a fim de preencher um
formulario com as informacdes pertinentes ao trabalho (anexo Il) e o consentimento
informado (anexo 1). O projeto deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do
HNSG, Curitiba - PR. Processo n°® 25000.007020/2003-93; registro no CONEP: 7220 e
parecer n°® 251/2003, de 20/02/2003.

3.2 COLETAS DO SANGUE E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As coletas de sangue foram realizadas através de puncdo intravenosa com
agulhas e seringas descartaveis estéreis. Foram coletados cerca de 10ml de sangue
de cada individuo, o qual foi colocado imediatamente em tubos estéreis contendo 1,75
ml de solucdo anti-coagulante ACD (0,016 M de acido citrico; 0,068 M de citrato de
sodio; 0,081 M de glicose, previamente autoclavados) e mantidos a 4°C até o momento

do processamento.



3.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Para o processamento do sangue, cerca de 10ml de sangue periférico foram
centrifugados com tampao de lise para células vermelhas RCLB 1X a 2000 rpm por 10
minutos. Este processo foi repetido até obter um botdo de glébulos brancos, livre de
heméacias, ao qual foram adicionadas trés gotas da solucao PBS e centrifugado a 13000
rpm por 2 minutos. Entdo, foi realizada a extracdo do DNA sanguineo pelo método de
salting out, segundo BIGNON e FERNANDEZ-VINA (1997), com modificacdes, que
possibilita a obtencdo de DNA de alto peso molecular. Este método consiste no
rompimento mecanico e/ou enzimético dos tecidos, extracdo das proteinas e acidos
graxos pela acéo de solventes organicos e precipitacdo do DNA por etanol.

Apbs a extracdo do DNA a amostra foi ressuspendida em 50 pl de 4gua ultrapura
e armazenada a —20° C. Foi realizada a leitura da densidade éptica do DNA com o
espectrofotdmetro Gene Quant pro, e preparadas solu¢des de uso na concentracdo de
20ng/pl.

3.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) E ANALISE DOS PRODUTOS

Os polimorfismos foram identificados pela técnica de PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphims). Foram utilizados oligonucleotideos iniciadores
(primers) para a amplificacdo de cada um dos locos a serem estudados, e a seguir
realizada a clivagem dos produtos de amplificacdo com as respectivas enzimas de
restricdo e visualizacdo dos polimorfismos através de eletroforese em gel de agarose
3,0% (juntamente com marcador de peso molecular 50pb, para identificacdo das
bandas), ja estando previamente padronizadas as condi¢cbes de amplificacdo e analise
dos produtos. Os géis foram analisados em transluminador de luz UV e documentados

em sistema de captacéo de imagens pelo software “Digi doc-it”.



3.4.1 Polimorfismo CYP1Al — Mspl

O polimorfismo CYP1Al1l-Mspl é atribuido & presenca (CCGG) ou auséncia
(CTGG) do sitio de restricdo Msp1, no éxon 7, posi¢cdo 6235, na regido flanqueadora 3’
da molécula de DNA, e representa uma transicdo de C para T (GOTO et al., 1996;
FONTANA et al.,, 1998). Para a amplificacdo deste gene (PCR) foram utilizados os
iniciadores C-44 e C-47, segundo o protocolo de CARSTENSEN et al. (1993)
modificado:

0,3 ul (20 pMol) dos iniciadores C-44 e C-47 (Gibco-BRL);

0,3 ul (25 mM) de dNTP’s (Gibco-BRL);

2,5 yl U de Taq DNA polimerase (Gibco-BRL);

5,0 pl de tampao de PCR: 200 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 500 mM de HCI 10X
concentrado (Gibco-BRL);

2,0 pl (50 mM) de MgCl; (Gibco-BRL);

1,0 pl de DNA gendmico total;

Agua ultra-pura estéril para completar o volume.

A seguir foi realizada a reacéo de clivagem com a enzima de restricdo Msp1.:

10 pl da reacéo de PCR;

1,5U de enzima de restricdo Mspl (Gibco-BRL);

1,4 ul de tampéo da enzima: 50 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM de MgClI2, 10X
concentrado;

2,45 pl de 4gua ultra-pura estéril.

Essa reacao foi mantida a 37°C por 3 horas. O gendtipo homozigoto selvagem
(m1/m1 ou +/+) é representado por um produto de amplificagdo de 340pb, o qual ndo
sofre acdo da enzima de restricdo Mspl. O gendétipo homozigoto mutante (m2/m2 ou -/-)
possui um sitio para a enzima de restricdo Msp1l, que cliva o produto de amplificacéo e
gera duas bandas de 200pb e 140pb. O gendtipo heterozigoto (m1/m2 ou +/-) apresenta
as trés bandas de 340, 200 e 140pb (CARSTENSEN et al., 1993) (ver FIGURA 2).



FIGURA 2 - PADRAO DE BANDAS DO GENE CYP1A1 - MSP1

Coluna M: marcador de peso
molecular de 50pb; coluna 1:
gendtipo homozigoto selvagem
(+/+); coluna 2: genétipo
homozigoto mutante (-/-); colunas 3
e 4: gendtipo heterozigoto (+/-).

FIGURA 3 — PADRAO DE CLIVAGEM DO FRAGMENTO AMPLIFICADO PELOS PRIMERS C-
44 E C-47 PELA ENZIMA DE RESTRICAO Msp1.
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3.4.2 Polimorfismo CYP2D6*4

O polimorfismo CYP2D6*4 é atribuido & presenca ou auséncia do sitio de
restricdo BstN1 pela mudanca de base G — A na posi¢cdo 1934 da molécula de DNA na

juncgdo intron 3/ exon 4 do gene, gerando um produto ndo funcional (CARACO, 2004).



Para a amplificagdo deste gene (PCR) foi utilizado o par de primers D-1 e D-2, segundo
0 protocolo abaixo:

200 uM de dNTPs;

1x PCR buffer;

2,5 U de Taq DNA polimerase;

1,5 mM MgCl2;

0,5 uM de cada primer;

Completou-se o volume final de 50 uM de agua ultra-pura.

Entdo, foi realizada clivagem com a enzima de restricdo BstN1, segundo as
especificacoes:

10 pL de produto de PCR,;

1 U da enzima BstN1,;

1x tampéao da enzima.

A reacao foi incubada a 60°C por 3 horas. O genétipo homozigoto selvagem
(A1/A1) é representado por duas bandas de 230 e 104pb, pois possui um sitio para a
enzima de restricdo BstN1, que cliva o produto de amplificacdo. O genétipo homozigoto
mutante (A2/A2) ndo possui sitio de restricdo para esta enzima de restricdo, sendo
representado por uma banda Unica, ndo clivada, de 334pb. O genétipo heterozigoto
(A1/A2) apresenta as trés bandas de 230,104 e 334pb (CARACO, 2004) (ver FIGURA
2).

FIGURA 4 - PADRAO DE BANDAS DO POLIMORFISMO CYP2D6*4
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Coluna 1: marcador de peso molecular de 50pb; adturontrole
negativo; colunas 3 e 4: geno6tipo homozigoto metegtlunas 5 e
6: genodtipos homozigoto selvagem; coluna 7: geadtip
heterozigoto.

FIGURA 5 — PADRAO DE CLIVAGEM DO FRAGMENTO
AMPLIFICADO PELOSPRIMERSD-1 E D-2
PELA ENZIMA DE RESTRICAOBsIN1.
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3.4.3 Polimorfismo GSTP1 — BsmAl

O polimorfismo BsmA1l no gene GSTP1 ocorre devido a presenga ou auséncia
do sitio de restricdo para a enzima de restricdo BsmA1l na molécula de DNA. O par de
iniciadores P105F e P105R foi utilizado para a PCR, de acordo com HARRIES et al.
(1997), nas seguintes condic¢des:

Tampéao 10x (20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 8,4);

1,5 mM MgCly;

2 mM dNTPs;

100 ng/ul de cada iniciador;

1,25 U de Taq DNA polimerase;

100 ng/ul de DNA genbmico.

A reacao de clivagem com a enzima de restricdo BsmALl foi realizada segundo o
protocolo abaixo:

20 pl do produto da PCR,;



5U da enzima BsmALl.

A reacdo foi incubada a 55° C por 3 horas. O gendétipo homozigoto selvagem
(lle/lle) apresenta um produto de amplificagdo de 176pb, o qual ndo sofre acdo da
enzima BsmAl, originando uma banda nédo-clivada. O gendtipo homozigoto mutante
(Val/Vval) possui um sitio para a enzima de restricdo BsmA1, que cliva o produto inicial,
gerando um produto de amplificacdo com uma banda de 91pb e outra de 85pb. A
amplificacdo do genotipo heterozigoto gera um produto com as trés bandas - uma de
176 pb, uma de 91 pb e uma de 85 (HARRIES et al., 1997) (ver FIGURA 3).

FIGURA 6 — PADRAO DE BANDAS DO POLIMORFISMO GSTP1 — BSMAL

Coluna 1: marcador de peso
molecular 50 pb; colunas 2 e 4:
homozigoto selvagem, coluna 3:
homozigoto mutante; colunas 5 e
6: heterozigotos.

FIGURA 7 — PADRAO DE CLIVAGEM DO PRODUTO AMPLIFICADO PELOS PRIMERS 105F E
105R PELA ENZIMA DE RESTRICAO BsmA1l.
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A seguir a TABELA 1, com o tamanho (pb) dos fragmentos gerados, 0s primers
especificos para a andlise de cada polimorfismo e as condicbes de amplificacdo

utilizadas:



TABELA 1 - INICIADORES E CONDICOES DE AMPLIFICACAO

Gene e Tamanho do o )
Iniciadores Condic¢des de Reagéo
Fragmento
, , 94°C/5 min; 30 ciclos
CYP1A1 (Msp1) C44 (5-TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT-3') (94°C/1 min, 56°C/1
340, 200 e 140pb. C47 (5-CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT-3) min, 72°C/1,5 min)
72°C/2 min
, i 94°C/5 min; 30 ciclos
CYP2D6 (BstN1) D1 (5-GCCTTCGCCAACCACTCCG-3") (94°C/1 min, 56°C/1
334, 230 e 104pb. D2 (5-AAATCCTGCTCTTCCGAGGC-3) min, 72°C/1 min) 72°C/6
min
P105F (5-ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA-3)
GSTP1 (BsmAl) 95°C/5 min; 30 ciclos
P105R (5-TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT-3) (94°C/30 s, 57°C/30 s,
176, 91 e 85pb. 72°C/30 s); 72°C/5 min

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias genotipicas observadas para os trés genes foram comparadas
com as frequéncias esperadas, de acordo com o Teorema de Hardy-Weinberg,
conforme BEIGUELMAN, 1998.

Para analisar a presenca ou auséncia de associagcdo entre as variantes
polimdrficas estudadas e o cancer de mama, foram comparadas as frequéncias génicas
observadas para estes genes entre individuos portadores de cancer e seus controles,
através de tabelas de contingéncia 2X2, para se obter os valores de P (o valor de
P>0,05 foi adotado como limite de significancia). Os valores de Odds Ratio (OR) foram
determinados pelo Teste exato de Fisher com o auxilio do programa RXC (MILLER,
1997).

O Teste do qui-quadrado foi realizado para verificar se 0os genétipos observados
se distribuiam igualmente entre pacientes e controles.

Para a analise dos fatores de risco (idade da menarca e menopausa, tempo

entre menarca e menopausa, tempo de uso de pilula anticoncepcional, nimero de filhos



e idade da primeira gestacdo) com o0s genotipos considerados de risco (homozigotos
mutantes e heterozigotos), foi realizado o teste t de Student entre as médias obtidas
para cada parametro no grupo de pacientes e no grupo de controles. O mesmo teste foi
aplicado para avaliar a relagdo entre o tamanho do tumor (em mm) das pacientes e 0s
genotipos de risco. Ja para a andlise do grau histologico dos carcinomas (I, 1l ou Ill) e o
envolvimento dos linfonodos (presenca ou auséncia de metastases nos linfonodos), foi
feito o teste de qui-quadrado. O valor de P>0,05 também foi usado como limite de

significancia.



4, RESULTADOS

4.1 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

A média de idade nas pacientes foi de 58,62 + 13,55 anos, e nos controles foi de
56,46 + 13,45 anos, ndo havendo diferencas significativas entre as médias dos dois
grupos (t=1,04; P>0,20).

Para o gene CYP1A1-Mspl, das 85 pacientes, foram observadas 61 (72%) com
0 genodtipo homozigoto selvagem (ml/ml ou +/+), 22 (26%) com o0 genotipo
heterozigoto (m1/m2 ou +/-) e 2 (2%) com o gendtipo homozigoto mutante (m2/m2 ou -/-
). As frequéncias alélicas observadas nas pacientes foram de 0,847 para o alelo
selvagem e 0,153 para o alelo mutante. Do total de 85 controles, 68 (80%) sao
portadoras do gendtipo homozigoto selvagem, 16 (19%) sdo heterozigotas e 1 (1%) é
homozigota mutante. As frequéncias alélicas dos controles foram 0,894 para o alelo
selvagem e 0,106 para o alelo mutante. Nado houve diferenca estatisticamente
significativa na distribuicdo das frequéncias genotipicas entre pacientes e controles
(x?,=1,66; P>0,30). As freqiiéncias genotipicas mostraram-se de acordo com o
Teorema de Hardy-Weinberg tanto nas pacientes (x?1=0,0000474; P>0,99) quanto nos
controles (x,=0,003; P>0,95).

Para o gene CYP2D6*4, das 85 pacientes analisadas, 54 (63%) tem o gendétipo
homozigoto selvagem (A1/Al ou +/+), 27 (32%) o genotipo heterozigoto (A1/A2 ou +/-)
e 4 (5%) o gendtipo homozigoto mutante (A2/A2 ou -/-). As frequéncias alélicas
observadas nas pacientes foram de 0,794 para o alelo selvagem e 0,206 para o alelo
mutante. Entre os 85 controles, observamos 59 (69%) mulheres com o0 genotipo
homozigoto selvagem, 20 (24%) heterozigotas e 6 (7%) homozigotas mutantes. As
freqUuéncias alélicas dos controles foram 0,812 para o alelo selvagem e 0,188 para o
alelo mutante. Nao houve diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo das

frequiéncias genotipicas entre pacientes e controles (x%=1,66; P>0,30). As freqiiéncias



genotipicas mostraram-se de acordo com o Teorema de Hardy-Weinberg nas pacientes
(x?1=0,07; P>0,70), mas n&o nos controles (x’1=4,50; P<0,05), portanto ndo podemos
comparar os dados dos controles para este polimorfismo com outros descritos na
literatura.

Para o gene GSTP1, das 85 pacientes estudadas, 41 (48%) apresentam 0
genotipo homozigoto selvagem (lle/lle), 32 (38%) sao heterozigotas (lle/Val) e 12 (14%)
apresentam o genotipo homozigoto mutante (Val/Val). As frequéncias alélicas
observadas nas pacientes foram de 0,671 para o alelo selvagem e 0,329 para o alelo
mutante. Entre os controles pareados, 52 (61%) mulheres apresentam o genotipo
homozigoto selvagem, 29 (34%) sao heterozigotas e 4 (5%) sdo homozigotas mutantes.
As frequéncias alélicas dos controles foram 0,782 para o alelo selvagem e 0,218 para o
alelo mutante. Nao houve diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo das
frequiéncias genotipicas entre pacientes e controles (x?,=5;44 P>0,05). As freqiiéncias
genotipicas mostraram-se de acordo com o Teorema de Hardy-Weinberg nas pacientes
(x*1=1,85; P>0,1), e nos controles (x?1=0,0002; P>0,95).

4.2 ESTUDO DE ASSOCIACAO

Para os trés genes estudados ndo encontramos associagdes entre a presenga
dos gendtipos de risco e a suscetibilidade ao cancer de mama. Consideramos como de
risco, 0os gendtipos homozigoto mutante e heterozigoto, devido ao pequeno numero de
individuos homozigotos mutantes observados para cada polimorfismo. Os valores do
risco relativo calculado para estes polimorfismos foram: OR=1,57 (IC 95%= 0,77 - 3,20)
para o polimorfismo CYP1Al1l - Mspl, OR=1,30 (IC 95%= 0,69 - 2,47) para o
polimorfismo CYP2D6*4 e OR=1,69 (IC 95%=0,92 — 3,11) para o polimorfismo GSTP1-
BsmA1l. Os dados de pacientes e controles com os gendtipos de risco e selvagens para

cada polimorfismo est&o representados no GRAFICO 1.



Ao calcular as razbes de probabilidade considerando os gendétipos considerados
de risco em conjunto, também nao foram encontradas associacdes com o cancer de
mama para mulheres com um genétipo considerado de risco (pacientes n=40, controles
n=46): OR=1,28 (IC 95%= 0,61 — 2,70). Fizemos uma analise conjunta entre mulheres
com dois ou trés gendtipos de risco (pacientes n=28, controles n=14) devido ao
pequeno numero de pacientes e controles com trés gendtipos de risco (pacientes=3;
controles=2), e foi encontrada associacdo com o cancer de mama: OR=2,94 (IC
95%=1,21 — 7,16). Os dados estdo representados no GRAFICO 2.

GRAFICO 1 - ESTUDO DE ASSOCIACAO

Estudo de associacao

E PACIENTES
k4 CONTROLES

CYP2D6 GSTP1

NOTA: auséncia= genotipos selvagens (+/+); presenca = gendtipos de risco (+/- e -/).
GRAFICO 2 — ESTUDO DE ASSOCIACAO: GENOTIPOS DE RISCO EM CONJUNTO



ESTUDO DE ASSOCIACAO
Genodtipos de risco em conjunto
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20 2 25 EH PACIENTES
10 ki CONTROLES
o - : : . :
auséncia presenca auséncia presenca
1 gendtipo de risco 2 ou 3 genotipos de risco

NOTA: auséncia = genotipos selvagens (+/+); presenca = genétipos de risco (+/- e -/-).

4.3 ANALISE DOS PARAMETROS CLINICOS

Os questionarios utilizados nas entrevistas foram avaliados para se obter
informacdes sobre a atividade hormonal (do estrogénio) nas mulheres do estudo, sendo
gue os parametros clinicos analisados foram: idade da menarca e da menopausa,
tempo entre menarca e menopausa (tempo de exposi¢cédo ao estrogénio), tempo de uso
de pilulas anticoncepcionais (exposicdo ao estrogénio exdgeno), numero de filhos e
idade da primeira gravidez. Considerando que nem todas as mulheres responderam a
todas as questbes do questionario, o numero amostral variou nos célculos dos
diferentes parametros. Os resultados da analise estatistica destes parametros estdo
apresentados na TABELA 2, juntamente com os valores de significancia. Apenas a
idade média da menarca diferiu significantemente entre pacientes e controles (t=6,43;
P<0,05). As médias de todos os outros parametros ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significantes entre o grupo das pacientes e dos controles.

TABELA 2 - PARAMETROS CLINICOS ENTRE PACIENTES E CONTROLES



Menopausa -

Idade da 12

Menarca Menopausa Pilula N° de filhos .
menarca gravidez
P(71) C(48) P(63) P(41) P(56) C(40) P(25) C(18) P(61) C(31) P(40) C(29)
<l 155 13,50 48,86 47,78 35,68 34,54 8,82 6,72 2,79 3,25 23,92 22,73
média
+1,79 +145 +4/45 +543 +4,65 +5,46 +751 +705 +170 157 +471 +4,52
Testet t=6,43; P<0,05 t=1,11; P>0,20 t=1,10; P>0,20 t=0,93; P>0,30 t=1,24; P>0,30 t=1,06; P>0,20

NOTA: (P) = pacientes; (C) = controles.

Também foi avaliada a significancia das diferencas das médias dos parametros

clinicos em pacientes e controles com o0s genétipos considerados de risco para cada
polimorfismo (CYP1Al — Mspl +/- e -/-, CYP2D6*4 +/- e -/- e GSTP1 — BsmAl +/- e -/-).

Os resultados estdo apresentados nas TABELAS 3, 4 e 5.

TABELA 3 - MEDIA DOS PARAMETROS CLINICOS NAS MULHERES COM GENOTIPO
CYP1Al - MSP1 +/- E -/-

Menopausa —

Menarca Menopausa Pilula N° de filhos Idade da 1 * gravidez
menarca
P(16) C(10) P(l6) C(08 P(12) C(@8 P8 C(03) P(15 C(06) P (09) C (06)
< 12,69 14,00 49,25 45,87 36,5 31,87 10,11 4,83 2,53 2,5 23,89 23,17
média
+2,02 +1,15 +4,80 +3,72 +4,89 +4,26 +8,64 +454 +125 +1.38 +5.21 +5,88
Testet t=1,86; P>0,05 t=1,74; P>0,05 t=2,18; P<0,05 t=0,97; P>0,30 t=0,05; P>0,90 t=0,25; P>0,80

NOTA: (P) = pacientes; (C) = controles.

Para os gendtipos CYP1Al-Mspl +/- e
estatisticamente significativa entre pacientes e
menarca e menopausa (t=2,18; P<0,05).

estatisticamente.

-/- , s6 foi encontrada diferenca
controles quanto ao tempo entre

Os demais parametros nao diferiram



TABELA 4 - MEDIA DOS PARAMETROS CLINICOS NAS MULHERES COM GENOTIPO
CYP2D6*4 +/- E -/-

Menopausa - ) o Idade da 1°
Menarca Menopausa Pilula N " de filhos .
menarca gravidez

P(28) C(14) P(25) C(11) P25  C(11)  P(13) C(04) P(@26) C(09) P(21)  C(08)

i 13,07 13,64 49,64 48,36 36,44 34,34 8,37 14,75 2,42 2,89 23,86 21,37
media
+1,72 +139 £3,99 +5,41 +4,18 +4,67 +7,09 +10,63 +1,1  +£1,17 +3,69 +4,84

Testet t=1,07; P>0,20 t=0,79; P>0,40 t=1,34; P>0,10 t=1,41; P>0,10 t=1,09; P>0,20 t=1,48; P>0,10

NOTA: (P) = pacientes; (C) = controles.

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre pacientes
e controles com os genoétipos CYP2D6*4 +/- e -/- para nenhum dos fatores de risco

analisados.

TABELA 5 - MEDIA DOS PARAMETROS CLINICOS EM MULHERES COM GENOTIPO
GSTP1 — BSMAL +/- E -/-

Menopausa - Idade da 1?

Menarca Menopausa Pilula N ° de filhos )
menarca gravidez

P(@39) C(18 P(34) C@16 P(31) C@16) P@5 C(@O7) P@37) C@2 P@E) C@A2)

Medi 13,28 13,06 49,35 45,94 35,93 32,81 9,78 5,43 2,76 3,5 23,81 24,92
edia

+1,75 +1,59 +3,82 +5.21 +4,04 +5,75 +7,39 +3,99 +1,93 +1,78 +4,68 +5,53
Testet  t=0,45; P>0,60 t=2,61; P<0,05 t=2,16; P<0,05 t=1,45; P>0,10 t=1,17; P>0,20 t=0,65; P>0,50

NOTA: (P) = pacientes; (C) = controles.

Para os gendtipos GSTP1 — BsmAl +/- e -/-, foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas entre pacientes e controles quanto a idade média da



menopausa (t=2,61; P<0,05) e ao tempo médio entre menarca e menopausa (t=2,16;

P<0,05). Os demais parametros ndo diferiram estatisticamente.

4.4 ANALISE DOS PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

Nas pacientes, os diferentes genoétipos de cada gene estudado também foram
analisados em funcdo da gravidade do estado clinico das mesmas, através dos
parametros histopatoldgicos: tamanho do tumor (mm), grau histolégico do carcinoma (I,
Il ou Ill), e envolvimento de linfonodos regionais. Os dados estdo apresentados nas
TABELAS 6, 7 e 8, respectivamente.

TABELA 6 - MEDIA DO TAMANHO DO TUMOR NOS DIFERENTES GENOTIPOS DA
AMOSTRA DE PACIENTES

CYP1A1 CYP2D6 GSTP1
+/+ (49) +/- e -/- (18) +/+ (46) +-e-l-(22) +/+ (36) +/- e -/- (32)
Média 37,64 + 16,32 32,16 + 16,57 35,00 + 14,85 38,04 + 19,33 38,81 £14,67 32,85+ 17,79
Teste - t t=1,21; P>0,20 t=0,17; P>0,80 t=1,51; P>0,10

As médias dos tamanhos dos tumores ndo diferiram significantemente entre
pacientes com genotipos considerados de risco e pacientes com gendtipos selvagens
para os trés polimorfismos estudados.

TABELA 7 - GRAU HISTOLOGICO DOS CARCINOMAS NOS DIFERENTES GENOTIPOS DA
AMOSTRA DE PACIENTES



CYP1A1 CYP2D6 GSTP1

++ +- e -/- ++ +-e-/- +/+ +-e-/-
Grau | 12 04 11 06 08 09
Grau Il 38 10 28 18 21 26
Grau lll 09 07 12 03 10 04
Qui - quadrado X?2=3,27, P > 0,10 x%2=1,83; P > 0,30 x%2=3,16; P > 0,20

Os graus dos carcinomas observados se distribuiram homogeneamente entre
mulheres com os genoétipos considerados de risco e 0s genétipos selvagens para 0s
trés polimorfismos estudados.

TABELA 8 - ENVOLVIMENTO DE LINFONODOS NOS DIFERENTES GENOTIPOS DA
AMOSTRA DE PACIENTES

CYP1A1 CYP2D6 GSTP1
++ +-e-/- ++ +-e-I- ++ +-e-/-
Ausente 25 13 26 12 16 22
Presente 31 09 27 12 21 18
Qui - quadrado x%2=1,31; P > 0,20 x%2=0,006; P > 0,90 X%2=1,06; P > 0,30

A presenca ou auséncia de metastases em linfonodos regionais também se
distribuiu homogeneamente entre as pacientes com genétipos considerados de risco e
as pacientes com genoétipos selvagens para os trés polimorfismos. Assim, nao
encontramos diferencas significativas entre os diferentes genoétipos para nenhum dos

parametros histopatologicos analisados.



5. DISCUSSAO

Sao conhecidos muitos fatores ambientais e de risco envolvidos na origem e
progressao do cancer de mama, por influenciar o tempo de exposicdo da mulher ao
estrogénio endogeno, como por exemplo, a idade da menarca, idade da menopausa,
namero de filhos e idade da primeira gravidez (PARK et al., 2003), e também fatores
gue aumentam a exposicdo ao estrogénio exdgeno, como o0 uso de pilulas
anticoncepcionais (COLLINS et al., 2005) e tratamento de reposi¢cdo hormonal. Assim, a
analise de polimorfismos genéticos relacionados a atividade enzimética de ativacéo e
detoxificacdo de carcinégenos, incluindo o estrogénio, aliada a fatores ambientais de
risco ja conhecidos, pode fornecer importantes informacgfes para a avaliacdo do risco
de desenvolvimento da doenca.

O risco de desenvolver cancer de mama por alteragcdes genéticas nos genes do
biometabolismo nado é tdo relevante como o determinado por mutacbes em genes de
alta penetrancia, como os genes supressores de tumor BRCA1 e BRCA2. Porém,
alteracbes nos genes do biometabolismo incluem uma porcentagem muito maior de
individuos, podendo gerar um maior impacto epidemioldgico nas populacdes humanas,
além de influenciar nas taxas de metabolizacdo do horménio estrogénio, que é o
principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer de mama feminino.

Neste trabalho foram analisados polimorfismos dos genes CYP1Al (CYP1Al —
Mspl), CYP2D6 (CYP2D6*4) e GSTP1 (GSTP1 — BsmAl) e a susceptibilidade ao
cancer de mama, em um estudo tipo caso-controle, pareado por idade e grupo étnico.
Pacientes e controles tiveram médias de idade que ndo diferiram estatisticamente
(58,62 + 13,55 e 56,46 £ 13,45 respectivamente; t=1,04; P>0,2), o que era de se
esperar, ja que um dos critérios para a escolha dos controles foi a idade.

As frequéncias genotipicas observadas para o gene CYP1A1-Mspl distribuiram-
se igualmente nas pacientes e nos controles (x>=1,66; P>0,30) e as duas amostras

apresentaram freqiiéncias genotipicas concordantes com o teorema de Hardy-Weinberg



(x?1=4,74.10°; P>0,99 para as pacientes e X°1=0,003; P>0,95 para os controles),
demonstrando que séo representativas de populagdes em equilibrio genético para este
polimorfismo. Estas frequiéncias sdo semelhantes as descritas por LI et al. (2004), numa
amostra da populacdo da Carolina do Norte, que também ndo encontraram associacao
para o polimorfismo CYP1Al1l-Mspl com o cancer de mama. Os resultados das
frequéncias génicas dos controles também foram préximos dos obtidos por GARTE et
al. (2001), que trabalharam com um grande namero amostral (4453 controles). GARTE
et al. (2001) salientam que, se em estudos com amostras de tamanho pequeno, as
frequéncias alélicas forem significantemente diferentes das descritas por eles, deve-se
considerar aumentar o tamanho da amostra ou identificar outros erros metodologicos.

As frequiéncias genotipicas observadas para o gene CYP2D6*4 se mostraram
semelhantes entre pacientes e controles (x%=1,66; P>0,30). No grupo das pacientes,
ndo observamos diferencas estatisticamente significativas da distribuicdo genotipica em
relacdo ao Teorema de Hardy-Weinberg (x*1=0,07; P>0,70), mas encontramos
diferencas significantes no grupo dos controles (x*=4,50; P<0,05), o que indica que a
amostra de controles ndo se encontra em equilibrio genético para este polimorfismo,
provavelmente devido ao tamanho da amostra, inviabilizando a comparacéo dos dados
com outros ja descritos na literatura. As frequéncias alélicas entre as pacientes estao
de acordo com as descritas por WOLF et al, (1992) (x%= 0,3; P>0,80). TOPIC et al.
(2000) analisaram a prevaléncia do alelo *4 do gene CYP2D6 em pacientes portadores
de carcinomas mamarios e de cabeca e pescoc¢o. Entre as portadoras de carcinomas
mamarios, foram analisados 76 pacientes e 144 controles. No grupo de pacientes, a
frequéncia do alelo *4 foi de 31,6%, enquanto que no grupo controle foi de 20,8%,
diferenca estatisticamente significante, mostrando que entre as pacientes o alelo
mutante foi mais freqiente, ao contrario de nossos dados, onde a frequéncia do alelo *4
nas pacientes foi de 20,6%, e nos controles de 18,8%.

As frequéncias genotipicas observadas para o gene GSTP1l - BsmAl

distribuiram-se igualmente nas pacientes e nos controles (x%=5,44 P>0,05) e as duas



amostras apresentaram frequéncias genotipicas concordantes com o teorema de
Hardy-Weinberg (x*1=1,85; P>0,1 para as pacientes e x?,=0,0002; P>0,95 para 0s
controles), indicando que foram obtidas de populacdes que estdo em equilibrio
genético. As frequéncias observadas nédo diferem significativamente das de SWEENEY
et al. (2000), x%=1,16, P>0,50; que analisaram o gene GSTP1 em 240 pacientes de
cancer de mama.

O estudo de associacdo nado demonstrou resultados significativos entre os
genotipos de risco estudados e a susceptibilidade ao cancer de mama: CYP1A1 — Mspl
(+/- e -I-) OR=1,57 (IC95%: 0,77 — 3,20); CYP2D6*4 (+/- e -I-) OR=1,30 (IC95%: 0,69 —
2,47) e GSTP1 — BsmAl (+/- e -/-) OR=1,69 (IC95%: 0,92 — 3,11). Esses dados nao
estdo de acordo com os descritos por LADONA et al. (1996). Estes autores realizaram
um estudo caso-controle envolvendo 187 mulheres portadoras de carcinomas mamarios
e 151 controles, e descreveram uma associacdo positiva entre o cancer de mama e a
presenca do alelo mutante do gene CYP2D6*4 em homozigose (OR=1,7; IC 95%=1,06-
3,11), sendo que a associagdo era mais pronunciada em pacientes na pés-menopausa
e com outros tipos histoldégicos que ndo o ductal invasor, quando havia associacao
mesmo em heterozigose (OR=1,81; IC 95% = 1,06-3,11), concluindo que a presenca do
alelo mutante era um fator independente de risco. J& para o gene CYP1Al-Mspl,
TAIOLI et al. (1995) e BAILEY et al. (1998), analisando populacdes caucasoides
americanas, também n&o encontraram associagdo positiva com o cancer de mama.
Neste mesmo estudo, TAIOLI et al. descreveram uma associacdo em mulheres afro-
americanas (OR = 9,7; IC 95%: 2,0-47,9). AMORIM et al. (2002), analisando uma
populagdo caucasoide brasileira, também ndo encontrou associagcdo com o cancer de
mama para o polimorfismo CYP1Al — Mspl, OR : 0,91; IC 95% = 0,49 -1,66. Muitos
estudos demonstram que as frequéncias alélicas dos genes do biometabolismo diferem
entre etnias e/ou regides geograficas especificas. Um estudo caso — controle realizado
por CHACKO et al. (2005) com uma amostra de 224 mulheres indianas, mostrou

associacdo entre os genétipos de risco do polimorfismo CYP1A1 — Mspl (m2/m2 e



m1l/m2) e a ocorréncia de cancer de mama, com OR: 3,8 (IC95%= 1,6 — 9,1) para
mulheres na pré-menopausa e OR: 2,9 (IC95%= 1,3 — 6,6) para mulheres na pés-
menopausa. Para o polimorfismo lle/Val no gene GSTP1, GUDMUNDSDOTTIR et al
(2001) ndo encontraram associag¢ao entre os gendtipos de risco e o cancer de mama
(OR:1,15; 1C95%=0,86-1,52 para os individuos heterozigotos e OR:1,39; 1C95%=0,91-
2,12 para os individuos homozigotos mutantes) para uma amostra de 500 pacientes e
395 controles de uma populacdo da Islandia. MITRUNEN et al (2001) também néo
encontraram associacdo (OR: 0,88; 1C95%=0,66-1,18 para o gendtipo lle/Val e OR:
0,57; 1C95%=0,31-1,04 para o gendétipo Val/Val) para uma populacdo de mulheres na
pré e pés — menopausa na Finlandia.

Alguns estudos analisam a combinacdo de diferentes genes e seus genotipos
considerados de risco, com o0 objetivo de analisar o efeito interativo destes genes.
Sabe-se que os genes do biometabolismo ndo agem isoladamente e a avaliacdo de
multiplos genes interagindo entre si pode ser necessaria para compreender a relacédo
entre determinado polimorfismo e o desenvolvimento do cancer de mama. Neste
trabalho, analisamos pacientes e controles com um, dois e trés genétipos considerados
de risco. Encontramos uma associacao positiva entre a presenca de dois ou trés
genotipos de risco e o cancer de mama, com OR: 2,94; (IC95%= 1,21 - 7,16), 0 que
mostra que no grupo das pacientes ha um aumento significativo de mulheres com dois
ou trés genotipos de risco em relacdo aos controles, sugerindo que a acéo interativa de
dois ou mais genes pode estar influenciando na predisposicdo ao cancer de mama.
Para pacientes com um gendtipo de risco ndo foi encontrada tal associacdo, com
OR:1,28 (IC95%= 0,61 — 2,70). Este risco de quase trés vezes de desenvolver cancer
de mama em portadoras de dois ou mais alelos mutantes dos genes analisados deve
ser observado com cautela, porém ndo devemos menosprezar sua importancia, ja que
estatisticamente, a chance deste resultado ter ocorrido ao acaso é de apenas 5,0%.
Nesse sentido, torna-se bastante importante aumentar o tamanho amostral e refazer a

analise, para ver se a associagao persiste.



HELZLSOUER et al. (1998) encontraram um risco elevado de desenvolvimento
de cancer de mama associado com o aumento do nimero de gendétipos considerados
de risco dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 (104 Val/Val),com OR = 3,77; IC 95% =
1,10-12,88. J4 MITRUNEN et al. (2001) ndo encontraram associacdo para esta
combinacdo de genotipos. MILLIKAN et al (2000) encontraram O menor risco para
mulheres com os genétipos GSTM1 e GSTT1 nulos e GSTP1 104 Val/Val ou lle/Val.
VOGL et al. (2004), em uma meta-analise com 2048 pacientes e 1969 controles,
também n&o encontraram associacdo com o cancer de mama em portadoras dos
genotipos mutantes dos genes GSTT1/GSTP1l, GSTM1/GSTP1 e GSTT1/GSTM1
/GSTP1 [OR: 2.16 (0.70— 6.64), 0.93 (0.52— 1.66) e 1.41 (0.37—5.41), respectivamente].

A andlise dos fatores de risco: idade da menopausa, tempo entre menarca e
menopausa, tempo de uso de pilulas anticoncepcionais, numero de filhos e idade da
primeira gravidez entre pacientes e controles ndo demonstrou diferencas
estatisticamente significativas, sugerindo, no nosso estudo, que estes parametros nao
sdo relevantes para o desenvolvimento do cancer mamario. Deve-se considerar que
algumas pacientes e controles nao responderam completamente as informacdes
clinicas no questionario, determinando que, para certos parametros, o tamanho
amostral ficasse ainda mais reduzido e, portanto, que os resultados acima sejam
interpretados com cautela. O mesmo deve ser considerado para o resultado
estatisticamente significativo, idade média da menarca, entre pacientes e controles (t
=6,43; P<0,05), quando os controles demonstraram média inferior, diferentemente do
esperado. Como o tempo médio entre menarca e menopausa nao diferiu
significantemente entre pacientes e controles, ndo podemos sugerir um aumento no
tempo de exposi¢cdo ao estrogénio enddgeno no grupo dos controles devido a média da
idade da menarca ser menor. Diversos estudos j& demonstraram associacdo entre
estes fatores e um maior risco de desenvolver o cancer de mama, como a meta analise
realizada pelo Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer (1996), que,

compilando dados de 54 trabalhos, encontraram um pequeno aumento do risco em



mulheres que utilizavam contraceptivos hormonais orais, com OR= 1,24; IC 95%=1,15-
1,33.

Quando analisamos estes mesmos fatores entre pacientes e controles com os
genotipos considerados de risco (heterozigotos e homozigotos mutantes) para cada um
dos trés polimorfismos estudados, encontramos resultados significativos para o tempo
médio entre menarca e menopausa em portadoras dos genoétipos de risco para o gene
CYP1Al (t=2,18; P>0,02) e GSTP1 (t=2,16; P>0,02) e para a idade média da
menopausa (t=2,61; P>0,01) em portadoras dos genotipos de risco de GSTP1. Nestes
casos também deve ser levado em conta o tamanho da amostra, principalmente entre
os controles de CYP1Al (n=8), o que torna o resultado obtido pouco consistente.
Quanto aos resultados significativos obtidos na andlise dos parametros clinicos entre
pacientes e controles com o0s genétipos de risco do gene GSTP1, pacientes
apresentaram médias de idade da menopausa e do tempo entre menarca e menopausa
maiores em relacdo aos controles, mostrando um tempo de exposi¢cdo ao estrogénio
endoégeno maior, o que pode aumentar o risco de ocorréncia da doenca. Devido a
relevancia deste resultado, o mesmo deve ser avaliado com mais rigor, portanto uma
ampliacdo do tamanho da amostra torna-se importante para corroboracao.

A andlise dos parametros histopatologicos, tamanho do tumor, graus dos
carcinomas e presenca ou auséncia de metastases em linfonodos regionais, ndo
apresentou diferencas estatisticamente significantes entre as pacientes com genotipos
considerados de risco e selvagens para cada um dos trés genes estudados. Portanto,
neste estudo os genes analisados podem estar influenciando o risco de ocorréncia da
doenca (como ja observado nos resultados anteriores), mas ndo a gravidade da
mesma.

As controvérsias observadas entre alguns resultados que foram obtidos neste
trabalho com o que ja foi descrito anteriormente podem ocorrer devido a fatores
biolégicos, como as diferentes distribuicdes génicas em diferentes etnias (PHAROAH et
al., 2004), a exposicéo a fatores ambientais (DUNNING et al., 1999) e também devido a

fatores metodoldgicos (erros tipo | e Il em amostras de tamanho reduzido, como



sugerido por LOCHMUELLER et al., 2003). Sabe-se também que o0s genes do
biometabolismo ndo agem isoladamente e a avaliacdo de mdltiplos genes (mais que
trés) interagindo entre si e com a exposi¢ao aos carcindgenos pode ser necessaria para
compreender a verdadeira relacdo entre o0s polimorfismos estudados e o
desenvolvimento do cancer de mama.

Segundo PHAROAH et al. (2004), uma amostra de 1000 pacientes e 1000
controles seria necessaria para detectar um alelo de susceptibilidade co-dominante,
com frequéncia de 0,20 e conferindo um risco relativo de 1,5. No entanto, a obtengao
de um tamanho amostral ideal € praticamente inviavel para um Unico grupo de
pesquisa, e dessa forma, deve ser considerado que amostras classificadas como de
tamanho néo ideal, obtidas por diferentes grupos de pesquisa com uma abordagem
metodoldgica semelhante, se analisados em conjunto, podem fornecer informacdes

valiosas nos estudos de associacao.



6. CONCLUSOES

Neste trabalho, a distribuicdo das frequéncias genotipicas dos genes CYP1Al,
CYP2D6 e GSTP1 néo diferiu significantemente entre pacientes e controles quando
analisados isoladamente. Encontramos associagdo entre a presenca de dois ou mais
genotipos de risco com o cancer de mama, conferindo um risco relativo 2,94 vezes
maior em mulheres portadoras desta combinacéo de gendtipos. Este resultado deve ser
observado com cautela, mas sugere uma interagdo entre os genes analisados quanto
ao risco de desenvolvimento da doenca.

As médias dos diferentes parametros clinicos, na maioria, ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes entre as pacientes e controles, apenas a idade
meédia da menarca, em que 0s controles apresentaram uma media inferior. Entretanto,
como o tempo entre menarca e menopausa nao diferiu significantemente entre os dois
grupos, nao podemos descartar o fato de esta diferenca ocorrer ao acaso, nem sugerir
gue ela esteja influenciando no tempo de exposi¢ao ao estrogénio enddgeno.

Quando consideramos apenas pacientes e controles com 0s gendtipos
considerados de risco para cada polimorfismo, a idade média da menopausa (GSTP1 —
BsmA1l) e o tempo médio entre menarca e menopausa (CYP1Al — Mspl e GSTP1 —
BsmA1l) diferiram significantemente, sendo que todos o0s outros parametros néo
apresentaram diferencas significativas. Devemos levar em conta que nem todas as
mulheres responderam as informacdes clinicas nos questionarios, diminuindo o
tamanho amostral para este tipo de andlise. Quanto aos resultados significativos do
gene GSTP1, pacientes apresentaram médias de idade da menopausa e do tempo
entre menarca e menopausa maiores em relacdo aos controles, mostrando um tempo
de exposicdo ao estrogénio enddégeno maior, 0 que pode aumentar 0 risco de
ocorréncia da doenca. Uma ampliacdo da amostra torna-se importante para
analisarmos com maior rigor este resultado.

N&o detectamos diferencas estatisticamente significativas entre as médias do

tamanho dos tumores, distribuicdo dos diferentes graus histolégicos e presenca ou



auséncia de metastases em linfonodos regionais em pacientes com 0s genotipos
considerados de risco e selvagens, portanto neste estudo, os genes analisados nao
estao influenciando na gravidade da doenca.

Para corroborar os resultados obtidos neste trabalho, mesmo estando de acordo
com a gama de controversias ja descritas na literatura, faz-se necesséario aumentar o
tamanho da amostra de estudo. Nossos resultados sugerem que os genes CYP1A1,
CYP2D6 e GSTP1, envolvidos no biometabolismo do estrogénio, podem n&o contribuir
de forma isolada para o risco de desenvolvimento do cancer de mama. No entanto, 0s
mesmos podem ser relevantes numa atuagao conjunta entre si e/ou com outros genes,

na carcinogénese mamaria humana.
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ANEXOS

ANEXO | — Termo de Consentimento

Nome do estudo: “Analise molecular de genes do biometabolismo em tumores de mama”

CONSENTIMENTO

Concordo em participar livremente deste estudo, entendo que serei entrevistado e
submetido a uma avaliag&o laboratorial (exame de sangue). E, entendo que 0s riscos de minha
participacdo nesta pesquisa sdo minimos.

Entendo que minha participagdo é inteiramente voluntaria, podendo me recusar a responder
gualquer questdo ou retirar o meu consentimento em participar neste estudo a qualquer hora,

sem nenhum prejuizo ao meu tratamento atual ou futuro.

Eu, , apos ter lido e entendido todas as

informacfes e esclarecido todas as minhas duavidas referentes a este estudo, concordo



voluntariamente em participar do mesmo. Atesto também o recebimento das “Informagfes ao

doador”, necessario para a minha compreenséao do estudo.

Data: [/ [

Assinatura (do doador ou responsavel) ou impressao datiloscépica

Eu, Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli, declaro que forneci todas as informacdes referentes ao
estudo ao doador.

Data: _/ |

Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli



ANEXO Il — Questionario Pessoal

Por favor, leia as questdes seguintes cuidadosamente e responda-as da forma mais
completa e precisa possivel. A informacdo que vocé der ndo sera associada a seu nome em
nenhum documento publico, e serd conhecida somente pelos principais pesquisadores deste
estudo. As informacdes que vocé der podem ter influéncia direta na interpretacdo dos nossos
resultados, portanto, pedimos que coopere gentilmente, fornecendo informagbes corretas.

Obrigado pelo interesse.

1- Nome:

ultimo primeiro do meio

2- A ser preenchido pelo pesquisador:

Cadigo:
Data: I

Esta folha deve ser destacada do restante do questionario e preenchida pelo
pesquisador. Somente o cddigo serd usado como identificagdo para as paginas subsequentes.
Se for necessério espaco adicional para complementar a sua resposta, escreva no verso da
pagina e identifique a parte restante da questdo com seu respectivo nimero.



Cadigo n°
HISTORIA PESSOAL

1- Registro hospitalar:

2- Sexo: ()M ()F; Peso atual (kg): ; Altura:

3- A qual grande grupo étnico vocé pertence ?

Negroide ( ) Caucasoide ( ) Asiatico ( ) Indigena( ) Outros ()

4- Idade:

5- Local de nascimento: Parana ? ( ) sim ( )nao

Se ndo: Que regido brasileira? Norte ( ) Sul( ) Nordeste ( ) Centro-Oeste ()
Sudeste ( )

6- Qual o seu grau de instrugédo?

( ) analfabeto () 1°grau incompleto ( ) 1° grau completo ( ) 2°grau incompleto

( ) 29rau completo ( ) técnico ( ) profissional ( ) superior

Histérico de moradia
7- Qual era o tipo de constru¢do onde vocé morou mais tempo?
( ) alvenaria ( ) madeira ( ) barro ( ) mista
8- Que tipo de cobertura tinha essa moradia? ( ) telha barro comum () laje
() folha de zinco ( ) brasilit-eternit ( ) sapé ( ) outro (qual?)

Histdrico de exposicao relacionado ou ndo ao trabal ho
9- Qual a atividade profissional que exerceu ou exerce? Ha quanto tempo?

10- Vocé ja se expbs a alguma destas substancias abaixo em seu trabalho?
Se SIM, por quanto tempo e ha quanto tempo foi:

Derivados de petréleo ( )sim ( )nédo
(querosene, gasolina, solventes,...)

Tintas/ corantes ( )sim ( )ndo
IndUstrias téxteis ou tecelagem ()sim () nao
Praguicidas / Herbicidas ( )sim ( )ndo
Metais pesados (Pb, Ni, Cr,...) ( )sim ( )ndo
Processamento de madeira ( )sim ( )ndo
Papel ou celulose ( )sim ( )ndo
Mineracao ( )sim ( ) nao
Fabrica de sapatos ou curtume ( )sim ( )ndo
MetalUrgica ( )sim ( )néo

Usina de acgucar ou alcool ( )sim ( )ndo
Plastico ou borracha ()sim ( )néo
Outras substancias quimicas: ( )sim ( )nado

11- Se SIM para a pergunta acima: Vocé utilizava equipamentos de prote¢do individual para
trabalhar com essas substancias quimicas? ( mascaras, luvas, 6culos,...)
a) ( )sim b) ( )néo



Histérico Tabagista

12- Vocé fuma atualmente? ( )sim ( )ndo

13- Se NAO, mas ja fumou, ha quanto tempo parou de fumar?

a) ( ) 0-5 anos b) ( )5-10 anos c)()>10

14- Quanto vocé fuma/fumava por dia ? () menos de ¥2 maco

( ) de meio a 1 maco

() mais de um maco (quantos: )
15- Vocé convive/conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que fumam?
a) ()sim b)( )ndo

Histdrico de Etilismo
16-Vocé consome/consumiu bebidas alcéolicas com frequéncia? ( ) sim ( ) ndo
17- Se ja parou, ha quanto tempo parou de consumir esta bebida?

a) ( ) 0-5 anos. b) ( ) 5-10 anos. ¢) ( ) mais 10 anos.
18- Que tipo de bebida alcoolica vocé costuma/ costumava consumir ?
a) ( )Destiladas b) ( )N&o-Destilada c¢) ( )Outra

19-Quanto vocé costuma/ costumava beber por semana?

( ) nomaximoumcopo ( )de2a5copos ( )de6al0 ()della30 () maisde30

20- Durante a sua vida, ja consumiu ou consome alguma bebida diariamente por mais de 6
meses continuamente?

a) () Sim b) ( ) Nao

Historico de Saude
21- Ha cerca de um ano vocé tem se automedicado com, por exemplo, aspirinas, antiacidos,

antihistaminicos, sedativos, ou outras drogas? () sim ( )néo ( ) nado me
lembro

22- Vocé se submeteu a algum Raio-X?

( )sim ( )ndo

23- Se SIM, quantos? a) ( ) Menos de 10 b) ( ) Mais de 10
Local:

24- Vocé tem ou ja teve as seguintes doencgas?

() Presséo alta ( ) Diabetes ( ) Tuberculose ( ) Cancer

(localizagéo do tumor
25- Em casos de cancer na familia, qual era o parentesco?

()Pai ()Mé&e ()Imédo ()Filho () Tio () Primo () Outro

26- Qual era a localizagéo do tumor?

( ) Boca/garganta ( ) Pulmdo ( ) Estdmago ( ) Intestino ( ) Ginecoldgico ( ) Mama
( ) Outro (qual?)

27- Vocé ja teve alguma moléstia venérea?

a) ( )sim Qual? b) ( )ndo




Histérico hormonal e reprodutivo
28- Idade da primeira menstruacao (menarca):
29- Idade da Ultima menstruacdo (menopausa):

30- Sua menstruacao é/era : ( ) regular () irregular
31- Teve abortos espontédneos? ( )sim Quantos: () nao
32- Tevefilhos? () sim Quantos: ( ) ndo

33- Qual sua idade quando engravidou pela primeira vez?
34- Usou ou usa pilulas anticoncepcionais?
( ) sim Por quanto tempo: ( )nao

Marcadores Tumorais
ERBB2:
TP53:
REP:

Incluir informacgfes das amostras do tumor (localiza ¢édo, laudo histo-patolégico):




