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RESUMO

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais freqiente no mundo, e por isso
€ responsavel por uma alta mortalidade, principalmente entre as mulheres. O
desenvolvimento de cancer depende de uma série de fatores, como a intensidade da
exposi¢do a carcindgenos exogenos e endogenos e a suscetibilidade genética do
individuo. A biotransformacgao de carcinégenos é dividida em duas etapas: fase | —
oxidacdo e biossintese; fase |l — degradacdo ou detoxificagdo. Polimorfismos
génicos responsaveis pela codificacdo de enzimas envolvidas nestes processos
influenciam diretamente a resposta individual a estes compostos. Este trabalho teve
como objetivo realizar um estudo tipo caso-controle, procurando verificar a
associacdo de polimorfismos nos genes do biometabolismo GSTM1, GSTT1,
CYP2E1 e CYP17 com a carcinogénese mamaria. A amostra estudada foi composta
por 95 pacientes com carcinomas mamarios e 95 controles, pareadas por faixa etaria
(+ 5 anos) e por etnia. O DNA foi extraido pelo método de salting-out a partir do
sangue periférico de pacientes e controles. Os polimorfismos genéticos foram
analisados por PCR Multiplex e PCR-RFLP. A média de idade das pacientes foi de
57,39+14,01 e para os controles foi 56,01+13,94, sendo que n&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre elas (t=0,68;, P>0,50). N&o houve associag&o
entre os gendtipos estudados e a susceptibilidade ao cancer de mama: GSTM1 - OR
=0,96 (IC 95% = 0,54-1,69); GSTT1-0OR = 1,16 (IC 95% = 0,76-2,14), CYP2E1-Pst|
-OR =0,86 (IC 95% = 0,29- 2,53) e CYP17-MspA1 - OR = 1,31 (IC 95% = 0,73-
2,36). Ao calcular a OR para os genétipos considerados de risco em conjunto
também nao foram encontradas associagdes: mulheres com 2 gendtipos de risco OR
= 1,26 (IC 95% = 0,66-2,42) e mulheres com 3 ou 4 genétipos de risco OR = 1,32 (IC
95% = 0,55-3,18). A andlise de fatores de risco relacionados a exposicao ao
estrogénio foi realizada entre todas as pacientes e controles, entre pacientes e
controles com os genétipos de risco e entre pacientes com 3 gendtipos selvagens e
com 2 gendtipos de risco. Os resultados estatisticamente significativos encontrados
foram: média do niumero de filhos entre pacientes e controles (t = -2,05 P<0,05);
idade da menopausa (f= 2,041; P<0,05) e uso de pilula (t=3,94 > tc=2,32) para o
gendtipo GSTT1-nulo; o numero de filhos para o gendtipo CYP17-MspA1 A1/A2 e
A2/A2 (t= -2,31; P<0,05); a idade da menarca (t= 2,40, P<0,05) e idade da primeira
gravidez (t= 2,12; P<0,05) entre as pacientes com diferentes combinagdes de
gendtipos de risco. Nas pacientes, os diferentes genétipos de cada gene foram
analisados em funcéo dos parametros clinicos: tamanho do tumor, grau histolégico
do carcinoma e envolvimento de linfonodos. Apenas a média do tamanho do tumor
entre pacientes CYP2E1 c1/c1 e c1/c2 diferiu estatisticamente (t = 2,75 > tc =2,28).
Para estes parametros, também ndo foram encontradas diferencas significativas
entre pacientes com varios genotipos de risco e pacientes com pelo menos 3
gendtipos selvagens. Estes resultados sugerem que, para este estudo, os
polimorfismos estudados nado contribuiram para o risco de desenvolvimento do
cancer de mama.
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1. INTRODUGCAO

O cancer é uma doenga genética na qual ocorrem mutagdes cumulativas em
pontos especificos do DNA. Estas mutagbes alteram genes envolvidos no controle
do ciclo celular e sdo responsaveis por desencadear uma proliferacéo desordenada
das células contribuindo para o proceéso canceroso.

A biotransformagao tem um importante papel na atividade carcinogénica e
um balango entre as reagfes do biometabolismo pode ser responsavel por uma
variagdo na suscetibilidade das células a agdo de carcindgenos, visto que
substancias endégenas e exégenas ao serem metabolizadas pelo organismo podem
ser ativadas e transformadas em metabdlitos reativos (fase 1) ou detoxificadas e
eliminadas (fase II).

O carcinoma mamario é a neoplasia mais comum que afeta mulheres nos
paises ocidentais, sendo responsavel por uma grande morbidade e mortalidade na
populagdo. Ja sdo conhecidos diversos fatores de risco que aumentam a
suscetibilidade ao cancer de mama, como o fumo, exposi¢ao a radiagdo ionizante,
obesidade e principaimente os fatores reprodutivos (idade da menarca e da
menopausa, numero de filhos, idade da primeira gravidez), que irdo influenciar
diretamente o tempo de exposi¢cdo da mulher ao horménio estrogénio, que esta
relacionado ao desenvolvimento deste tipo de cancer. O potencial carcinogénico do
estrogénio esta relacionado a sua capacidade de estimular a divisdo celular e a
compostos carcinogénicos resultantes da biotransformacdo deste horménio. Ha
varias enzimas envolvidas no metabolismo do estrogénio, tanto na fase | como na
fase Il.

Por causar possiveis efeitos na fungéo da proteina ou em sua expresséo,
polimorfismos dos genes envolvidos no metabolismo do estrogénio e de outros
carcindégenos, poderiam ser responsaveis por uma maior suscetibilidade ao cancer
de mama. Neste trabalho foram estudados genes do biometabolismo, codificadores
de membros das familias de enzimas do citocromo P450 (CYPs) e glutationas S-
transferases (GSTs), através de PCR Multiplex Muitiplex e PCR-RFLP, de 95
mulheres portadoras de cancer mamario e 95 individuos controles.



2. OBJETIVOS

Objetivos gerais:

Identificar novos marcadores moleculares que auxiliem na prevengao, no
prognoéstico e terapéutica de portadores de tumores mamarios. Para isso serao
estudados polimorfismos dos genes do biometabolismo GSTM1, GSTT1 e CYP1E1
e CYP17.

Objetivos Especificos:

e Analisar a frequéncia alélica e genotipica destes polimorfismos em

pacientes e controles;

e Realizar estudo tipo caso-controle, para verificar a presenga ou auséncia

de associagdo dos polimorfismos estudados com a carcinogénese mamaria,

e Correlacionar os diferentes gendtipos em pacientes e controles com os

fatores de risco (tempo de exposi¢do ao horménio éstrogénio endbgeno e

exdgeno);

¢ Correlacionar os diferentes genétipos das pacientes com a gravidade do

estado clinico através da analise de: grau histolégico dos carcinomas (1, I,

ou 1), tamanho do tumor (mm) e envolvimento de linfonodos regionais

(presenca ou auséncia de metastases).



3. REVISAO DA LITERATURA

Os primeiros estudos com observacdes relevantes sobre a origem e
desenvolvimento do cancer datam de 1890, quando o patologista alemao David Von
Hansemann observou irregularidades nucleares e mitéticas em biopsias de
carcinomas. No inicio do século XX, Theodor Boveri postulou que aberragbes
cromossomicas seriam responsaveis pelo comportamento maligno das células
cancerosas, mas esta teoria s6 pdde ser confirmada apds a década de 60, com a
evolugdo dos estudos citogenéticos de células neoplasicas (MITELMAN, 1995).
Posteriormente, o desenvolvimento de técnicas de manipulagdo génica permitiu a
clonagem e a identificagdo de genes localizados nos pontos de quebra das
alteracbes cromossdmicas, possibilitando um grande avango nos estudos sobre a
etiologia da doenga.

O cancer é hoje claramente compreendido como uma doenga genética, que
ocorre pelo acumulo de mutagcdes em genes que controlam o crescimento e a
diferenciagdo celular. Essas mutagdes se acumulam ao longo dos anos, até que a
célula perde seus mecanismos de controle do ‘crescimento e inicia um tumor
(SUGIMURA, 1998). Dois tipos principais de mutacdes estdao associados a
formacao de tumores: mutagdes que ativam os oncogenes e mutagbes que inativam
0s genes supressores tumorais. _

Os oncogenes representam formas alteradas dos proto-oncogenes celulares
normais que controlam uma variedade de processos associados com o crescimento,
proliferagcdo e diferenciagdo celular. (BISHOP, 1985; 1987, GORDON, 1985,
WEINBERG, 1985). A ativag@o dos oncogenes celulares pode dar-se por alteragbes
reguladoras, estruturais ou por mutagées de ponto. Como consequéncia dessas
alteracdes, a expressao dos oncogenes comanda a proliferacdo anormal das células
e a formacao do tumor (COOPER, 1994).

As mutagbes em genes supressores de tumor sao de grande importancia na
carcinogénese, pois alteragies que inativam estes genes liberam a célula da inibigdo
regulada pelos mesmos em determinadas fases do ciclo celular (pontos de
checagem), levando a proliferagdo desordenada, caracteristica da célula cancerosa
(WEINBERG, 1991). A ativagdo de oncogenes e a inativagdo dos genes
supressores tumorais representam, pdrtanto, eventos complementares no
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desenvolvimento do cancer, ambos contribuindo para aumentar a proliferagéo celular
e a perda do controle do crescimento normal (COOPER, 1994).

Além do envolvimento de oncogenes, genes supressores e outros genes
ligados ao ciclo celular, os processos ligados a senescéncia influenciam a
carcinogénese por serem causadores de instabilidade gendmica. Sabe-se que a
incidéncia de cancer em seres humanos aumenta exponencialmente com a idade,
referendando a sugestdo de que multiplas alteragcdes genéticas sdo necessarias
para a tumorigénese (VOGELSTEIN e KINZLER, 1993). Entre as varias hipéteses
para explicar esta associagdo, inclui-se 0 acumulo de lesGes no DNA devido a
diminuicdo da capacidade de reparo. Assim, a probabilidade de uma determinada
célula sofrer transformacdo dependera da sua capacidade de metabolizar
carcinégenos e de reparar 0 seu DNA.

A maioria dos carcinégenos genotdxicos que contribuem para o
desenvolvimento de tumores em seres humanos é considerada inicialmente como
pro-carcindégeno, sendo incapaz de reagir com o DNA, pois sdo compostos estaveis
no pH fisiologico. A biotransformacdo de carcindgenos ocorre em duas etapas:
primeiramente, os compostos sdo metabolizados por enzimas de fase |, muitas
vezes numa reacido de oxidacio para a criagcdo de centros reativos, tornando estes
compostos capazes de se ligarem ao DNA e exibirem atividade carcinogénica
(HATAGIMA, 2002). Na fase I, ocorre a detoxificagdo dos metabdlitos primarios, por
conjugacdo destes com um substrato enddgeno (glutationa, sulfato, glicose,
acetato). As enzimas envolvidas nesta fase agem como inativadoras dos produtos
da fase |, tornando os metabdlitos hidrofilicos e passiveis de excregao rapida (THIER
et al., 2003; NEBERT, 1991, PERSSON et al., 1995).

Muitas familias de enzimas diferentes estdo envolvidas no metabolismo de
xenobibticos, mas as mais estudadas sao: Citocrorho P450 (CYPs), Glutationa S-
transferases (GSTs) e N-acetil-transferases (NATs). As enzimas da Familia CYP
atuam na fase |, também chamada fase de ativagdo, e as enzimas pertencentes as
Familias GSTs e NATs atuam na fase Il, também chamada de fase de detoxificacdo
(AUTRUP, 2000).

As enzimas pertencentes a estas familias sdo codificadas pelos chamados
genes do biometabolismo e muitos destes genes s&o polimoérficos, apresentando

diferencas nas frequéncias alélicas entre populacdes de diversas origens étnicas.
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Polimorfismos em genes do biometabolismo podem ocasionar um aumento da
ativagcdo de agentes mutagénicos e/ou. carcinogénicos ou diminuirem a capacidade
de inativagdo destes compostos, sendo provavel que individuos portadores de
alguns polimorfismos tenham risco aumentado de desenvolvimento de canceres
quando expostos a carcinogenos (WUNSCH e GATTAS, 2001).

3.1. POLIMORFISMOS EM GENES DO BIOMETABOLISMO E CANCER

3.1.1. Genes da Familia Citocromo P450 (CYPs)

Esta superfamilia compreende pelo menos cinco subfamilias, designadas de
A a E pelo sistema de nomenclatura recomendada (NEBERT et al., 1987), sendo
que mais de 57 genes ja foram descritos no genoma humano. Durante a
biotransformacao, os produtos destes genes atuam nas reagbes da fase |, fazendo a
ativacdo de substancias téxicas. Entre os mais estudados estdo os da familia CYP1
e CYP2. ”

O gene CYP2E1 esta mapeado no cromossomo 10 (10g24.3) entre outros
dois genes de subfamilias diferentes de CYPs, CYP2C e CYP17 (KOLBLE, 1993) e
codifica uma enzima que catalisa a oxidacdo de muitos pré-carcinégenos, como
étanol, benzeno, estireno e nitrosaminas. Além da conversdo de pré-carcinGgenos
em carcindégenos, um outro mecanismo pelo qual o gene CYP2E1 pode contribuir
para a carcinogénese € pela libera¢do de espécies de oxigénio reativas, que causam
danos oxidativos no DNA (PUROHIT et al., 2005). Ja foram descritas 13 variantes
alélicas para o gene CYP2E1 (http://www.cypalleles. ki.se/cyp2e1.htm) e & possivel
que variantes alélicas apresentem diferentes niveis de expressdo da enzima,
influenciando assim a suscetibilidade individual a carcinégenos (PERSSON et al.,
1993). A tabela 1 apresenta as variantes alélicas do gene CYP2ET1 e suas

caracteristicas.


http://www.cypalleles.ki.se/cyp2e1.htm

TABELA 1 — Variantes alélicas do gene CYP2E1

n TiPO DE ATIVIDADE DA -
ALELO |PROTEINA VARIACAO RFLP ENZIMA REFERENCIAS
In vivo In vitro
CYP2E1*1A | CYP2E1.1 Nenhuma Normal Nomnal Umeno et al, 1988
. Brockmodller et al, 1996
YP, _ ,
CYP2E1*1B | CYP2E1.1 9896C>G Tagl McBride et al, 1987
. 6 repeats in the 5'
CYP2E1*1C | CYP2E1.1 flanking region Hu et al, 1998
Atividade
. . aumentada apos
" 8 repeatsinthe 5' | Drale - McCarver et al, 1998
CYP2E1*1D | CYP2E1.1 A ; . exposi¢ao ao alcool \
flanking region Xbal e em individuos Hu et al, 1999
obesos
CYP2E1*2 |CYP2E1.2 1132G>A Reduzida Hu et al, 1997
CYP2E1*3 |CYP2E1.3 10023G>A Normal Hu et al, 1997
CYP2E1*4 [CYP2E1.4 4768G>A Normal |[Fairbrother et al, 1998
-1293G>C,; - Psti+ Watanabe et af, 1990
CYP2E1*5A |CYP2E1.1 {1053C>T (c1>c2), | Rsal- Hayashi et al, 1991
7632T>A Dral- Persson et al, 1993
-1293G>C;
CYP2E1*58 |CYP2E1.1 |  -1053C>T Fet VWatanabe et al, ;gio
(c1>c2) y '
CYP2E1*6 |CYP2E1.1 7632T>A Dral- Persson et al, 1993
CYP2E1*7A | CYP2E1.1 -333T>A Fairbrother et al, 1998
CYP2E1*7B | CYP2E1.1 |-71G>T; -333T>A Fairbrother et al, 1998
- -333T>A; - :
CYP2E1*7C | CYP2E1.1 350A>G Fairbrother et al, 1998

FONTE: Modificado de HUMAN CYTOCHROME P450 (CYP) ALLELE NOMENCLATURE
COMMITTEE. Disponivel em: <http://www.cypalleles.ki.se/cyp2e1.htm> Acesso em: outubro 2006.

Um dos polimorfismos descritos para este gene apresenta um sitio de
restricdo para a enzima Pstl no alelo mutante (c2) devido a uma substituigdo G/C na
posicdo -1293 do alelo selvagem (c1). A freqiéncia do alelo mutante é relativamente
baixa em diferentes populagdes, por exemplo, 5% em caucasbides (PERSSON et
al., 1993) e este alelo parece estar associado a uma expressao aumentada do gene
in vitro (HAYASHI et al., 1991) e in vivo (WATANABE et al., 1994), que resuitaria em
um aumento de suscetibilidade a diferentes tipos de canceres, como o de pulmé&o
(PERSSON et al., 1993; EL-ZEIN et al., 1997), cavidade bucal (HUNG et al., 1997) e
esofago (LIN et al., 1998).

O gene CYP17 esté localizado no cromossomo 10 (10g24.3) e contém 8
éxons e 7 introns (KRISTENSEN et al., 1999). Codifica a enzima citocromo
P450c17a, a qual esta envolvida na sintese de estrogénio humano (AMBROSONE
et al., 2003). Esta enzima apresenta um sitio ativo bifuncional: uma atividade
catalitica que realiza a 17 o-hidroxilagdo de pregnolona e de progesterona, e uma

atividade liase que é responsavel pela conversdo de 17o-hidroxipregnolona em
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precursores de testosterona e de estrogenos (ver figura 1) (WESTON et al.,1998;
HELZLSOUER et al.,1998). Nas glandulas adrenais, a 17a-hidroxipregnolona

juntamente com 170H progesterona é utilizada para a sintese de glicocorticoides
(NAKAJIN et al., 1984).

FIGURA 1 - Papel do gene CYP77 no metabolismo de horménios esterdides

§
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Cyeiz CYPIy
dehydroepiandiosterons ! 17-hydroxyprogesicrone
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FONTE: SHARP, L.; CARDY, A. H.; COTTON, S. C.; LITTLE, J. CYP17 gene polymorphisms:
prevalence and associations with hormone levels and related factors. A HUGE review. Am. J.
Epidemiol., 160, n. 8, 40-729, 2004.

Para este gene, tem-se descrito trés polimorfismos: uma substituigdo C—T
no nucleotideo 5471 do éxon 6 (CROCITTO et al.,1997); uma substituicdo G—A no
nucleotideo 47 na extremidade 5° da regido promotora ndo traduzida (CAREY et al.,
1994) e uma substituigho T—C no nucleotideo 27 na extremidade 5° da regio
promotora nao traduzida, a qual cria um sitio de restricdo para a enzima MspA1
(KRISTENSEN et al., 1999), resultando em trés gendtipos diferentes: um selvagem
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A1/A1, um heterozigoto A1/A2 e um mutante A2/A2. Somente este ultimo
polimorfismo sera abordado neste estudo.

O impacto do polimorfismo genético de CYP17-MspA1 em relagéo ao
cancer de mama ganhou mais atencdo depois que FEIGELSON et al. (1997),
relataram um aumento do cancer de mama avancado em portadores do alelo A2.
Este estudo concluiu que mulheres portadoras do alelo variante A2 apresentam
niveis mais altos de estrogénio circulante do que aquelas com alelos normais.
Segundo o mesmo grupo, mulheres homozigotas A2 apresentam menor
necessidade de reposicdo hormonal, provavelmente devido & auséncia de sintomas
de menopausa por causa da alta taxa de estrogénio circulante (FEIGELSON et al,,
1998 e 1999). Alguns autores descreveram que mulheres em pré-menopausa, com
0 alelo A2, apresentam altos niveis de sulfato dehidroepiandrosterona, precursor de
estrogénios e androgénios (HONG et al., 2004). No entanto, muitos estudos
recentes ndo tém encontrado uma relagdo direta entre o risco para o cancer e 0
gendtipo A2/A2 (THOMPSON e AMBROSONE, 2000; AMBROSONE et al., 2003).

Apesar de ter sido surgerido que o polimorfismo A2 fornecesse um sitio
adicional de ligacado para Sp-1, fator transcricional de inumeros genes celulares,
possibilitando um mecanismo para alta expressdo desta variante alélica
(FEIGELSON et al, 1997, 1998), esta hipotese nd&o foi comprovada em
experimentos praticos (KRISTENSEN et al., 1999).

Outros genes polimorficos da familia CYP, como CYP1A1 e CYP20D6,
também ja foram associados a maior suscetibilidade ao cancer. O gene CYP1A1
codifica uma enzima que catalisa o primeiro passo no metabolismo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs), gerados pela combustéo de fosseis,
aminas aromaticas e presentes na fumaca do cigarro. Cerca de 10% dos individuos
caucasoides séo portadores de uma forma altamente induzivel da enzima (PERERA,
1997). Em japoneses e em certas populacdes caucasdides, o risco aumentado de
cancer de pulmio estad correlacionado positivamente com um ou ambos 0s
polimorfismos do gene CYP1A1 (Mspl e isoleucina — valina) (NAKACHI et al., 1991,
KAWAJIRI et al., 1996; XU et al., 1996) e diretamente associado ao habito tabagista.

O gene CYP2D6 esta mapeado em 22q13.1 (GOUGH et al., 1993) e codifica
uma enzima envolvida no metabolismo de pelo menos 80 drogas, como

antidepressivos, antiarritmicos, neurolépticos, entre outros (AUTRUP, 2000). A
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maioria dos individuos (80-90%) possui pelo menas um alelo selvagem (CYP2D6*1)
e sdo classificados funcionalmente como bons metabolizadores. Outros individuos
s&0 metabolizadores lentos ou ultra-rapidos, respectivamente devido a uma mutagédo
e a amplificacdo do alelo selvagem. Foi observada associagido entre este gene e 0
carcinoma de pulmao (CAPORASO et al., 1989, 1990) e cancer bucal (WORRALL et
al., 1998) e cancer de bexiga (ANWAR et al., 1996).

3.1.2. Genes da Familia Glutationa S-transferases (GSTs)

As enzimas glutationas S-transferases (GSTs) possuem a fungéo basica de
detoxificacdo, mediando a conjugagcdao de um grande numero de compostos
eletrofilicos com glutationa reduzida (GSH), numa reagdo metabdlica de fase Il
(PICKETT et al., 1989). Sete classes distintas foram identificadas: alpha (a), mu (u);
pi (p); sigma (0); theta (8);, kappa (k) e zeta ({) (LANDI, 2000). Cada classe é
codificada por um unico gene ou por uma familia génica.

Na classe mu, cinco genes (GSTM1 a 5) foram mapeados no cromossomo 1
(1p13.3) (PERRSON et al., 1993) e encontram-se separados por aproximadamente
20 kb e alinhados na seguinte ordem: 5.... GSTM4 — GSTM2 — GSTM1 - GSTMS -
GSTM3...3". O GSTM3 localiza-se apds o GSTMS5, porém numa orientagdo 3-5". O
gene GSTM1 apresenta um alelo nulo que parece resultar de uma permuta desigual
entre duas regies altamente repetitivas idénticas que o flanqueiam, resultando em
uma delegdo de 16 kb que inclui todo o gene (ver figura 2). O fendtipo nulo tem uma
freqéncia acima de 50% entre caucaséides, chineses e indianos (BOARD, 1990),
sendo que esta deficiéncia pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de
tumores, devido ao aumento da sensibilidade do individuo a carcinégenos qufmicos
especificos (VAN POPPEL et al., 1992).



FIGURA 2 - Localizacdo de GSTs da classe mu e delecdo completa do gene
GSTM1

GSTM4 GSTM 2 GSTM 1 GSTM 5 GSTM 3

FONTE: PARL, F. F. Glutathione S-transferase genotypes and céncer risk.
Cancer Lett., 221, 123-129, 2005.

SEIDEGARD et al. (1986, 1990) encontraram uma associagdo entre o
genotipo GSTM1 nulo e suscetibilidade ao cancer de pulmdo. ZHONG et al. (1993)
descreveram uma maior frequéncia de individuos com este genétipo entre casos de
cancer coloretal: 56,1% comparado com 41,8% do grupo controle. Mais de 70% dos
individuos com tumores no célon proximal sdo portadores do gendtipo nulo.

LOHMUELLER et al. (2003) realizaram uma meta-analise de 301 estudos de
associacdo genética, de 25 diferentes associacbes relatadas. Para oito destas
associacdes, analises de estudos posteriores confirmaram estatisticamente a
primeira publicagdo. Uma destas oito associagdes era entre GSTM1 e o cancer de
cabeca e pescoco, como relatado por TRIZNA et al. (1995). Este tipo de céancer
mostra associacao com o alelo nulo do gene GSTM1 em homozigose.

Outro gene de importancia nos estudos sobre suscetibilidade ao cancer, € o
da classe theta GSTT1, mapeado no cromossomo 22 (22ql1l1.2) (PEMBLE et al.,
1994). Em humanos, a conjugacdo do halometano dependente de glutationa €&
polimérfica, com 60% da populacdo classificada como “conjugadores” e 40% como
“ndo conjugadores”. PEMBLE et al. (1994) demonstraram que o gene GSTT1 esta
ausente em 38% da populacdo. A presenca ou auséncia do gene é coincidente com
o fenétipo conjugador (GSTT1+) e ndo conjugador (GSTT1-). A auséncia da enzima
implica na ndo detoxificacdo de uma série de compostos, como 0s halometanos
sintéticos e outros quimicos industriais. De maneira semelhante & dele¢do do gene
GSTM1, a delecdo do GSTT1 aparentemente é causada por uma recombinacao

homodloga envolvendo duas sequiéncias altamente repetitivas que flanqueiam o gene



(HA3 e HA5), resultando em uma delecdo de 54 kb que contém o gene inteiro (ver
figura 3) (PARL, 2005).

FIGURA 3 - Dele¢cdo completa do gene GSTT1
--------------- HA3 ' 1 nxi G3777?-----------GSTT2P

/ Vo -50 kb DDCT DDCT

Null allele S —

FONTE: PARL, F. F. Glutathione S-transferase genotypes and cancer risk.
Cancer Lett., 221, 123-129, 2005.

CHEN et al. (1996) descreveram um método para a caracterizagao
simultdnea dos alelos GSTM1 e GSTT1 e estudaram 0s genotipos em negros e
caucasoides. A freqiiéncia do gendtipo nulo para o GSTM1 (GSTM1-) foi maior em
brancos e para GSTT1- maior em negros. A frequéncia observada do gendétipo
“duplo nulo” n&o foi significativamente diferente do previsto, assumindo que os dois
polimorfismos s&o independentes.

Outro importante polimorfismo dos genes GSTs, refere-se ao da classe pi,
GSTP1. Este gene esta localizado no cromossomo 11 (11g13) (MOSCOW et al.,
1988; BOARD et al., 1989 e foram descritos quatro alelos polimorficos: o alelo
selvagem GSTP1A e trés variantes denominadas GSTP1B, C e D, resultantes de
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) nos codons 105 e 114 (WATSON,
1998). Vérios estudos tém demonstrado que as isoformas apresentam diferencas na
especificidade de ligacdo ao substrato e na estabilidade térmica, conferindo
diferentes atividades cataliticas (ALI-OSMAN et al., 1997; HARRIES et al., 1997). A
expressao aumentada do gene GSTP1 tem sido associada com a transformagéo
maligna, resisténcia as drogas antitumorais e diminuicdo da sobrevida
(COMMANDEUR et al.,, 1995). Portadores dos alelos B e C parecem ter maior
probabilidade de desenvolver de cancer de pulmdo (RYBERG et al.,, 1997) e
portadores do alelo C aparecem numa freqUuéncia quatro vezes maior entre 0s
pacientes com glioma (ALI-OSMAN et al., 1997).
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3.2. CARCINOMAS MAMARIOS

O carcinoma mamario € a neoplasia mais comum que afeta mulheres nos
paises ocidentais, observando-se um aumento de 1 a 2% de casos anuais (PANDIS
et al., 1995). Estima-se que a cada ano ocorram mundialmente 999.000 novos casos
de céncer de mama e 375.000 mortes (PARKIN et al., 2001). No Brasil, o cancer de
mama € o segundo tipo de cancer mais incidente entre as mulheres e sdo esperados
48.930 novos casos para o ano de 2006, com um risco estimado de 52 casos a cada
100 mil mulheres (INCA/MS, 2006).
| As causas do cancer de mama nao estdo completamente elucidadas, porém
sd0 conhecidos alguns fatores de risco relacionados a suscetibilidade. A histéria
familial se constitui em um fator importante (o risco & duas a trés vezes maior),
principalmente se 0 cancer ocorreu na méae ou na irma e se desenvolveu em idade
precoce. Outros fatores de risco, comuns a outros tipos de cancer, também estao
associados ao cancer de mama como a obesidade pés — menopausa e exposi¢ao a
radiacdo ionizante. A variagdo encontrada na incidéncia de cancer de mama no
mundo € consequéncia de diferentes exposi¢oes ambientais e estilo de vida das
populagdes. Entre os fatores ambientais, a exposi¢éo a hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs) tem sido sugerida para a contribui¢do no desenvolvimento deste
tipo de tumor (VAURY et al., 1995).

Embora o tabagismo seja uma das principais fontes de exposi¢do aos PAHS,
ainda é controversa a sua relagdo com o cancer de mama. Enquanto em alguns
trabalhos o tabagismo parega ndo estar associado com o risco de cancer de mama
(COLDITZ, 1993), outros estudos experimentais encontraram associagdo positiva,
porém fraca, em individuos que apresentavam longa duragéo do habito tabagista
(PERERA et al., 1995, TERRY et al., 2002). Outros fatores que, embora
controversos, parecem aumentar o risco de cancer de mama sdo O consumo
elevado de alcool e de dieta gordurosa (PARKIN et al., 2001). A presenca de doenga
proliferativa benigna da mama apresenta um risco relativo aumentado para o cancer
de mama. As hiperplasias atipicas tém um risco maior que as tipicas (INCA/MS,
2006).

Os fatores de risco reprodutivos e hormonais aumentam o risco de cancer de

mama em mulheres que apresentam menarca precoce (antes dos 11 anos de idade)
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e menopausa tardia (apos os 50 anos de idade, em meédia), nuliparidade ¢ idade da
primeira gestagdo acima de 30 anos. O risco é elevado devido a exposig¢ao a altas
taxas de estrogénio endégeno. O uso de contraceptivos orais e a terapia de
reposicdo hormonal continuam sendo alvos de muita controvérsia, por isso estes
tratamentos devem ter a relacdo risco-beneficio bem avaliada. Aparentemente,
certos subgrupos de mulheres, particularmente as que usam pilulas com dosagens
elevadas de éstrogénios ef/ou por longo periodo de tempo, tém maior risco (PARKIN
et al., 2001).

Admite-se que o maior fator de risco para o desenvolvimento do cancer de
mama feminino esta associado com uma prolongada exposi¢do a niveis aumentados
de estrogénio. O potencial carcinogénico do estrogénio tem sido relacionado nao
somente & sua capacidade de estimular a proliferégéo de células epiteliais
mamarias, mas também ao papel dos estrogénios catecdis. Estes compostos s&o
resultantes da biotransformagdo do estrogénio, e atuam como metabdlitos
carcinogénicos que podem se ligar ao DNA desencadeando danos no mesmo
(LIEHR, 2000). Ha varias enzimas envolvidas no metabolismo do estrogénio, tanto
na fase | como na fase I, que séo codificadas por sistemas génicos polimorficos. Por
causar possiveis‘ efeitos na fungdo da proteina ou em sua expressdo, pode-se
admitir que os polimorfismos dos genes envolvidos no metabolismo do estrogénio
poderiam predispor individuos ao cancer de mama e poderiam também influenciar o
fendtipo clinico do tumor (HAN et al., 2004).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS

Este estudo foi realizado com amostras de sangue periférico de 95 pacientes
portadoras de carcinomas mamarios, obtidas do Hospital Nossa Senhora das
Gracas e Hospital das Clinicas de Curitiba, e 95 mulheres sem evidéncias de
carcinomas mamarios pareadas pela etnia e faixa etaria (+ 5 anos). Os individuos-
controles eram pertencentes aos bancos de DNA do Laboratério de Imunogenética e
Histocompatibilidade da UFPR e do Laboratério de Mutagénese da UEL, moradoras
do Asilo Maria Teresa, de S&o José dos Pinhais e outras doadoras voluntarias.

Foi realizado um contato pessoal com cada doadora, para a obtengdo de
informacgdes sobre o histdrico hormonal e reprodutivo (Anexo 1) e o formulario para a
assinatura do Consentimento Informado (Anexo II). O projeto deste estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica do HNSG, Curitba - PR. Processo n°
25000.007020/2003-93; registro no CONEP: 7220 e parecer n® 251/2003, de
20/02/2003.

4.2. PROCEDIMENTOS

e Coletas do sangue e armazenamento das amostras:

As coletas de sangue foram realizadas através de pungéo intravenosa com
agulhas e seringas descartaveis estéreis. De cada individuo foram coletados cerca
de 10 mi de sangue, o qual foi imediatamente colocado em tubos estéreis contendo
EDTA ou 1,75 ml de solugdo anti-coagulante-ACD (0,016 M de acido citrico; 0,068 M
de citrato de sddio; 0,081 M de glicose, previamente autoclavados), rotulados e
enviados para o laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética (UFPR) e
méntidos a 4°C até o momento do processamento.

e Processamento do Sangue:

As amostras de sangue periférico de pacientes e controles foram
centrifugadas a 20‘00rpm por 12 minutos com solucdo de RCLB 1X, processo
repetido diversas vezes até a obtengdo de um botao de glébulos brancos, livre de
hemacias. Apds a separacao completa, foram adicionadas as amostras 3 gotas de
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solugdo PBS, e em seguida centrifugou-se novamente a 13.000 rpm por 2 minutos,
descartando-se o sobrenadante.

o Extracdo do DNA sanguineo:

Foi utilizado o método de salting out segundo BIGNON e FERNANDEZ-VINA
(1997), com modificagdes, que possibilita a obtencdo de DNA de alto peso
molecular. Este método consiste no rompimento mecanico e/ou enzimatico dos
tecidos, extragdo das proteinas e acidos graxos pela a¢ao de solventes organicos e
precipitacdo do DNA por etanol. Apés a extragdo do DNA a amostra foi
ressuspendida em 50 a 100 pl de agua ultrapura e armazenada a —20° C. Foi
realizada a leitura da densidade Optica para a quantificacdo do DNA com o
espectrofotdbmetro Gene Quant pro, e preparadas solu¢gdes de uso na concentragao
de 20ng/pul.

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

A técnica de PCR Multiplex foi utilizada para a detecg&o de alelos dos genes
GSTM1 e GSTT1, e a técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphims) para os genes CYP2E1 e CYP17. Foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores para cada um dos locos estudados, ja estando padrohizadas as
respectivas condi¢gdes de amplificacdo e analise dos produtos. Todos os reagentes
utilizados nas reagdes de PCR foram misturados em um unico microtubo de 1,5 mi
~ (mistura de reagdo) para garantir a homogeneidade das reagﬁes. O volume de cada
reagente utilizado foi multiplicado pelo numero de amostras que foram utilizadas na
reagdo. Em cada reacdo de PCR foi usado como controle negativo um microtubo
contendo agua no lugar do DNA gendémico.

Os produtos de amplificag@o foram visualizados através de eletroforese em
gel de agarose 2,0% para a PCR Multiplex e 2,8% para a PCR-RFLP. Os géis foram
analisados em transluminador de luz ultravioleta e ddcumentados em sistema de
captag@o de imagens pelo software “Digi doc-it”.

o AMPLIFICAGCAO DOS GENES GSTM7 E GSTT1 POR PCR MULTIPLEX

A reacio de co-amplificacdo em cadeia foi realizada baseada no protocolo
para PCR Multiplex de ABDEL-RAHMAN et al. (1996) nas seguintes condigGes:
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> 2,5 ul de tampéo da enzima (20 mM de tris-HCI pH 8,4; 50 mM de KCI);
> 1,0 ul de MgCl2 (2 mM).
» 1,0 pl de cada iniciador (100 ng/pl): GSTM14,, GSTM1, GSTT14, GSTT1,,
CYP1A14, CYP1AT,
» 0,25 ul de Taq DNA polimerase (5 U);
> 5,0 ul de dNTPs (2 mM) (dATP, dCTP, dTTP, dGTP);
» 5,25 ul de agua ultra-pura estéril.
Em cada microtubo de 0,5 mi, foram pipetados 5 pi do DNA genémico (20
ng/ul) previamente extraido e 20 pl da mistura de reagdo, somando um volume total
de 25 .

Os oligonucleotideos utilizados reacdo de PCR Multiplex estéo apresentados
no quadro abaixo:

QUADRO 1 - Iniciadores para PCR Multiplex dos genes GSTMT e GSTT1 e
CYP1A1 (controle interno)

GENES INICIADORES

GSTM1:
5'GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGCS' e
5GTTGGGCTAAATATACGGTGGS'
CYP1A1:

GSTM1 e GSTT1 5'GAACTGCCACTTCAGCTGTCT3 e
5'CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC3
GSTT1:
5TTCCTTACTGGTCCTCACATCTCS'e

5 TCACCGGATCATGGCCAGCA3'

Os microtubos foram submetidos ao programa apresentado abaixo em um
termociclador (Mastercycler Gradient - Eppendorf):
1 ciclo: 94°C por 5 minutos;
30 ciclos: 94°C por 2 minutos, 59°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto;
1 ciclo: 72°C por 4 minutos;

Apo6s o término da reagdo de PCR, o produto da PCR foi mantido em
geladeira (4°C) até sua utilizag&o.
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Padréo de bandas visualizado ap6s a PCR Multiplex (figura 4): os iniciadores
para o gene CYP1Al amplificam um fragmento constante de 312 pb, o qual é usado
como controle interno da reacdo, excluindo a possibilidade de uma falsa
interpretacdo dos resultados devido a auséncia da reacdo de amplificacdo. O
fragmento de 215 pb é visualizado somente nos casos de individuos que possuam o
gendtipo GSTML1 positivo, e o fragmento de 480 pb apenas nos casos de individuos
gue possuam o gendtipo GSTT1 positivo. A auséncia de amplificagdo GSTM1 (215
pb) ou GSTT1 (480 pb), na presenca de controle interno, indica 0s respectivos

genotipos nulos para cada gene.

FIGURA 4 - Padrdo de bandas dos
polimorfismos GSTM1 e GSTT1 (PCR
Multiplex):

1-Controle Negativo;

2-Marcador de Peso Molecular 50pb;
3-GSTM1 -/ GSTT1 +

4-GSTM1 +/ GSTT1 +

5-GSTM1 -/ GSTT1

6-GSTM1 f1 GSTT1 -

« AMPLIFICACAO DO GENE CYP1E1 - polimorfismo Psfl
O polimorfismo CYP1E1- Pst\ é atribuido uma substituicdo G/C na posicao -
1293, a qual cria um sitio de restricdo para a enzima Psfl, (Watanabe, 2000)
resultando em trés gendtipos diferentes: um selvagem cl/cl, um heterozigoto cl/c2
e um mutante c2/c2.
A reacgdo de PCR do polimorfismo Psfl para o gene CYP2E1 foi baseada em
KATO et al (1992) modificado, nas seguintes condigdes:
> 5,0 | de tampédo de PCR 10X: 200 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 500 mM de
HCI 10X concentrado;
> 15|l (1,5 mM) de MgCh;
> 0,5 pl (20 mM) de dNTPs;
> 1,0\ (25 pmol) dos iniciadores (Quadro 2).
> 2,5 Ude Taqg polymerase
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> Adicionar 4gua ultra-pura para completar o volume de 50 |il;

QUADRO 2 - Iniciadores para PCR do gene CYP2EL - Pst\

CYP2EL (Pst\) sense (5 -CCAGTCGAGTCTACATTGTCA-3)

anti-sense (5 -TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-3")

Os microtubos foram submetidos ao programa apresentado abaixo em um

termociclador (Mastercycler Gradient - Eppendorf):

1 ciclo: 95°C/1 min;

25 ciclos: 95°C por 20 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 40 segundos;
1 ciclo: 72°C por 4 minutos;

Apds o término da reacdo o produto da PCR foi mantido em geladeira (4°C)
até a clivagem. A digestdo enzimatica foi realizada com a utilizacdo da enzima de
restricdo Pst\ com base no seguinte protocolo:

> 20 @ do produto de PCR,;

> 3 U da enzima de restrigdo Psfl;

> 3,0 |il de tamp&o: 50 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM de MgCI2, 10X
concentrado.

Os produtos de PCR foram digeridos por cerca de 15 horas a 37° C.

Padréo de bandas visualizado apdos a PCR-RFLP (Figura 5): o gendtipo
homozigoto selvagem (cl/cl) ndo apresenta sitio de restricAdo para a enzima Pst\ e
origina um fragmento né&o clivado de 410 pb; o gendétipo homozigoto mutante (c2/c2)
é clivado pela enzima Psfl originando duas bandas: uma de 290pb e outra de 120pb;
0 gendtipo heterozigoto (cl/c2) corresponde as trés bandas de 410, 290 e 120 pb:

FIGURA 5 - Padrdo de bandas do polimorfismo
CYP2E1-Pst\:

1-Marcador de Peso Molecular 50pb;
2-Homozigoto selvagem (cl1/cl);

3-Homozigoto selvagem (cl/cl);

4-Heterozigoto (cl/c2);

5-Heterozigoto (cl/c2);

6-Homozigoto selvagem (c2/c2).
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e AMPLIFICACAO DO GENE CYP17 - polimorfismo MspA1
O polimorfismo CYP17-MspA1 é atribuido a uma substituicdo T—>C no

nucleotideo 27 na extremidade 5° da regido promotora ndo traduzida, a qual cria um
sitio de restricdo para a enzima MspA1 (KRISTENSEN et al.,1999), resUItando em
trés genétipos diferentes: um selvagém A1/A1, um heterozigoto A1/A2 e um mutante
A2/A2.

Para a analise deste polimorfismo as reagdes de PCR foram feitas com base
no protocolo de MCKEAN-COWDIN et al. (2001), nas seguintes condi¢des:

» 50 ng de DNA gendmico;

50 pmol de cada iniciador (Quadro 3);
1,5 mM de MgCl;
Tampé&o de reagéo 1X;
100 M de dNTPs;
1U da enzima taqg DNA polimerase.

vV V. V Vv V

QUADRO 3 - Iniciadores para PCR do gene CYP17-MspA1

CYP17 (MspA1) . CYP-1 (5"-CATTCGCACTCTGGAGTC-3")

CYP-2 (6"-AGGCTCTTGGGGTACTTG-3")

Os microtubos foram submetidos ao programa apresentado abaixo em um

termociclador (Mastercycler Gradient - Eppendorf):

1 ciclo: 94° C por 5 minutos;

25 ciclos: 94° C por 5 minutos, 57° C por 1 minuto, 72° C por 5 minutos;
1 ciclo: 72°C por 5 minutos;

Apo6s o término da reagao, o produto da PCR foi mantido em geladeira (4°C)
até a clivagem. A digestao enzimatica foi realizada com a utilizagéo da enzima de
restricdo MspA1 com base no seguinte protocolo:

> 15 ul do produto de PCR;
» 1U da Enzima de restricdo MspA1;
» 2U de BSA da mesma enzima;
> Tampao de reagdo 1X;
Os produtos da reagao de PCR foram digeridos por 15 horas a 37° C.
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Padrdo de bandas visualizado apés a PCR-RFLP (Figura 6): o genotipo
homozigoto selvagem (A1/Al) ndo apresenta sitio de restricdo para a enzima MspM
e origina um fragmento ndo clivado de 383 pb; o gendtipo homozigoto mutante
(A2/A2) é clivado pela enzima MspALl originando duas bandas: uma de 248pb e
outra de 135pb; o gendtipo heterozigoto (A1/A2) corresponde as trés bandas de 383,
248 e 135 ph:

FIGURA 6 - Padrédo de bandas do polimorfismo
CYP17-MspM:

1-Marcador de Peso Molecular 50pb;
2-Homozigoto selvagem (A1l/Al);

3-Heterozigoto (A1/A2);

383pb . .
mm mm 4-Homozigoto mutante (A2/A2);

246pb 5-Homozigoto selvagem (A1/A1).

135pb
o’ __ Hmtiic

4.4, ANALISE DOS DADOS

As frequéncias genotipicas observadas foram comparadas por teste do qui-
guadrado, com o0 objetivo de verificar se 0s genoétipos obtidos se distribuiam
igualmente em pacientes e controles.

Para os genes CYP2E1l e CYP1l7, foram comparadas as frequéncias
genotipicas observadas de pacientes e controles com as frequéncias esperadas, de
acordo com o Teorema de Hardy-Weinberg.

Para analisar a associacdo entre as variantes polimorficas estudadas e o
cancer de mama, foram comparadas as frequéncias dos genétipos de risco dos
genes GSTM1, GSTT1, CYP2E1l e CYP17 de individuos portadores de céancer de
mama com as de individuos controles, através do teste de risco relativo (ODDS
RATIO) com intervalo de confianga 95%.
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Os diferentes fatores de risco, como a idade da menarca, idade da
menopausa, tempo de uso de pilula anticoncepcional (exposi¢cdo exdégena ao
estrogénio), tempo decorrido entre a menarca e a menopausa (exposi¢cao endégena
ao estrogénio), niumero de filhos e idade da primeira gravidez, foram analisados
através de testes de Student (f) entre pacientes e controles com os genoétipos
considerados de risco e entre pacientes com diferentes genétipos.

Os parametros histopatolégicos das pacientes (grau histolégico dos
carcinomas, envolvimento de linfonodos regionais e tamanho do tumor) foram

comparados entre os diferentes genétipos através do teste do qui-quadrado e teste {.
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5. RESULTADOS
5.1. FREQUENCIAS GENOTIPICAS

A média de idade calculada para pacientes foi de 57,391—_14,01 e para os
controles foi 56,01+13,94, sendo que ndo houve diferengca estatisticamente
significativa ehtre as médias (=0,68, P>0,50). Em relacdo a etnia, 97% das
pacientes e dos controles foram individuos caucasoides e 3% asiaticos.

No caso do gene GSTM1, 45 pacientes apresentaram o genédtipo GSTM17-
positivo (frequéncia +/+ e +/- = 0,47) e 50 o gendtipo GSTM1-nulo (freqiiéncia -/- =
0,53). Nos controles foram observadas 44 mulheres GSTM1-positivo (frequéncia +/+
e +/- = 0,46) e 51 GSTT1-nulo (frequéncia -/- = 0,54) sendo que nao houve diferenga
estatisticamente significante na distribuicdo das frequéncias genotipicas nos
pacientes e nos controles (X21 =0,021; P>0,80).

Para o gene GSTT1, as freqiéncias genotipicas observadas nas pacientes
foram de 0,67 para o genétipo GSTT71-positivo (+/+ e +/-) e 0,33 para o gendtipo
GSTT1-nulo (-). Nos controles a frequiéncia do gendtipo GSTT1-positivo foi 0,70 e
do GSTT1-nulo foi 0,30, sendo que ndo houve diferenca estatisticamente significante
na distribuicdo das frequéncias genotipicas nos pacientes e nos controles (% =
0,221; P>0,50). Assumindo como pressuposto que o carater sob estudo esteja em
equilibrio de Hardy-Weinberg é possivel estimar a frequéncia de heterozigotos dos
genes GSTT1 e GSTT1. Para o gene GSTT1 a frequéncia estimada de
heterozigotos foi de 0,40 nas pacientes e 0,39 nos controles; para o GST71 a
frequéncia de heterozigotos estimada foi de 0,50 em pacientes e 0,48 nos controles.

Para o gene CYP2E1-Pstl, foram encontradas 59 (89%) pacientes com o
genétipo homozigoto selvagem (c1/c1) e 7 (11%) com o gendtipo heterozigoto
(c1/c2). As frequéncias alélicas encontradas nas pacientes foram de 0,945 para o
alelo selvagem e 0,055 para o alelo mutante. Entre os controles, foram encontradas
58 (88%) mulheres com o gendtipo homozigoto selvagem e 8 (12%) heterozigotas.
As frequéncias alélicas dos controles foram 0,94 para o alelo selvagem e 0,06 para o
alelo mutante. Tanto nas pacientes quanto nas controles nado foram encontrados
individuos homozigotos mutantes (c2/c2). N&o houve diferenga estatisticamente
significativa na distribuicdo das freqiiéncias genotipicas nos pacientes e nos
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controles (%, = 0,075; P>0,70). As frequéncias genotipicas mostraram-se de acordo
com o Teorema de Hardy-Weinberg tanto nos pacientes (x% = 0,20; P>0,50) quanto
nos controles (x%; = 0,28; P>0,50).

Em relacdo ao gene CYP17-MspA1, foram encontradas 33 (35%) pacientes
com o gendtipo homozigoto selvagem (A1/A1), 56 (59%) com o genodtipo
heterozigoto (A1/A2) e 6 (6%) com o genbtipo homozigoto mutante (A2/A2). As
freqUéncias alélicas encontradas nas pacientes foram de 0,641 para o alelo
selvagem e 0,359 para o alelo mutante. Entre os controles, foram encontradas 39
(41%) mulheres com o genétipo homozigoto selvagem, 46 (48%) heterozigotas e 10
(11%) homozigotas mutantes. As frequéncias alélicas dos controles foram 0,653
para o alelo selvagem e 0,347 para o alelo mutante. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa na distribuicdo das frequéncias genotipicas nos
pacientes e nos controles (x% = 2,48, P>0,20). As frequéncias genotipicas
mostraram-se de acordo com o Teorema de Hardy-Weinberg nos controles (x% =

0,44; P>0,50), porém n&o entre as pacientes (x?1=7,57; P<0,05).
5.2. ESTUDO DE ASSOCIACAQO

Para o estudo de associag@o, pacientes e controles foram comparadas
quanto a presenca ou auséncia do gendtipo considerado de risco dos quatros genes
(GSTM1-, GSTT1-, CYP2E1-Pstl c1/c2 e CYP17-MspA1 A1/A2 + A2/A2). N&o foram
encontradas associa¢des entre a presenca do gendétipo de risco e a suscetibilidade
ao cancer de mama para nenhum dos genes estudados. Os valores do risco relativo
calculado para os polimorfismos foram: GSTM7 - OR = 0,96 (IC 95% = 0,54-1,69) e
GSTT1 - OR = 1,16 (IC 95% = 0,76-2,14) (ver grafico1), CYP2E1-Psti - OR = 0,86
(IC 95% = 0,29- 2,563) e CYP17-MspA1 - OR = 1,31 (IC 95% = 0,73-2,36) (ver grafico
2).
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GRAFICO 1- Estudo de Associac¢do - GSTM1 e GSTT1

Estudo de Associacao - GSTM1 eGSTTI
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Avaliacdo de risco relativo entre pacientes e controles: GSTM1 - OR = 0,96
(IC 95% = 0,54-1,69) e GSTT1 - OR = 1,16 (IC 95% = 0,76-2,14).

GRAFICO 2 - Estudo de Associagido - CYP2E1 e CYP17

Estudo de Associacédo - CYP2EL1 e CYP17
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Avaliacdo de risco relativo entre pacientes e controles: CYP2E1-Pstt - OR =
0,86 (IC 95% = 0,29- 2,53) e CYPIY-MspA~l - OR = 1,31 (IC 95% = 0,73-
2,36).



Ao calcular as razbes de probabilidade considerando os genétipos de risco

em conjunto, também nao foram encontradas associa¢des com o risco de cancer de

mama: mulheres com dois genoétipos considerados de risco OR = 1,26 (IC 95%
0,66-2,42) e mulheres com trés ou quatro gendtipos considerados de risco OR
1,32 (IC 95% = 0,55-3,18) (ver grafico 3).

GRAFICO 3 - Estudo de Associacgio - Genotipos de risco avaliados em conjunto
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Avaliacdo de risco relativo entre pacientes e controles: dois gendétipos de
risco OR = 1,26 (IC 95% = 0,66-2,42) e trés ou quatro genoétipos de risco OR
= 1,32 (IC 95% = 0,55-3,18).

5.3.  ANALISE DOS FATORES DE RISCO

Pacientes e controles foram comparados em relagéo a seis fatores de risco:

idade da menarca, idade da menopausa, exposi¢cdo enddgena ao estrogénio (idade

da menopausa - idade da menarca), tempo de uso de anticoncepcional, nUmero de

filhos e idade da primeira gravidez. Os resultados estdo apresentados na Tabela 2:



TABELA 2 — Fatores de Risco — Média de Pacientes e Controles
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EXPOSICAO - NUMERO DE IDADE 1°
PXC MENARCA MENOPAUSA ) ¢ PiLULA
ENDOGENA FILHOS GRAVIDEZ

P(83) [ C(53) P(69)—l C(44) P(61ﬂ C(44) | P(30) LC(22) P(84)J C(46) | P(48) r0(35)
Madia | 1311 1332 4881 4791 3572 3454 895 6,30 2,20 291 2447 22,49

+178 +160 +4,31 +5,06 +470 +5,23 +8,19 +7,28 +1,74 +213 +5,10 +4.35
Teste

t=070; P>040 t=1,01;P>0,30 ¢=1,21;P>020 t=120;P>020 ¢=205;P<005 t=184,P>005

t

P = pacientes; C = controles; (n) = nimero de individuos.

Dos fatores de risco analisados, apenas o numero de filhos apresentou uma

diferenca estatisticamente significativa entre pacientes e controles.

Os fatores de risco foram também analisados para pacientes e controies
portadoras dos genétipos considerados de risco (GSTM1-, GSTT1- e CYP17-MspA1
A1/A2 + A2/A2) e os resultados estdo apresentados nas tabelas 3, 4 e 5,

respectivamente.

TABELA 3 — Média dos fatores de risco em mulheres com genétipo GSTM1-nulo

EXPOSICAO . NUMERO DE IDADE 1°
GSTM1 MENARCA MENOPAUSA " PILULA
ENDOGENA FILHOS GRAVIDEZ
P(43) C(28) P(38) C(24) P(33) C(24) P(17) c(12) P(45) C(25) P(23) c(7
Médi 12,98 13,21 49,47 47,67 36,03 34,50 6,53 7,39 218 2,44 2465 22,65
a
l +1,81 +1,20  +3,79 +507 +427 50 +772 #1139 #1181 +2,10 +463 4485
Testet | t'=0,67<tc=2,02 ¢=160;P>0,10 t=146,P>0,10 ¢=031<tc=206 (=055 P>0,50 ¢=1,33;P>0,10

P = pacientes; C = controles; (n) = nimero de individuos.

Nao foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre pacientes

e controles com o genétipo GSTM7-nulo para nenhum dos fatores de risco

analisados.
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TABELA 4 — Média dos fatores de risco em mulheres com gendtipo GSTT 1-nulo

EXPOSICAO - NUMERO DE IDADE 1°

GSTT1{ MENARCA MENOPAUSA PiLULA
ENDOGENA FILHOS GRAVIDEZ
Py | ci3) | PN | cuny | P9y | cit) | PO | c6) | PR | c12 | PAT) | €O
media | 1270 1308 s052 4727 37,05 3418 1467 275 255 383 2218 21,33

a

+1,51  +1,44 +412 +458 +468 +424 +886 +160 +224 +170 +38  +335
Testet | t=074;P>040 ¢=2,041P<005 t=167,P>0,10 =394>¢c=23 t=177,P>0,05 =055 P>050

P = pacientes; C = controles; (n) = numero de individuos.

Para o genétipo GSTT7-nulo, a média de idade da menopausa e a média do

tempo de uso de pilula anticoncepcional apresentaram diferengas estaticamente

significantes entre pacientes e controles. Os demais parametros ndo diferiram

estatisticamente.

de filhos apresentou diferenga estatisticamente significativa.

Para o gendtipo CYP17-MspA1 A1/A2 e A2/A2 apenas a média do numero

TABELA 5 — Média dos fatores de ri'scﬁo em mulheres com gendtipo CYP17-MspA1

A1/A2 e A2/IA2
CYP EXPOSIGAO . NOMERO DE IDADE 1°
MENARCA MENOPAUSA g PILULA
17 ENDOGENA FILHOS GRAVIDEZ
P(52) 1 c(31) | PE39) I cd) | Paay | c@3) | PuD T cis) | P2 | c@n | P3) i c(19)
weqia | 120 1322 4859 4726 3568 3404 894 414 188 285 2465 22,21
1a
+1,83 +1,63 +4.18 +4,83 +4.23 +5,08 +8,54 +501 +1,58 2,09 +5,60 +4,26
Teste
t=0,81;P>0,40 t=1,14:P>0,10 =120;P>020 =196<c=219 =237;P<0,06 t= 1,56, P>0,10

i

P = pacientes; C = controles; (n) = nimero de individuos.

Nao foram comparadas as médias dos fatores de risco para mulheres com o

gendtipo de risco do gene CYP2E1 (c1/c2), pois apenas 7 pacientes e 8 controles

apresentaram este genotipo.
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Para analisar a possibilidade de um efeito interativo entre os quatro genes,
as pacientes foram separadas de acordo com o numero de genétipos de risco que
apresentavam, assim, foram estabelecidas trés classes. Py = pelo menos 3
gendtipos selvagens (GSTM1+, GSTT1+, CYP2E1-Pstl cllc1 e CYP17-MspA1
A1/A1), P, = com 2 gendtipos de risco (GSTM1-, GSTT1-, CYP2E1-Pstl c1/c2 e
CYP17-MspA1 A1/A2 e A1/A2), e P3 = com 3 ou 4 genotipos de risco. Foram
‘comparadas as médias dos fatores de risco entre as classes Py e P (tabela 6),
sendo que as médias de idade da menarca e da primeira gravidez apresentaram
resultados estatisticamente significativos. A classe P3; ndo pode ser comparada para

os fatores de risco devido ao pequeno numero amostral.

TABELA 6 — Média dos fatores de risco em pacientes com 3 gendtipos selvagens e 2

gendtipos de risco

Py X EXPOSIGAO ] NUMERO DE IDADE 1°
MENARCA MENOPAUSA . PiLULA
Py ENDOGENA FILHOS GRAVIDEZ

Pi(30) | PA31) | Py26) | P227) | P«(23) | P2(14) | Py(11) | P(11) | Ps(31) | Py(33) | Py(20)  Py(15)

13,70 12,58 48,08 49,26 34,35 36,62 10,04 9,00 2,16 2,18 26,15 22,67

Média
+1,82 +1,82 +4,87 +3 .47 +4,96 +4 15 +7,42 +10,4 +1,28 +2.24 +5,04 +4 50

Teste
t

£=2,40; P<0,05 t=1,02; P>0,30 t=1,44; P>0,10 t=0,27; P>0,70 =004 <fc=2,04 t=212; P<0,05

P, = pacientes com pelo menos 3 genoétipos selvagens; P, = pacientes com 2 genétipos de risco; (n) =
namero de individuos.

5.4. PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

Entre as pacientes, os diferentes genétipos de cada gene estudado também
foram analisados em fungdo da gravidade do estado clinico. Os parédmetros
histopatoldgicos avaliados foram: grau histolégico do carcinoma (I, 1l ou i),
envolvimento de linfonodos regionais (presenga ou auséncia) e tamanho do tumor
(média).

Os resultados da analise do grau histolégico e do envolvimento de

linfonodos estdo apresentados nas tabelas 7 e 8, respectivamente.
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TABELA 7 — Grau histolégico dos carcinomas nos diferentes gendétipos das

pacientes
GSTM1 GSTT1 CYP2E1 CYP17
GRAU A1/A2
+ - + - ci/ct c2/c2 A1/A1 A2IAZ
| 9 9 10 8 13 2 6 12
n 22 32 36 18 30 4 21 33
1] 9 7 13 3 11 1 6 10
Xzz r2=1,39; P>0,50 xzzé 2,54; P>0,20 *2=0,17; P>0,90 r>=0,18; P>0,90

TABELA 8 — Presenca ou auséncia de envolvimento de linfonodos regionais nos

diferentes gendtipos das pacientes

GSTMI GSTT1 CYP2E1 CYP17
A1IA2
+ _ + - clict | c2c2 | AUAT
A2/A2
Presenga 19 24 29 14 27 2 18 25
Auséncia | 21 21 26 16 25 4 13 29
1 ’1=029;P>050 ¥’ =028 P>050 7’ =074P>030 ;= 1,09;P>020

O numero de pacientes com diferentes genétipos distribuiu-se igualmente
nos diferentes graus histologicos e quanto & presenga ou auséncia de envolvimento

de linfonodos regionais.
Os resultados da comparagao entre as médias do tamanho dos tumores nos

gendtipos estudados estdo apresentados na tabela 9 e no gréfico 4.

TABELA 9 — Média do tamanho dos tumores de pacientes com diferentes genétipos

GSTM1 GSTT1 CYP2E1 CYP17
(35 (43) (52) (26) 1/c1 (46) | c2/c2 (6) ATAT AtIA2
+ - + - cil/c C2/C.
) 24) | A2A2(49)
Média | 3334 3702 34,79 36,54 3513 25 37,29 35,08
(mm) | +1554 +17.36 #1712  +15,16 +17,85 +629  +16,30  +17,05
Tefte t= 0,98 P>0,30 t=0,44: P>0.60 t'=275>tc=228 t= 0,53 P>0,50

(m



GRAFICO 4 - Média do Tamanho dos Tumores
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gendtipo de risco (em milimetros).
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Estes mesmo pardmetros histopatoldégicos foram comparados entre

pacientes com diferentes numeros de gendtipos de risco, seguindo as classes

estabelecidas previamente: Pi = pelo menos 3 genoétipos selvagens

P2 = 2

gendtipos de risco, e Pj = 3 ou 4 genétipos de risco. Os resultados estdo

apresentados nas tabelas 10, 11 e 12.

TABELA 10 - Avaliacdo do numero de genoétipos de risco em relacdo ao grau

histolégico dos tumores

GRAU Pi P2 P3
1 5 6 4
I 18 21 8
1l 8 6 1

X24=2,73; P>0,50

P-i = pelo menos 3 gendtipos selvagens; P2= 2 gendtipos de
risco; P3= 3 ou 4 gendtipos de risco.
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TABELA 11 — Avaliagdo do numero de gendtipos de risco em relagdo ao

envolvimento de linfonodos regionais

P4 P2 P3
Presenga 18 18
Auséncia 13 13
2 v*,=3,22; P>0,05

P, = pelo menos 3 gendtipos selvagens; P, = 2 gen6étipos de
risco; P; = 3 ou 4 genétipos de risco.

TABELA 12 — Avaliacdo do nimero de genétipos de risco em relagdo a media do

tamanho dos tumores

P2 (26) P41 ( 30) P3(13) P4 {30) P2 (26) P3(13)
Média 38,60 36,73 31,31 36,73 38,60 31,31
+16,46 +18,01 +16,48 +18,01 +16,46 +16,48
t=0,41; P>0,60 t=0,91; P>0,30 t=1,33; P>0,10

Teste t

= pelo‘ menos 3 gendtipos selvagens; P, = 2 gendtipos de risco; P3 =3
ou 4 gendtipos de risco.

O grau histolégico do carcinoma e a presenga ou auséncia do envolvimento

de linfonodos apresentaram-se igualmente distribuidos entre as trés classes de

pacientes. A média do tamanho dos tumores também ndo apresentou diferencas

estatisticas entre as classes.
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6. DISCUSSAO

A identificagdo de alteragdes genéticas envolvidas na progressao do cancer
tem fornecido uma variedade de marcadores moleculares e testes que podem
redefinir os critérios para o diagnostico desta doenga e prover novos parametros
para a detecgdo precoce, de fundamental importancia por possibilitar um melhor
procedimento terapéutico (SIDRANSKY, 1997).

O estudo de polimorfismos de genes de suscetibilidade ao cancer de mama
e a avaliagdo da influéncia de diversos fatores ambientais, tém contribuido para um
melhor entendimento dos mecanismos da doenca. Muitos fatores reprodutivos s&o
conhecidos por modular o desenvolvimento do cancer de mama: o namero de fithos,
a idade da menarca, da menopausa e da primeira gravidez, que influenciam
diretamente no tempo de exposi¢cdo da mulher ao estrogénio endégeno, bem como o
uso de contraceptivos orais e 0s tratamentos de reposi¢gdo hormonal, que aumentam
a exposi¢do ao estrogénio exégeno. O estudo destes fatores de risco e a analise
molecular de polimorfismos Em resposta a: enzimas envolvidas na ativagédo e
detoxificacdo de carcindégenos, podem fornecer dados importantes para avaliagao do
risco de desenvolvimento da doenga.

Neste estudo analisamos os polimorfismos dos genes do biometabolismo
GSTM1, GSTT1, CYP2E1 e CYP17, em um grupo de 95 pacientes com cancer de
mama esporadico e 95 controles, pareados por idade (+ 5anos) e grupo étnico. A
selecdo destes genes, em especial das delegdes nos genes GSTM1 e GSTT1 e dos
polimorfismos CYP2E1-Pstl e CYP17-MspA1, deve-se ao fato deles ja terem sido
relacionados a outros tipos de canceres e também por serem genes que participam
da via metabdlica do estrogénio e de outros carcinégenos importantes, podendo
assim influenciar a predisposi¢éo individual ou de grupos populacionais ao cancer
de mama.

As frequéncias genotu’pic_;as encontradas para o gene GSTM1 nao diferiram
estatisticamente entre pacientes e controles (x°1=0,021; P>0,80) e foram similares
as frequéncias descritas na literatura para populagbes caucasoéides. A frequéncia
encontrada do gendtipo GSTM7-nulo em nosso estudo foi de 53% nas pacientes e
54% nos controles. GATTAS E SOARES-VIEIRA (2000) analisando populagdes
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caucasotides do Sudeste do Brasil descreveram que o gene GSTM1 encontra-se
ausente em 55 a 60,2% dos individuos.

Para o gene GSTT71, também nao houve diferenga estatisticamente
significante na distribuicdo das frequéncias genotipicas nos pacientes e nos
controles (3x%=0,221; P>0,50) e a frequéncia encontrada para a deleg&o deste gene
(33% nas pacientes e 30% nos controles) € maior do que a frequéncia de 23,1%
encontrada em uma populagdo brasileira dos estados de S&o Paulo e da Bahia
(GATTAS, 2004). NELSON (1995) descreveu uma grande variagéo da freqi]éncia do
gendtipo GSTT1-nulo entre diferentes etnias: Chineses (64,4%), Coreanos (60,2%),
Americanos Afro-descendentes (21,8%) e Caucasodides (20,4%).

Para os genes GSTM1 e GSTT1, foi utilizada uma técnica que nao permite a
identificagdo dos heterozigotos, portanto ndo ha possibilidade de obter-se por
contagem direta a frequéncia de heterozigotos que constituem a amostra. No
entanto, ha possibilidade de estimar a frequéncia dos mesmos, desde que
assumamos como pressuposto que o carater sob estudo esteja em equilibrio de
Hardy-Weinberg. Para o gene GSTM1 a frequéncia estimada de heterozigotos foi de
0,40 nas pacientes e 0,39 nos controles; para o GSTT1 a frequéncia de
heterozigotos estimada foi de 0,50 em pacientes e 0,48 nos controles. A obtengao
desta estimativa é importante por permitir uma avaliagdo mais precisa da dinamica
génica na populacdo estudada.

Para o gene CYP2E1-Pstl, as frequénciaé genotipicas mostraram-se de
acordo com o Teorema de Hardy-Weinberg tanto nos pacientes (x%1=0,20; P>b,50)
quanto nos controles (x%=0,28;, P>0,50) e se distribuiram igualmente entre
‘pacientes e controles (x21=0,075; P>0,70). A frequéncia do alelo mutante encontrada
em pacientes e controles (5,5% e 6%) € similar a encontrada por ROSSINI (2006)
em uma populac¢éo do Rio de Janeiro (5%).

Em relacgdo ao gene CYP17-MspA1, também n&o houve diferenca
significativa na distribuicdo das frequéncias genotipicas nos pacientes e contlzoles
(x%=2,48; P>0,20) e as frequéncias genotipicas mostraram-se de acordo com o
Teorema de Hardy-Weinberg apenas nos controles (x*1=0,44; P>0,50), mas n&o

entre as pacientes (x%=7,57, P<0,05), o que provavelmente ocorreu devido ao
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tamanho amostral e impossibilita realizar comparagdées destes dados com outros
descritos na literatura.

O estudo de associagao nao demonstrou resultados significativos entre os
gendtipos estudados e a susceptibilidade ao cancer de mama. Para o gene GSTM1,
o resultado encontrado foi OR = 1,04 (IC 95% = 0,59-1,85). Em outros estudos com
populagcdes caucasdides o genodtipo nulo também n&o foi associado ao
desenvolvimento de cancer de mama: MILLIKAN et al. (2000) (OR = 0,9; IC 95% =
0,7-1,2) e AMORIM et al. (2002) (OR = 0,64; IC 95% = 0,36-1,13). O estudo recente
de VAN DER HEL et al. (2005) também n&o encontrou associacdo do gendtipo
GSTM1-nulo com o cancer de mama (OR = 1,14; IC 95% = 0,93-1 ,42).

Entretanto, alguns autores descreveram associagdes deste gendtipo e o
cancer de mama. HELZLSOUER et al. (1998) e CHARRIER et al. (1999)
encontraram um maior risco de desenvolvimento da doenga em mulheres
caucasdides em pds-menopausa com gendtipo GSTM71-nulo (OR = 2,50; IC 95% =
1,34-465 e OR = 1,99; IC 95% = 1,19-3,32, respectivamente). Apesar desses
resuitados, ROODI et al. (2004) encontraram um efeito protetor desta delegao.

Quanto ao gene GSTT71, também nao encontramos associagdo com O
cancer de mama: OR = 1,33 (IC 95% = 0,73-2,43), resultado 'similar ao encontrado
por AMORIM et al. (2002) (OR = 0,70; IC 95% = 0,35-1,39). BAILEY et al. (1998)
analisaram outros genes além do GS7771, mas ndo encontraram associagdo deles
separadamente ou combinados com o cancer de mama em uma populagao
caucasbide. MATHESON et al. (2002) encontraram o genotipo nulo associado com o
cancer de mama em mulheres em pré-menopausa (OR = 3,15; IC 95% = 1,7-5,8) e
MITRUNEN et al. (2001) também observaram esta tendéncia, porém sem
significancia estatistica. Recentemente, VAN DER HEL et al. (2005) descreveram a
associagao do GSTT1-nulo com o cancer de mama em mulheres holandesas, sendo
que as que apresentaram este genétipo tinham um risco maior (OR = 1,30; IC 95% =
1,04-1,64) do que as mulheres com gendtipo GSTT 1-positivo.

O gene CYP2E1 codifica uma das principais enzimas envolvidas no
metabolismo do alcool, por isso diversos estudos procuram verificar a associagdo de
polimorfismos neste gene com o alcoolismo e diferentes tipos de cancer. CHOI et al.
(2003) realizaram um estudo tipo caso-controle em pacientes com cancer de mama

e encontraram um aumento de risco para mulheres consumidoras de alcool que
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apresentavam o alelo c2 em relagdo a mulheres que ndo consumiam alcool e
apresentavam o gendtipo selvagem (OR = 1,9; 95% C! = 0.99-3.83) (P = 0.043). Em
nosso estudo. ndo encontramos associacdo do alelo mutante c2 com o cancer de
mama : OR = 0,86 (IC 95% = 0,29- 2,53), entretanto ndo avaliamos o efeito da
ingestao de alcool em conjunto com o genétipo de risco, 0 que poderia ser relevante
para este gene.

Para o polimorfismo CYP77-MspA1, nossos resultados - OR = 1,31 (IC 95%
=0,73-2,36) - estao de acordo com dados de outros estudos. DUNNING et al. 21998)
realizaram um estudo caso-controle envolvendo grande numero de individuos
ingleses (835 casos e 591 controles) e ndo encontraram associagdo com o risco de
cancer de mama (OR=1,10; IC 95%=0,89-1,37) nos portadores do alelo mutante,
nem associagdo entre o gendtipo e idade da menarca. HAIMAN et al. (1999),
analisando 463 portadoras de cancer de mama e 618 controles, ndo encontraram
associacdo entre a presenga do alelo A2 e o risco de cancer (OR=0,85; IC
95%=0,65-1,12) ou com a presenga desta doenca em grau avancado (OR=0,84; IC
"~ 95%=0,54-1,32). Por outro lado, FEIGELSON et al. (1998) descreveram que
mulheres portadoras do alelo A2, por terem um maior nivel hormonal circulante,
teriam um maior risco de desenvolvimento de cancer de mama e BERGMAN-
JUNGESTROM et al. (1999) encontraram associagdo positiva entre este
polimorfismo e o risco de cancer de mama em mulheres abaixo dos 37 anos de
idade (OR=2,0; IC 95%=1,1-3,5).

Muitos estudos analisam a combinagido de diferentes genes e seus
gendtipos considerados de risco, com o objetivo de analisar o efeito interativo dos
genes. Em nossa avaliagdo de risco relativo obtida com os genétipos combinados,
ndo encontramos resultados significativos: mulheres com dois genétipos
considerados de risco OR = 1,26 (IC 95% = 0,66-2,42) e mulheres com trés ou
quatro gendtipos considerados de risco OR = 1,32 (IC 95% = 0,55-3,18).

HELZLSOUER et al. (1998) encontraram um maior risco de desenvolvimento
de cancer de mama associado com 0 aumento do numero de gendtipos
considerados de risco dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 (OR = 3,77, IC 95% =
1,10-12,88). PARK et al. (2000) também encontraram um maior risco associado aos
gendtipos GSTM1-nulo e GSTT1-nulo (OR = 2,2; IC 95% = 1,14,5).
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Um estudo recente, realizado em 2006 por RESZKA e colaboradores,
analisou os efeitos da interacdo entre os genes GSTM71 e CYP2E1. Para o
polimorfismo CYP2E 1-Pstl analisado isoladamente, foi encontrado um efeito protetor
do alelo mutante c2 (OR =0,24, 95% CIl=0,08-0,74). Entretanto, quando os
genétipos foram avaliados em conjunto foi encontrado um maior risco de
desenvolver cancer de mama para individuos com os dois genétipos de risco
(GSTM1-e CYP2E1 c2/c2) (OR = 3,50, 95% CI = 1,01-16,55).

Como pode ser observado, muitos estudos tipo caso-controle apresentam
resultados controversos, devido principalmente ao pequeno tamanho amostral. Além
disso, sabe-se que as frequéncias alélicas dos genes do biometabolismo diferem
substanciaimente em diferentes etnias e/ou regides geograficas especificas, o que
contribui para uma menor consisténcia dos resultados descritos.

O fato de que muitas enzimas podem participar da via de detoxificacdo de
um mesmo carcindégeno, € outro fator que contribui para a dificuldade em se
determinar a influéncia dos polimorfismos em genes do biometabolismo na
suscetibilidade ao cancer. COMSTOCK (1993) realizou um estudo das isoformas
das enzimas da familia GSTM, e constatou que elas apresentavam uma grande
homologia, por exemplo, para a enzima GSTM4 o indice de similaridade da
sequéncia de aminoacidos é de 87% com a GSTM1, 83% com a GSTM2 e 70% com
a GSTM3. Além desta similaridade estrutural, observa-se uma sobreposi¢do de
substratos, de maneira que a deficiéncia em uma isoenzima GST pode ser
compensada por outras isoformas. Por estes motivos, seria necessaria uma
detefminag;éo de todos os genodtipos GST para uma interpretagéo confiavel do papel
desta familia de enzimas no desenvolvimento do cancer.

Para analisar a influéncia da exposicdo ao estrogénic com o céncer de
mama, pacientes e controles foram comparados em relagdo a seis fatores de risco
que modificam a taxa de exposicdo da mulher a este horménio (idade da menarca,
idade da menopausa, tempo entre a menarca € a menopausa, uso de pilulas
anticoncepcionais, numero de filhos e idade da primeira gravidez). Na comparagao
entre pacientes e controles, o numero de filhos apresentou um resultado
estatisticamente significante (f=2,05;P<0,05), indicando que um maior numero de
filhos pode ter um efeito protetor para o cancer de mama. Um estudo publicado em
2002 pelo Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer demonstrou
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que ter pelo menos um filho diminui o risco de desenvolver cancer de mama em
relacdo a mulheres sem filhos, e este efeito protetor aumenta com o numero de
filhos.

Os fatores de risco também foram comparados entre pacientes e controles
com os genotipos considerados de risco e os resultados estatisticamente
significantes foram: idade da menopausa (t=2,041; P<0,05) e uso de pilula (t'=3,94 >
tc=2,32) para o genétipo GSTT1-nulo e o numero de filhos para o genétipo CYP17-
MspA1 A1/A2 e A2/A2 (t=2,31; P<0,05). Para analisar uma possivel interagao entre
0s gendtipos, as pacientes foram comparadas de acordo com o numero de
genotipos de risco que apresentavam, e a idade da menarca (t= 2,40, P<0,05) e a
idade da primeira gravidez (t=2,12; P<0,05) diferiram estatisticamente entre
pacientes com pelo menos trés genétipos selvagens e pacientes com dois genotipos
de risco.

Os demais fatores de risco nao apresentaram diferencgas significativas entre
pacientes e controles e sugerem que, no nosso estudo, estes parametros ndo foram
relevantes paré o desenvolvimento do céncer mamario. No entanto, diversos
estudos ja& demonstraram associagdo entre estes fatores e o risco de desenvolver
cancer de mama. Em relagcdo a exposicdo endbégena ao estrogénio, um ano de
atraso da primeira menarca esta associado com uma redugcdo de 5% no risco de
desenvolver cancer de mama durante a vida, e cada ano de atraso para o inicio da
menopausa esta associado a um aumento de 3% no risco (TRAVIS e KEY, 2003).
Para a exposi¢cao exégena devido ao uso de contraceptivos orais, uma meta analise
de 54 estudos realizada em 1996 encontrou um pequeno aumento de risco em
mulheres que utilizavam contréceptivos orais (OR= 1,24; IC 95%=1,15-1,33)
(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1996).

Para o nosso estudo, deve-se considerar que algumas pacientes e controles
nao responderam completamente as informagdes clinicas nos questionarios,
determinando que, para alguns pard@metros, o tamanho amostral ficasse ainda mais
reduzido e, portanto, que nossos resultados sejam interpretados com cautela.

-Na avaliagdo do grau histolégico dos carcinomas e do envolvimento de
linfonodos regionais, os testes de qui-quadrado ndo apresentaram resultados
estatisticamente significativos (tanto na andlise de cada gene individualmente quanto
na analise dos quatro genes em conjunto), indicando que os diferentes graus
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histolégicos (I, I e |ll) distribuem-se igualmente nos diferentes gendtipos
considerados de risco, 0 mesmo acontecendo com a presenca ou auséncia de
metastases em linfonodos regionais. A comparacdo da média do tamanho dos
tumores apresentou um reéultado estatisticamente significante (t =2,75>tc =2,28)
para o polimorfismo CYP2E1-Pstl, o que pode ter ocorrido devido ao pequeno
numero de individuos portadores do alelo mutante (n=6).

A Como se pode observar no desenvolvimento deste trabalho, os resultados
sobre a associagdo dos genes estudados e o risco de desenvoivimento de cancer de
mama sdo em geral controversos. Este fato pode ser devido a fatores biolégicos,
como as diferentes distribuicbes génicas em diferentes etnias, a desequilibrios de
ligacdo (PHAROAH et al., 2004), a exposi¢ao a fatores ambientais (DUNNING et al.,
1999) e também devido a diferentes metodologias utilizadas em cada estudo.

Deve-se considerar nestes estudos do tipo caso-controle, a possibilidad{e de
se obter resultados falso-positivos ao acaso (erro tipo |) e falso-negativos devido a
falta de poder estatistico (ero tipo 1) em amostras de tamanho reduzido
(LOCHMUELLER et al., 2003). Segundo PHAROAH et al. (2004), uma amostra de
1000 pacientes e 1000 controles seria necessaria para detectar um alelo de
susceptibilidade co-dominante, com freqéncia de 0,20 e conferindo um risco relativo
de 1,5. No entanto, a obtencdo 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 nao ideal, obtidas por diferentes grupos de
pesquisa com uma abordagem metodolégica semelhante, se analisados em
conjunfo, podem fornecer informagdes valiosas nos estudos de associagao.

Além disso, sabe-se também que os genes do biometabolismo ndo agem
isoladamente e a avaliagdo de ‘multiplos genes interagindo entre si e com a
exposicao aos carcinégenos pode ser necessaria para compreender a verdadeira
relagdo entre o polimorfismo estudado e o desenvolvimento do cancer de mama.

Nossos resultados sugerem que, apesar dos genes estudados estarem
envolvidos no biometabolismo do estrogénio e de outros carcindgenos importantes,
podem n&o contribuir de forma isolada para o risco de desenvolvimento do cancer de
mama. No entanto, os mesmos podem ser relevantes na carcinogénese mamaria
humana, se analisados em uma atuagao conjunta com outros genes ndo abordados

neste estudo.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho héo demonstram, em sua maioria,
associacao positiva ou negativa entre os diferentes gendtipos dos genes analisados
e o risco de desenvolver cancer de mama. Também ndo foram observadas
diferengas significativas entre a maioria dos fatores de risco (idade da menarca,
idade da menopausa, numero de filhos, tempo médio de exposi¢cdo ao estrogénio
endégeno e uso de pilula anticoncepcional) analisados nas pacientes e nos
controles. Apenas a média do numero de filhos apresentou um resultado
estatisticamente diferente entre pacientes e controles, o que é consistente com os
dados da literatura.

Na analise dos fatores de risco para os diferentes genétipos considerados de
risco, foram encontradas algumas diferencas estatisticamente significativas:

e média de idade da menopausa e uso de pilula dos individuos GSTT1-;

e numero de filhos nos individuos com genoétipo CYP17 A1/A2 e A2/A2;

e idade da menarca e a idade da primeira gravidez entre pacientes com
pelo menos trés gendtipos selvagens e pacientes com dois gendétipos de
risco. ‘

Estes dados corroboram a importancia do metabolismo do estrogénio na

génese do cancer de mama, e a possivel influéncia destes polimorfismos.

N3o se observou diferencas estatisticamente significativas entre os
parametros histopatolégicos avaliados em pacientes com diferentes genétipos
considerados de risco, com exce¢ao da média do tamanho dos tumores para o gene
CYP2E1. Estes resultados sugerem que, na nossa amostra, os diferentes

polimorfismos avaliados n&o influenciam a gravidade do estado clinico.
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ANEXO 1 - QUESTIONARIO PESSOAL

Por favor, leia as questes seguintes cuidadosamente e responda-as da
forma mais completa e precisa possivel. A informagdo que vocé der ndo sera
associada a seu nome em nenhum documento publico, e sera 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 informagdes corretas. Obrigado pelo interesse.

1- Nome:

ultimo primeiro do meio

2- A ser preenchido pelo pesquisador:

Cadigo:
Data: [ 1

Esta folha deve ser destacada do restante do questionério e preenchida pelo
pesquisador. Somente o codigo sera usado como identificagdo para as paginas
subsequentes. Se for necessario espago adicional para complementar a sua
resposta, escreva no verso da pagina e identifique a parte restante da questdo com

seu respectivo numero.



Cédigo n°
HISTORIA PESSOAL

1- Registro hospitalar:
2- Sexo: ()M ()F; Peso atual (kg): ; Altura:
3- A qual grande grupo étnico vocé pertence ?

Negréide ( ) Caucasoide ( ) Asiatico( ) Indigena( ) Qutros ( )
4- ldade:
5- Local de nascimento: Parana ? ( )sim ( )néo

Se n&o: Que regido brasileira ? Norte ( ) Sul { ) Nordeste ( ) Centro-Oeste (
Sudeste ()

6- Qual o seu grau de instrugéo?

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

( ) 2°grau completo ( ) técnico ( ) profissional ( ) superior

Histérico de moradia

7-Qualerao iipo de constru¢ido 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-etemit ( ) sapé ( ) outro (qual?)

Historico de exposicdo relacionado ou nio ao trabalho
9- Qual a atividade profissional que exerceu ou exerce? Ha quanto tempo?

10- Vocé ja se exp0s a alguma destas substéncias abaixo em seu trabalho?
Se SiM, por quanto tempo e ha quanto tempo foi:

Derivados de petr6leo ( )sim ( )nao
(querosene, gasolina, solventes,...)

Tintas/ corantes ( )sim ( )Jnéo
Industrias téxteis ou tecelagem ( ) sim ( )ndo
Praguicidas / Herbicidas ( )sim ( )ndo
Metais pesados (Pb, Ni, Cr,...) ( )sim ( )ndo
Processamento de madeira ( )sim { )néo
Papel ou ceiulose ( )sim ( )ndo
Mineracdo ( )sim ( )néo
Féabrica de sapatos ou curtume ( )sim ( )ndo
Metaltrgica ( )sim ( )ndo
Usina de acticar ou alcool { )sim ( )nédo

Plastico ou borracha ( )sim ( )ndo

50



Qutras substancias quimicas: { )sim ( )nédo
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11- Se SIM para a pergunta acima: Vocé utilizava equipamentos de protecdo individual para trabalhar

com essas substancias quimicas? ( mascaras, luvas, 6culos,...)
a) ( )sim b) ( )ndo

Histérico Tabagista
12- Vocé fuma atualmente? ( )sim ( )nédo
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 ¥2maco

( )de meio a 1 mago

( ) mais de um
{quantos: )

15- Vocé convive/conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que fumam?
a) ( )sim b)( )ndo

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

a) ( ) 0-5 anos. b) ( ) 510 anos. ¢) ( ) mais 10 anos.
18- Que tipo de bebida alcdolica vocé costuma/ costumava consumir ?
a) ( )Destiladas b) ( )N&o-Destilada ¢) ( )Outra

19-Quanto vocé costuma/ costumava beber por semana?
(Ynomaximoumcopo ()de2a5copos ()de6a10 ( )de11a30 ( )maisde 30

mago

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

continuamente?
a) ( ) Sim : b) ( ) Nao

Histérico de Satude

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

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

22- Vocé se submeteu a algum Raio-X?

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

24- Vocé tem ou j& teve as seguintes doengas?
( ) Pressdo alta ( ) Diabetes { ) Tuberculose ( ) Céncer



(localizacao do tumor )

25- Em casos de cancer na familia, qual era o parentesco?

()YPai ()Mae ()Imao ()Fitho () Tio ()Primo ( )Outro

26- Qual era a localizagdo do tumor?

( ) Boca/garganta ( ) Puimdo ( ) Estdbmago ( ) Intestino ( ) Ginecolégico ( ) Mama
( ) Outro (qual?) '

27- Vocé ja teve alguma moléstia venérea?

a) { )sim Qual? b) ( )nao

Histérico hormonal e reprodutivo
28- Idade da primeira menstruagcio (menarcay):

29- Idade da ultima menstruagdo (menopausa):

30- Sua menstruagéo é/era : ( ) regular ( ) imegular
~ 31- Teve abortos espontaneos? ( ) sim Quantos: ( ) néo
32- Tevefilhos? () sim Quantos: ( ) ndo

33- Qual sua idade quando engravidou pela primeira vez?
34- Usou ou usa pilulas anticoncepcionais?

( )sim Porquanto tempo: ( )ndo

Marcadores Tumorais
ERBB2:

TP53:

REP:

Incluir informagoes das amostras do tumor (localiza¢ao, laudo histo-patoldgico):
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO

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

CONSENTIMENTO

Concordo em participar livremente deste estudo, entendo que serei
entrevistado e submetido a uma avaliagdo laboratorial (exame de sangue). E,
entendo que os riscos de minha participa¢do nesta pesquisa s40 minimos. '

Entendo que minha participac&o é inteiramente voluntaria, podendo me recusar a
responder qualquer questdo ou retirar 0 meu consentimento em participar neste

estudo a qualquer hora, sem nenhum prejuizo ac meu tratamento atual ou futuro.

Evu, , apbés ter lido e

entendido todas as informagdes e esclarecido todas as minhas duvidas referentes a
este estudo, concordo voluntariamente em participar do mesmo. Atestq também o
recebimento das “Informagbes ao doador’, necessario para a minha compreenso
do estudo.

Data: _ /_/

Assinatura (do doador ou responsavel) ou impresséo datiloscopica
Eu, Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli, declaro que forneci todas as informagGes

referentes ao estudo ao doador.

Data: _ [/ | _

- Prof. Dr. Iglenir Jo&o Cavalli



