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1 - RESUMO

O cancro da mama é o tumor mais frequente na mulher em todo o mundo e
representa um problema de satde pablica major em muitos paises desenvolvidos. A taxa
de incidéncia varia entre 70 a 100 por 100.000 mulheres (Krajinovic et al, 2001).

A historia familiar de cancro da mama e a histdria reprodutiva estdo associados a
uma maior incidéncia na maioria dos casos. Para 0s restantes, a etiologia permanece
desconhecida. Tém sido desenvolvidos varios estudos epidemiolégicos que sugerem um
papel do ambiente no desenvolvimento desta doenca (Krajinovic et al, 2001). Os
potenciais carcinogéneos implicados sdo os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAHSs) e as aminas aromaticas e heterociclicas presentes na dieta e na exposi¢do
profissional e ambiental (Krajinovic et al, 2001).

O organismo dispde de um conjunto de enzimas, nomeadamente da familia da
glutationa S-transferase, que interferem na biologia do cancro. Estas enzimas catalizam
a conjugacdo da glutationa (GSH) com diversos compostos electrofilicos enddgenos e
exogenos, estando envolvidas no metabolismo de muitos carcinogéneos e de drogas
citotoxicas, como 0s agentes alquilantes, incluindo as nitrosureias, compostos de
platinio e o melfalan. No cancro da mama esporadico, os polimorfismos das glutationas
S-transferases, como estdo asssociados a uma maior ou menor actividade enzimatica,
podem contribuir para a carcinogénese e para diferentes respostas a quimioterapia e
ainda podem interferir no prognostico da doenca.

O interesse no estudo destes polimorfismos, mesmo sabendo que conferem um
risco moderado, reside no facto de poderem constituir um importante problema de satde
publica, se forem comuns numa determinada populag&o.

O principal objectivo deste estudo tipo caso-controlo, foi avaliar a frequéncia de
alguns polimorfismos da glutationa S-transferase M1 (GSTM1), glutationa S-
transferase T1 (GSTT1) e da glutationa S-transferase P1 (GSTP1) e saber se esses
polimorfismos interferiam com a susceptibilidade para o cancro da mama, com a
gravidade/agressividade da doenca e com a ocorréncia de efeitos secundérios da

quimioterapia.



Caracterizaram-se 0s seguintes polimorfismos: para 0 GSTM1 - deleccéo
homozig6tica, GSTT1 - deleccdo homozigotica e para GSTP1 as variantes no exao 5
(11e*®™Val) e no exdo 6 (Ala***val).

Estudaram-se 275 doentes com cancro da mama e um grupo controlo de 276
mulheres sem patologia oncologica, da regido Centro de Portugal.

Os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 foram determinados através da
técnica de PCR multiplex. O estudo do polimorfismo GSTP1 lle'®Val foi feito pela
técnica ARMS e o estudo do polimorfismo GSTP1 Ala***val foi feito pela técnica RFLP.

A distribuicdo da frequéncia genotipica no grupo controlo e no grupo de doentes
de GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0 n&do foi diferente da esperada em relagdo a outras
populagdes caucasianas: para 0 GSTM1*0/0, encontrou-se uma frequéncia de 47,8% e
de 53,0%, respectivamente, sendo idéntica a descrita na literatura, que refere que cerca
de 20 a 56% dos individuos de raca caucasiana tém falta de actividade da GSTM1
(Pavanello et al, 2000, Krajinovic et al, 2001; Vogl et al, 2004; Egan et al, 2004).
Neste grupo de mulheres, a frequéncia genotipica de GSTT1*0/0 no grupo controlo e
nas doentes foi de 23,1% e 25%, respectivamente. Este valor é idéntico ao referido na
literatura - cerca de 14-49% nos individuos caucasianos (Pavanello et al,2000;
Krajinovic et al, 2001; Egan et al, 2004; Steck et al, 2007).

Neste estudo tipo caso-controlo verificou-se que as frequéncias genotipicas de
GSTP1Ile*®Val na populagéo controlo e no grupo das doentes foi para GSTP1'®1le/Ile
de 34,7% e 39,6%, para GSTP1'®lle/Val foi de 45,6 e 49,0% e para GSTP1'®Val/Val
foi 17,3% e 10,5%, respectivamente.

Para GSTP1Ala'**Vval a frequéncia genotipica para o grupo controlo e de doentes
foi de 73,5% e 83,2% para 0 gendtipo GSTP1'™“Ala/Ala, de 4,3 e 7,2% npara
GSTP1'™Ala/Val e 2,1% e 1,8% para GSTP1'*Val/Val, respectivamente. Estes dados
nédo sdo diferentes dos encontrados na literatura para a raga caucasiana. De referir que
para estes polimorfismos as populacdes estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg.

O gendtipo GSTM1*0/0 associou-se a um aumento do risco para cancro da
mama de 1,24 vezes (95% IC= 0,88-1,74) e o gendtipo GSTT1 *0/0 apresentou um
aumento de risco para cancro da mama de 1,12 vezes (95% IC= 0,75-1,65). Quando se
associaram 0s genotipos GSTM1*0/0 e GSTT1 *0/0 houve um aumento de risco para
cancro da mama de 1,17 vezes (95% IC = 0,91-1,49).

Os gen6tipos GSTP1'*Ala/Val e GSTP1'*val/Val estido associados a um

aumento de risco de 1,22 vezes para cancro da mama, contudo esta diferenca também



ndo tem significado estatistico (OR=1,22; 95% IC= 0,65-2,30). A comparacdo das
distribuicdes alélicas de GSTP1 Ala***Val entre as doentes e 0s controlos n&o revelou
alteracdes na frequéncia dos alelos.

Em relacdo ao polimorfismo de GSTP1lle'®Val, o genétipo GSTP1'%Val/val
apresentou uma menor susceptibilidade para cancro da mama, quando comparado com
0s gen6tipos GSTP1'®Ile/Val e GSTP1'®Ile/lle (OR=0,55; 95% 1C=0,33-0,90). Para os
genotipos que condicionam uma actividade enzimatica normal ou parcialmente alterada
(GSTP1*®Ile/1le e GSTP1'®1le/Val), verificou-se que o risco para cancro da mama foi
1,8 vezes maior em relacdo as mulheres com genétipo GSTP1'%Val/Val (OR=1,8; 95%
IC=1,1-2)9).

A comparacio das distribuicdes alélicas de GSTP1 Ile*®™Val entre as doentes e
os controlos revelou um aumento da frequéncia do alelo lle na populacdo com cancro da
mama (64,6% vs 58,8%) com OR=1,28 (95% 1C=1,00-1,63).

Verificou-se que nas mulheres pés-menopausicas o gendtipo GSTM1*0/0 esteve
associado a um aumento de risco para cancro da mama de 1,34 vezes, aproximando-se
da significancia estatistica (OR=1,34; 95% IC= 0,90-2,00). Esta associa¢do nao se
verificou nas mulheres pré-menopéusicas (OR = 0,76; 95% IC = 0,38-1,55). Em relacéo
ao gendtipo GSTT1*0/0, verificou-se que havia um aumento de risco para cancro da
mama de 1,44 vezes nas mulheres pré-menopausicas e 1,26 vezes na pds-menopausa,
embora também sem significado estatistico (OR=1,44; 95% 1C=0,59-3,53 e OR=1,26;
95% IC =0,79-2,02, respectivamente).

Ao fazer uma pesquisa bibliografica verificou-se que sdo muito escassos 0s
estudos sobre a associacdo dos polimorfismos de GSTM1, GSTT1 e GSTP1 com 0s
factores de progndstico do cancro da mama e 0s gue se encontram, apenas se referem a
alteracdes do gene TP53. Por este motivo, pretendeu-se fazer uma avaliacdo de uma
possivel interferéncia dos polimorfismos na gravidade do cancro da mama,
nomeadamente em relacdo ao estadiamento e as caracteristicas bioldgicas consideradas
como factores de progndstico para a doenga, como a invasdo ganglionar, o grau de
diferenciacdo do tumor, receptores hormonais, sobreexpresséo do HERBB2, Ki67,
TP53 e invasdo linfo-vascular.

Ao comparar os estadios menos graves 0/l e Il com os estadios Il1/IV para os
diferentes gendtipos, verificou-se que ndo havia diferenca estatisticamente significativa,
embora se tenha registado uma tendéncia para a associacdo de GSTM1*0/0 com o0s
estadios mais avangados (OR=1,23; 95% IC=0,62-2,42).



Em relacdo a invasdo ganglionar axilar, o genotipo GSTM1*0/0 foi o que
apresentou maior tendéncia para estar associado a ganglios axilares positivos e o que se
aproximou mais da significancia estatistica (OR=1,49; 95% 1C=0,89-2,50). A
associacdo com outros polimorfismos ndo teve significado estatistico: GSTT1*0/0
(OR=1,07; 95% 1C=0,59-1,94), GSTP1lle®Val (OR=1,33; 95% IC=0,78-2,26) ou
GSTP1Ala'**val (OR=0,82; 95% 1C=0,34-1,95).

O gendtipo GSTM1*0/0 foi o que apresentou maior interferéncia com o0s
parametros avaliados: maior tendéncia para se associar a receptores de progesterona
negativos (OR=1,24; 95% 1C=0,72-2,13); aumento de 3 vezes do risco dos tumores
serem TP53 positivos (OR=3,00; 95% IC=1,24-7,25) e um aumento de risco de 3,17
vezes dos tumores serem Ki67 positivos (OR=3,17; 95% IC=1,06-9,52). Este gendtipo
associou-se a presenca de tumores ERBB2 positivos, embora sem significado estatistico
(OR=1,48; 95% 1C=0,78-2,81).

Em relacdo ao polimorfismo GSTP1Ile’®Val, na presenca de heterozigotia ou
homozigotia para o alelo Val, verificou-se um aumento de 1,54 vezes de probabilidade
de sobreexpressdo de ERBB2 (OR=1,54; 95% 1C=0,80-2,97) e um aumento de 1,53
vezes de invasdo linfo-vascular (OR=1,53; 95% 1C=0,80-2,92).

Em relacdo a influéncia dos polimorfismos genéticos na toxicidade
hematoldgica, nas doentes com cancro da mama que fizeram quimioterapia, verificou-se
que as mulheres com o alelo Val em heterozigotia ou homozigotia para o polimorfismo
GSTP1Ala'**Vval, apresentaram um risco de 2,97 vezes de maior toxicidade (OR=2,97;
95% IC=1,03-8,58).

Assim, como conclusdo, em relacdo a susceptibilidade para o cancro da mama,
0s genotipos GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0 mostraram uma tendéncia para aumento de risco
(OR=1,24; 95% IC = 0,88-1,74 e OR=1,12; 95% IC = 0,75-1,65, respectivamente).
Foram considerados marcadores de mau prognoéstico o gendtipo GSTM1*0/0
(associacdo com tumores TP53 positivos, Ki67 positivos, receptores de progesterona
negativos, ganglios positivos e sobreexpressdao de ERBB2). Em relacdo a toxicidade
hematol6gica, o0 marcador mais importante foi a presenca do alelo Val em homozigotia
ou heterozigotia no polimorfismo GSTP1Ala'**Val.

A investigagdo do papel dos polimorfismos dos genes de metabolismo de
genotoxicos podera, no futuro, complementar outros estudos de epidemiologia
molecular e contribuir para a identificagdo de alguns factores de risco e melhor

compreensdo sobre o processo de carcinogénese do cancro da mama.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent malignancy among women, representing a
major health problem in many developed countries, with an incidence rate varying
between 70 and 100 per 100.000 women.

Family history of breast cancer and reproductive history account for majority of
cases. In the remainder, the etiology of the disease is unclear. Epidemiological studies
have suggested that the environment may play a significant role in the development of
breast cancer. The potent carcinogens implicated in breast carcinogenesis are polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs), aromatic and heterocyclic amines present in the diet
and occupational or other environmental exposures.

Many of these polymorphisms change individual variability of enzyme activity
and can influence human exposition to carcinogenes.

Inherited differences in the capacity of xenobiotic metabolizing enzymes might
be an important factor of genetic susceptibility to cancer.

The analysis of genetic polymorphisms that modulate the reply the environment
exposition can be useful to predict individual risks. As many of these genetic variants
are relatively common, they can have marked impact in cancer incidence in a particular
population.

This case-control study investigated the association between genetic differences
in specific genes of glutathione S-Transferase (GSTM1, GSTT1 and GSTP1) and
susceptibility to breast cancer and their influence in prognostic and hematologic toxicity
in patients submitted to chemotherapy.

Genotypes of blood specimen DNA were determined for 275 women with breast
cancer and 276 control subjects. Associations between specific genotypes and the
development of breast cancer were examined by use of logistic regression to calculate
odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (CIs).

The presence or absence of delection of genes GSTM1 and GSTT1 was
determined by simultaneous amplification through the PCR technique multiplex. The
study of GSTP1lle'®Val was made by ARMS and the study of GSTP1Ala''*Val was
made by RFLP.

The frequency of genotypes GSTM1*0/0 and GSTT1*0/0 was not different from

other caucasian populations.
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In this study, the frequency for genotype GSTM1*0/0 in control and patients
group was 47.8% and 53%, respectively, very similar with other caucasians populations
that vary from 20% to 56%. For GSTT1*0/0 the frequency in the same groups was
23.1% and 25%, respectively. This data are according with literature that refer 14-49%
in caucasian populations. In this study for polymorphism GSTP1Ile®Val case-control
frequencies of genotype were 34.7% and 39.6% for GSTP1'®lle/lle, 45.6% e 49% for
GSTP1'®lle/Val and 17.3% and 10.5% for GSTP1'®Val/Val, respectively. For
GSTP1Ala**Vval, for cases and controls, the frequency was 73.5% and 83.2% for
GSTP1'™Ala/Ala, 4.3% and 7.2% for GSTP1'Ala/Val and 2.1% and 1.8% for
GSTP1"*Val/Val, for control and patients group, respectively. These data were similar
to those described in literature for caucasian race.

A borderline significant increase in the risk of breast cancer was seen for
GSTM1*0/0 (OR = 1.24; 95% 1C=0.88-1.74). For GSTT1*0/0, the data were suggestive
of a trend of increasing risk (OR=1.12; 95% IC = 0.75-1.65). If we consider association
of these two genotypes, there was 1.17 fold increase in risk (OR=1.17; 95% 1C=0.91-
1.49).

Genotypes GSTP1'“Ala/Val and GSTP1**Val/Val were associated to 1.22 fold
increase risk for breast cancer, nevertheless this difference was not statistical significant
(OR=1.22; 95% IC=0.65-2.30). There was no difference between control group and
patients in variant allelic distribution.

For GSTP1lle!®Val, genotype GSTP1'®Val/Val had lesser risk than
GSTP1'®1le/Val or GSTP1'®1le/Ile (OR=0.55; 95% 1C=0.33-0.90).

In the group of postmenopausal women, GSTM1*0/0 was associated with an
increased risk for breast cancer (OR=1.34; 95% 1C=0.90-2.00).

In literature there are few studies about polymorphisms and prognostic factors of
breast cancer or treatment and toxicity of chemotherapy.

Authors investigated about the relation between polymorphisms and prognostic
factors such as stage, axillary limph nodes metastasis, grade of tumor, hormonal
receptors, overexpression of ERBB2, Ki67, TP53 and linfo-vascular invasion.

Our results suggest that there are no differences in polymorphisms in patients
with breast cancer classified as 0/1 or 11 Stage comparing with I11/IV Stage.

Genotype GSTM1*0/0 was associated with a risk for axillary limph nodes
metastasis (OR=1.49; 95% IC=0.89-2.50).
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Genotype GSTM1*0/0 was more associated with negative progesterone
receptors (OR=1,24; 95% 1C=0,72-2,13); with TP53 positive tumors (OR=3,00; 95%
IC=1,24-7,25) and with Ki67 positive tumors (OR=3,17; 95% 1C=1,06-9,52). This
genotype was more associated with overexpression ERBB2 tumors (OR=1,48; 95%
1C=0,78-2,81).

Genotype GSTP1Ile'®Val, with allele Val, was associated to 1.54 fold increase
risk for overexpression ERBB2 tumors (OR=1,54; 95% 1C=0,80-2,97) and 1,53 fold
increase of linfo-vascular invasion (OR=1,53; 95% 1C=0,80-2,92).

We hypothesized that polymorphisms encoding reduced or absent activity in the
GSTs might result in greater risk for chemotherapy-associated toxicity. The present
study supports this suggestion, as polymorphism GSTP1Ala'**Val with allele Val had
2.97 fold increase risk for hematologic toxicity (OR=2.97; 95% IC=1.03-8.58).

Conclusions: these data indicate that genotypes GSTM1*0/0 and GSTT1*0/0 are
associated with an increase risk for breast cancer. The genotype GSTM1*0/0 was more
associated with tumors TP53 positive, Ki67 positive, negative progesterone receptors
and ERBB2- positive disease.

The most important marker for hematologic toxicity was variant allel Val of
GSTP1Ala'*Val in homozigotia or heterozigotia.

Further research is need to confirm if polymorphisms of genes of metabolism of
xenobiotics can contribute for the identification of some risk factors and better
understanding the carcinogenesis process of breast cancer. Studies examining the effects
of polymorphisms in toxicity, recurrence and survival will allow individualize

therapeutics based on genotypes.
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2 - INTRODUCAO

2.1. Epidemiologia molecular do cancro

Em condi¢bes normais, o processo de divisdo celular é ordenado, permitindo
assim, a formacgao, crescimento, morte e regeneracao de tecidos.

No cancro, as células perdem a capacidade de limitar o seu prdprio crescimento,
passando a multiplicar-se de uma forma rapida e descontrolada. E uma doenca que
envolve diversas alteracfes estruturais e dindmicas no genoma, desconhecendo-se o
namero de alteracBes necessarias para o desenvolvimento de uma neoplasia, variando
com o tipo de tecido e de tumor.

O processo carcinogénico desenvolve-se em varias etapas, como consequéncia
de mdltiplos acontecimentos mutagénicos que se acumulam numa célula e lhe conferem
vantagem em termos de sobrevivéncia, sendo a iniciacdo, a promocdo e a progressao de
um tumor resultantes de uma complexa interaccdo entre factores individuais e
ambientais. Uma determinada mutacdo pode conferir susceptibilidade, que apenas se
exprima face a exposicdo a factores desencadeantes ambientais (v.g., fumo do tabaco),
como ocorre com determinados fendtipos metabolicos ou com defeitos de reparacédo do
DNA. Na presenca de agressdo, pode ocorrer uma nova mutacdo que confira vantagem
proliferativa a célula com autonomizacao subsequente e expansdo clonal (Regateiro et
al, 2002).

Permanece por esclarecer como € que a exposicdo a determinados factores
ambientais, de uma forma voluntaria ou passiva e a factores endégenos, como as
espécies reactivas de oxigénio (ROS), pode modificar o risco de aparecimento de certas
neoplasias, e quais 0s mecanismos que determinam a variabilidade da resposta
individual a certos estimulos ambientais.

A neoplasia pode ocorrer por acumulacdo de mutacdes em genes determinantes,
nomeadamente em protoncogenes, antioncogenes ou genes de supressdo tumoral, genes
de reparacdo do DNA, genes de metabolismo de genotéxicos e genes de apoptose
(Tabela I).
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Tabela | - Principais genes envolvidos no processo da carcinogénese

Genes Funcéo dos genes

Séo genes celulares normais, que codificam proteinas constituintes de uma rede

Protooncogenes implicada na recepcao e transducao de sinais e na regulagdo de expressdo génica.

Participam na regulacéo da proliferacéo celular.

Antioncogenes ou genes de

supressao tumoral o
inibidora.

Genes de reparagdo do DNA

eventualmente tumorigénica.

) Grupo de genes envolvidos numa rede complexa de vias metabdlicas de
Genes de metabolismo de ] o . o
. biotransformacéo de xenobi6ticos, alguns deles genotdxicos e potenciais
genotoxicos o
carcinogéneos.

Genes da apoptose . B i i .
forma programada, activado por alteragdes a nivel de estimulos especificos.

Baseado em Regateiro et al (2002)

Salienta-se o papel dos protooncogenes, que sao genes celulares normais, que
codificam proteinas que interferem nas vias de estimulacdo da proliferacdo celular e os
genes de supressdo tumoral ou antioncogenes, que sdo genes que participam na
regulacdo da proliferacdo e da diferenciacdo celular, contrabalancando o estimulo
proliferativo dos protooncogenes, através de uma accdo inibidora (Regateiro et al,
2002).

A persisténcia de mutacdes carcinogénicas adquiridas vai depender de varios
factores de regulacdo, nomeadamente da eficiéncia dos mecanismos de reparacao do
DNA, das defesas antioxidantes, das defesas imunitarias e da capacidade de metabolizar
e eliminar os agentes potencialmente toxicos. Neste processo assume grande interesse o
papel dos genes de metabolismo de genotoxicos que estdo envolvidos em vias
metabdlicas de biotransformacéo de xenobidticos.

Existe um numero restrito de neoplasias familiares com um padrdo de
hereditariedade mendeliano, devido a transmissdo de mutacfes germinais especificas
num gene, sendo responsavel por cerca de 5% a 10% dos tumores. Estes cancros

hereditarios tém um elevado risco de transmissao e estdo relacionados com mutacdes de
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S&0 genes que participam na regulacdo da proliferacdo e da diferenciacéo celular,

contrabalangando o estimulo proliferativo dos protooncogenes, através de uma acgao
Sédo genes que permitem a estabilidade do DNA que € assegurada por processos

complexos de reparacdo destinados a evitar a acumulacdo de lesées no DNA que

seriam reproduzidas durante a replicacdo, originando um clone portador de mutacéo

Grupo de genes envolvidos na apoptose, processo pelo qual as células morrem de




elevada penetrancia em genes como: BRCA;, BRCA;, PTEN, TPs3, CDH1 e STKy;
(Regateiro et al, 2002; Tan et al, 2008).

Os restantes 90 a 95% dos casos de cancro tém uma causa multifactorial, ou
seja, decorrem de alteracdes em multiplos genes polimdrficos com alelos especificos e
que se associam a um aumento de risco em relacdo a doenca e a influéncia de factores
ambientais. Podem estar envolvidas mutagdes patogénicas de moderada penetrancia em
genes como ATM, CHEK;, BRIP; e PALB; ou variantes genéticas de baixa penetrancia
que sdo comuns na populacdo em geral e a cada uma pode estar associado um pequeno
aumento de risco individual. O risco final para cancro pode depender da contribuicéo de
um numero indeterminado de genes de baixa penetrancia, que exercem o0 seu efeito
cumulativamente (Houlston et al, 2000; Knudsen et al, 2001).

Mesmo que o efeito de alguns genes seja modesto no risco para cancro, pode ser
um problema de salde publica se forem comuns, podendo haver interesse bioldgico e
médico na identificacdo dos individuos com alto risco. A identificacdo de perfis de risco
constituidos por associacdo de mudltiplos polimorfismos, podera permitir estabelecer
medidas de prevencdo e de rastreio e, no futuro, definir protocolos de vigilancia de
acordo com o risco, seleccionar terapéuticas mais adequadas e implementar o exercicio

de uma medicina cada vez mais personalizada (Hashibe et al, 2003).

2.2. Estudo de doencas complexas

Os polimorfismos genéticos sdo variantes genéticas que SO por si ndo se
associam a doenca (sdo uma variante do normal) e geralmente ocorrem numa
determinada popula¢do com uma frequéncia superior a 1% (Burmeister et al, 1999). No
entanto, em certas condi¢cbes ambientais ou fisioldgicas, determinadas associacdes de
polimorfismos podem criar perfis de susceptibilidade & doenca.

Os polimorfismos do DNA podem ser classificados em Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), Variable Tandem Repeats (VNTR), Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) e Copy Number Variation (CNV).

O primeiro marcador a ser usado no estudo genético foi o Restriction Fragment
Length Polymorphisms (RFLP), que se baseia no facto de alguns polimorfismos

interferirem com locais de restricdo enzimética, que podem assim deixar de ser
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reconhecidos por uma determinada enzima de restri¢cdo, ou pelo contrario, criarem um
novo local de restricdo enzimatica.

Novos avangos surgiram com a utilizagdo dos VNTR que englobam
minissatélites e microssatelites. Estes sdo muito polimorficos e consistem numa
repeticdo em tandem de uma sequéncia de tamanho variavel.

Os single nucleotide polymorphisms (SNPs) s&o actualmente os marcadores
genéticos de eleigcdo e consistem na alteragdo de um Unico nucledtido por substitui¢do
por outro nucleétido. Muito abundantes no genoma humano, 0s SNPs representam cerca
de 90% de todos os polimorfismos, estimando-se que existam cerca de 11 milhdes de
SNPs com frequéncia alélica igual ou superior a 1% (Kruglyak et al, 2001).

Mais recentemente foram descritos os Copy Number Variation (CNVs), que
consistem em variacBes gendmicas estruturais quantitativas (deleccdo, duplicacéo,
multiplicacdo) compostas por segmentos longos de DNA que variam de 1 Kilobase
(Kb) até vérios megabases (mb), podendo englobar um ou varios genes, com possiveis
implicagdes funcionais. Os CNVs podem ter um importante potencial no estudo de
doencas complexas e ser os marcadores genéticos do futuro (Nakamura et al, 2009).

A etiologia das patologias complexas como o cancro € multigénica, em que cada
gene implicado pode dar a sua contribuicdo genética para um determinado fendtipo.

Um ndmero significativo de genes descritos como responsaveis por doencas
Mendelianas foram descobertos em grande parte devido aos estudos de linkage ou
estudos de ligacdo. Esta analise genética baseia-se no facto de, durante a meiose, dois
alelos préximos localizados no mesmo cromossoma serem preferencialmente
segregados juntos, mais vezes do que seria de esperar pelo simples acaso. Os estudos de
linkage sdo geralmente usados em estudos de doencas monogénicas em que estdo
envolvidos genes de elevada penetrancia, em familias em que a maioria dos individuos
afectados € portador da mutacdo. Estes estudos tém pouco poder estatistico para a
avaliacdo de marcadores de baixa ou moderada penetréncia, como acontece com 0s
polimorfismos, estando nestes casos mais indicado fazer estudos de associagdo do tipo
caso-controlo. Assim, os estudos de associagdo constituem uma estratégia alternativa
mais eficiente na localizacdo de genes de susceptibilidade envolvidos na etiologia de
doengas complexas, multifactoriais, pois tém um maior poder estatistico para detectar
genes de baixa penetrancia (Risch et al, 1996). Os estudos de associac¢do séo usados em
amostras de populacdo no estudo de doencas complexas, podendo ser do tipo gene-

candidato ou do tipo genome-wide association studies. Na metodologia do gene
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candidato, selecciona-se um gene para estudo, por se saber que esta relacionado com a
etiopatogenia de uma determinada doenga, ou por estar localizado num locus
previamente relacionado com a patologia através de estudos de ligagdo (Pharoah et al,
2002, Easton et al, 2007). Seguidamente escolhem-se os SNPs a estudar, podendo ser
seleccionados consoante o seu potencial impacto fenotipico na proteina, isto é, se
alteram quantitativa ou qualitativamente a proteina.

Os SNPs podem ser funcionais ou ndo funcionais. Os SNPs funcionais alteram
qualitativa ou quantitativamente a funcdo de uma determinada proteina: se localizado
em regides codificantes e se forem ndo sinonimos (alterando o aminoacido e
consequentemente a estrutura e a funcdo da proteina) ou se localizados em regides
reguladoras (alterando a taxa de transcri¢do do gene).

Os SNPs localizados em regides ndo codificantes podem interferir com a
expressao da proteina se localizados em regides de splicing ou se afectarem a
estabilidade do mRNA).

Os SNPs néo funcionais nao alteram a funcdo da proteina. Incluem SNPs ndo
sinbnimos, mas em que a alteracdo do aminoacido ndo interfere com a funcdo da
proteina. Estes podem associar-se a patologias por servirem de marcadores genéticos da
presenca de outros polimorfismos proximos funcionais, com as quais estdo em
desiquilibrio de ligacgao.

Actualmente, o recurso a técnica de microarrays, facilita a caracterizacdo de
centenas de milhares de SNPs em estudos designados por genome-wide association
studies, e que permitem identificar alelos de risco baixo ou moderado, para os quais se
desconhecia previamente quer a sua posic¢ao quer a sua funcéo (Easton et al, 2007).

O Projecto do Genoma Humano (2003) permitiu um arsenal de informacéo
fundamental e surpreendente sobre a sequéncia e organiza¢do do genoma humano. A
seguir a descoberta do genoma humano seguiu-se um outro projecto internacional -
HapMap (2005) - com o objectivo de catalogar os padrées comuns de diversidade
genética em populacdes geograficamente diferentes de Africa, Asia e Europa. Assim,
aproximadamente 4 milhdes de SNPs foram identificados numa primeira fase e
estudados quanto a sua frequéncia e correlagcdo com as populagdes, com o objectivo de
fornecer elementos para estudos genéticos de associacdo (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2004).

O Projecto HapMap estudou a correlacdo entre SNPs, j& que estes tendem a

relacionar-se de um modo previsivel uns com o0s outros, dada a existéncia de
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desiquilibrio de ligacdo (linkage disequilibrium - LD). A presenca de LD entre dois
SNPs significa que estes sdo herdados mais vezes em conjunto do que seria de esperar
pelo simples acaso. Este facto permitiu identificar regides gendmicas com combinagdes
de alelos no mesmo cromossoma descendentes de um antecessor comum, designados de
haplotipos, sendo delimitados por pontos de elevada recombinacdo (recombination
hotspots).

Os haplétipos demonstraram conter a maioria das variagfes inter-individuais e
podem ser identificados por um conjunto limitado de SNPs em LD com os SNPs do
bloco a que pertencem. Isto é, a genotipagem de um SNP é preditiva dos restantes
contidos no haplétipo (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004).

Estes SNPs séo designados de tagSNPs e a sua selecgdo criteriosa juntamente
com o desenvolvimento tecnoldgico, permitiram uma reducdo significativa nos custos
de genotipagem. Consequentemente, estudos genéticos de associacdo de todo o0 genoma
tornaram-se exequiveis do ponto de vista financeiro e tecnoldgico, sem ocorrer perda de
poder estatistico em relacdo aos restantes (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2004).

Assim, o HapMap funciona como uma ferramenta para estudos de associacao
com o objectivo de identificar os factores genéticos que podem influenciar a

susceptibilidade para certas patologias.
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SMNP SHNP SHP
it + '
Chromosome1 AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
Chromosome? AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG....

Chromosome3 AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG....
Chromosome4 AACACGCCA.... TTCG GGTC.... AGTCCACCG....

a SNPs

b Haplotypes Jr 1-
Haplotype1 CTCAAAGTACGGTTCAGGCA
Haplotype2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplotype3 CCCGATCTGTGATACTGGTG
Haplotype 4

€ Tag SNPs

QYD =+
ON=-l +
QYo +—

Figura 1 - Esquema representativo da relagdo entre SNPs, haplotipos e tagSNPs. Representagdo de quatro
versdes de uma regido especifica de DNA do mesmo cromossoma em diferentes individuos. Cada SNP
tem dois alelos possiveis. Os haplotipos sdo constituidos por uma combinacdo de alelos de SNPs
préximos. A genotipagem dos trés tagSNPs indicados é por si sé suficiente para identificar os quatro
haplotipos. Assim, se um determinado cromossoma possuir o padrdo A-T-C para os trés tagSNPs, este ir4
corresponder ao padrdo determinado para o haplotipo 1.

Adaptado de The International HapMap Consortium (2003). Nature 426 : 789-796

20



2.3. Cancro da mama

Todos os anos séo detectados cerca de 10 milhGes de novos casos de cancro da
mama no mundo inteiro. Em Portugal esta doenca continua a ser a causa de morte por
cancro mais comum entre as mulheres, surgindo em cada ano 3 500 novos casos.

A incidéncia de cancro da mama tem aumentado de forma sistemética na maior
parte dos paises, sendo considerada uma doenca da civilizagdo actual. O pico de maior
incidéncia regista-se entre os 35 e 0s 50 anos e mais de 20% dos casos ocorre em
mulheres com menos de 40 anos.

O cancro da mama associa-se em 10 a 27% dos casos a historia familiar, mas s6
em 5 a 10% das situacdes surge devido a mutacGes de elevada penetrancia em genes
como o BRCA; e BRCA; (Dunning et al, 1999). Na maioria destes casos o cancro da
mama surge em idades mais precoces, geralmente antes dos 50 anos de idade, surge
num numero elevado de casos numa familia, ha proximidade do parentesco entre os
individuos atingidos, hd maior probabilidade de bilateralidade, multicentralidade
sincronica ou metacronica do tumor, podendo ainda surgir diversos tipos de tumores
primarios (pertencentes ao espectro) num mesmo individuo ou nos membros de uma
familia e ha um maior risco de ocorréncia em individuos de sexo em que o tumor € raro
(Regateiro et al, 2002).

O cancro da mama ndo monogénico é uma doenca complexa, multifactorial, com
forte relacdo entre factores genéticos e ambientais, sendo mais frequente nas mulheres
que vivem em paises mais industrializados, o que sugere que factores ambientais e/ou
estilo de vida poderé&o ter uma influéncia na incidéncia desta patologia.

Conhecem-se varios factores de risco para cancro da mama e que se relacionam
com factores reprodutivos que influenciam os niveis hormonais e exposicdo a
carcinogéneos ambientais. Habitualmente, consideram-se como factores de risco que
promovem um aumento da susceptibilidade para este tipo de cancro: a idade,
antecedentes de certo tipo de patologia benigna da mama, nuliparidade, néo
amamentacdo, idade tardia do primeiro parto, idade precoce da menarca, idade tardia da
menopausa ou exposicdo a hormonas exdgenas. A obesidade e a falta de exercicio
fisico, também sdo factores de risco para cancro da mama na pds-menopausa,
provavelmente por influenciarem os niveis hormonais, nomeadamente de estrogénios
(Vogl et al, 2004).
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No entanto, um grande nimero de casos de cancro da mama nao sao explicados
por estes factores de risco. Ha& forte suspeicdo de que a exposi¢cdo a alguns
carcinogéneos pode levar ao aparecimento do cancro da mama. Actualmente, nenhum
agente especifico foi identificado como estando envolvido directamente nesta doenca,
excepto as radiacdes ionizantes (Fontana et al, 1998).

H& vérios estudos experimentais que salientam o papel dos PAHSs
(hidrocarbonetos aromaticos policiclicos) como carcinogéneos e que podem ser
importantes em determinados grupos geneticamente predispostos (Vogl et al, 2004;
McCarty et al, 2009). Estas substancias sdo pro-carcinogéneas, que apds activacao
originam metabolitos reactivos que reagem com o DNA e assim induzem tumorigénese.
Os PAH’s induzem tumores mamarios nos roedores e sabe-se que as células da mama
sdo capazes de metabolizar e activar estas substancias. Para além disso, encontraram-se
aductos de PAHs no DNA de células cancerosas da mama, mas ndo no DNA de
mulheres saudaveis (Amorim et al, 2002).

Os componentes celulares do tecido mamério tornam-no um local ideal para
armazenamento de conhecidas genotoxinas mamarias, verificando-se que o elevado teor
de tecido adiposo na mama permite armazenar e concentrar substancias lipofilicas,
como por exemplo os PAHs (Saxena et al, 2009).

Uma das principais fontes de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sdo o
fumo do cigarro, a dieta (carne grelhada, fumados, cereais) e a exposi¢do cumulativa a
produtos de combustdo do petroleo (McCarty et al, 2009).

Nos ultimos anos, tem vindo a dar-se importancia ao estudo de variantes de
baixa penetréncia, em genes envolvidos na reparacdo do DNA, na manutencdo da
integridade genomica e no controlo da proliferacdo e diferenciacdo celular e,
especialmente, genes envolvidos no metabolismo de carcinogéneos. As enzimas
metabdlicas de xenobioticos desempenham um papel fundamental na activacdo ou
destoxificacdo de toxinas exdgenas, prevenindo que reajam com o DNA celular
(Amorim et al, 2002). As diferencas geneéticas nestas enzimas foram associadas a
susceptibilidade para desenvolver cancro da mama.

Na Tabela Il estdo referidos alguns genes com polimorfismos envolvidos na

susceptibilidade para o cancro da mama.
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Tabela Il - Genes com polimorfismos de baixa penetrancia envolvidos na susceptibilidade

para cancro da mama

Tipo de genes Genes
Oncogenes HRAS-1
Genes de supressdo tumoral TP53

Genes envolvidos no metabolismo de hormonas esteroides e

transducdo de sinal

CYP1A1, CYP17, CYP19, COMT, RE, RP

Genes envolvidos no controlo do ciclo celular

PHB, HER2, CCDN1

Genes envolvidos no metabolismo de carcinogénios

SULT1A1, NQO1, GSTs

Genes envolvidos no metabolismo de xenobidticos

GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP2D6,
CYP2E1, NAT2

Genes de reparagdo do DNA

XRCC1, XRCC3

Neste trabalho avaliou-se a associacdo de polimorfismos em genes que

codificam enzimas envolvidas no metabolismo de genotdxicos e de farmacos e o seu

papel na susceptibilidade para cancro da mama, assim como a associagdo com factores

de progndstico associados as caracteristicas do tumor e ocorréncia de efeitos

secundarios resultantes da administracdo de citostaticos.
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2.4. Genes de metabolismo de genotéxicos

Os genes de metabolismo de genotdxicos estdo associados ao risco para cancro
da mama pelo seu envolvimento nos processos metabdlicos de xenobioticos. Estes
genes frequentemente sdo polimdrficos, conferindo diferencas individuais no que
respeita a capacidade ou eficiéncia metabdlica, em face de determinados genotoxicos,
consoante o perfil genotipico de um individuo. Esta variabilidade genética, a que
corresponde uma variabilidade fenotipica, podera ser responsavel por diferentes niveis
de proteccdo para carcinogéneos quimicos e, consequentemente, diferentes niveis de
susceptibilidade para o cancro. O envolvimento destes genes na oncogénese € indirecto
e as consequéncias nefastas decorrentes do nivel de actividade ou da auséncia de
actividade reflectem-se, em primeiro lugar, numa agressao generalizada e mais intensa
do DNA, por genotéxicos ndao metabolizados ou genotdxicos resultantes de
metabolismo, podendo essa agressdo provocar alteracdes a nivel de protooncogenes ou
de antioncogenes (Regateiro et al, 2002).

Pode haver polimorfismos associados a uma actividade enzimatica excessiva ou
a uma diminuicdo da actividade em comparacdo com a que se Verifica para a forma
normal do alelo (Regateiro et al, 2002).

A presenca, num mesmo individuo, de dois ou mais gendtipos de
susceptibilidade pode aumentar o risco relativo para o cancro (Helzlsouer et al, 1998).

Quando ha variacbes no processo de activacdo e destoxificacdo de substancias
quimicas ou drogas had uma variabilidade na resposta de cada individuo. A quantidade
final de carcinogéneos produzidos depende da accdo competitiva de mecanismos que
envolvem enzimas da Fase | e da Fase |1, que catalizam a activacdo e destoxificacdo de
xenobidticos, drogas e compostos enddgenos.

A Fase | é principalmente composta pelas enzimas do citocromo P450 (CYP
450), que actuam numa série de compostos reactivos endégenos e exdgenos. Alguns
destes metabolitos sofrem posteriormente a accdo das enzimas da Fase I, como as
glutationa  S-transferases  (GSTs), as  sulfotransferases ou as UDP
glucuronosiltransferases.

As GSTs séo uma familia de enzimas que catalizam a conjugagéo da glutationa
(GSH) com varios substratos enddgenos e exdgenos, protegendo as células da ac¢do dos

compostos electrofilicos (Figura 2).
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Figura 2 - Conjugacdo da glutationa (GSH) a um xenobidtico por accdo da GST
resultando na formacao da glutationa-S- conjugado

A glutationa (glutamilcisteinilglicina) é um tripeptideo linear, constituido por
trés aminoacidos: glicina, cido glutdmico e cisteina, sendo o grupo tiol deste ultimo, o
local activo responsavel pelas suas propriedades bioguimicas, funcionando como um
anti-oxidante hidrossoltvel. Pode encontrar-se na forma reduzida (GSH) ou oxidada
(GSSG - forma dimerizada da GSH). A importancia deste par é tal que a razdo
GSH/GSSG é normalmente utilizada para estimar o estado redox dos sistemas
bioldgicos. Em situacdes normais a GSSG representa apenas uma pequena frac¢do da
glutationa total (menos de 10%). A GSH também pode formar dissulfuretos do tipo
GSSR, com o tiol da cisteina presente em proteinas.

A glutationa tem um papel crucial, especialmente na metabolizacdo da agua
oxigenada e de outros perdxidos de hidrogénio; como co-factor da glutationa-
peroxidase; na metabolizacdo de xenobidticos como co-factor da glutationa S-
transferase; na desactivacdo de radicais; no metabolismo do acido ascorbico; na
manutencdo da comunicacdo entre as células; na prevencdo da oxidagdo dos grupos tiol
presentes nas proteinas e no transporte do cobre intracelular.

Na Tabela Il estdo representados alguns substratos e as GSTs que sdo0 mais
importantes no seu metabolismo. Embora apresentem actividade cruzada e
complementar, as varias classes de GSTs apresentam maior especificidade para alguns

substratos.
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Tabela Il - Substratos das GSTs

Substratos GST

O-quinonas das catecolaminas e dopamina uGSTs

Endogenos | Prostaglandinas GSTs microssomais, aGSTs e uGSTs

Produtos lipidicos de peroxidacdo gerados pelas ROS aGSTs e uGSTs

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHSs) nGSTs

Aldeidos insaturados o € nGSTS
Exo6genos i

Moléculas com grupos epdxidos 0GSTs

Agentes quimioterapicos nGSTs, aGSTs

Townsend et al (2003)

As enzimas GSTs promovem a conjugacdo de compostos electrofilicos com a
glutationa (GSH), originando compostos inactivados e hidrosoluveis, que podem ser
excretados pela urina ou pela bilis permitindo, assim, reduzir o risco de cancro. No
entanto, quanto mais sollveis sdo o0s produtos de alguns compostos, mais
carcinogénicos podem ser, nomeadamente em relacdo a outros menos solUveis. O
metabolismo de xenobidticos e de drogas € feito principalmente por um processo de
destoxificacdo, contudo pode haver o risco de se originarem moléculas reactivas
electrofilicas, que se podem ligar a macromoléculas (proteinas ou DNA) e desta forma
serem potenciais indutores de carcinogénese (Marie-Genica Consortium on Genetic
Susceptibility for Menopausal Hormone Therapy Related Breast Cancer Risk, 2009).

As GSTs dividem-se em duas super-familias: as enzimas ligadas as membranas
microssomais € as citoplasmaticas. As primeiras tém um papel chave no metabolismo
enddgeno de leucotrienos e de prostaglandinas. As GSTs citoplasmaticas sdo as que
apresentam mais polimorfismos genéticos na populacdo humana. Estas dividem-se em
seis classes, com 30% de homologia das sequéncias, e sdo designadas por letras gregas:

a, 1, 7,0, o,  (Danyelle et al, 2003).
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Tabela 11 - GSTs citosolicas

Classe Gene Alelos Cromossoma
GSTA*A-B
Alpha (o) GSTA1-2 6
GSTA*A-B
GSTM1*A B,C, nulo
Mu (u) GSTM1-4 GSTM3*A B,C, nulo 1,6,13

GSTM4*AB,C, nulo

Omega () GSTO1
Pi (r) GSTP1 GSTP1*A-D 11
Theta (6) GSTT1-2 GSTT1*A e nulo 22
Zeta (€) GSTZ1 GSTZ1*A-D 14

As GSTs estdo presentes no figado dos mamiferos, constituindo 4% do total de
proteinas solUveis (Landi et al, 2000).

A GSTT (Teta) € considerada a enzima mais antiga do ponto de vista evolutivo e
enzimas GSTT - like foram encontradas em mamiferos, peixes, insectos, plantas, algas
unicelulares e bactérias. Pensa-se que um gene GSTT ancestral sofreu duplicacdes
gerando a variedade de GSTs (Landi et al, 2000). Ambas as enzimas GSTM1 e GSTT1
tém actividade sobre hidroperoxidos lipidicos e claramente uma actividade na remogéo
destes compostos, que podem ser a chave para as lesdes no DNA e sua citotoxicidade.

Estudos recentes demonstraram o papel regulador das classes pu e = das GSTs na
via da MAP (mitogen-activated protein) cinase, que interfere com as vias de sinalizacdo
da morte e da sobrevivéncia celular. Especificamente a GST = € um inibidor da JNK1
(c-Jun N-terminal Kinase 1), uma cinase que esta envolvida na resposta ao stress, na
apoptose e na proliferacdo celular. Nas células que ndo estdo em stress, observa-se uma
baixa actividade da JNK devido ao sequestro da proteina: complexo GST n: JNK. A
supressdo da actividade da JNK é revertida em condicOes de stress oxidativo, resultando

na dissociacdo do complexo GST n: JNK, iniciando-se a inducdo da apoptose. Este
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papel ndo enzimatico da GST = vai ter uma relevancia directa nos fendtipos com
sobreexpressdo da GST, condicionando resisténcia de alguns tumores aos citotoxicos
(Hezlsouer et al, 1998). Foram referidas fungdes semelhantes na regulacdo de vias de
sinalizacdo activadas por stress para outras familias das GSTs. Adicionalmente a
GSTw interfere na regulacdo de receptores envolvidos na homeostase de Calcio (Burg
et al, 2006). Todos estes achados revelam que os inibidores das GSTs, para além da sua
capacidade de modular a conjugacdo com a GSH, também podem influenciar os
processos de sinalizacao celular (Burg et al, 2006).

Na tabela V estdo representados algumas substancias para as quais o
desenvolvimento de resisténcia parece associar-se ao aumento de expressao das GSTs.

Tabela V - Agentes associados com 0 aumento dos niveis das GSTSs e resisténcia

Substratos das GSTs
Clorambucil
Melfalan
Mostarda nitrogenada
Mostarda fosforamida
Acroleina
Carmustine
Acido etacrinico

Esteroides

Na&o caracterizados como substratos
Antimetabolitos*
Drogas antimicrottbulos*
Inibidores da Topoisomerase | e I1*
Bleomicina
Hepsulfam
Mitomicina C*
Doxorrubicina*
Cisplatina*

Carboplatina

Townsend et al (2003).

* Requerem a activagdo JNK para a citotoxicidade maxima
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2.4.1. Gene GSTM1

O primeiro polimorfismo na classe das GSTs foi descoberto na GSTM. A classe
w inclui pelo menos 5 genes que codificam um igual niumero de enzimas (GSTM1, M2,
M3, M4 e M5). O gene que codifica a GSTM1 é constituido por 7 exdes no
cromossoma 1p13.3 e tem como variantes os alelos: GSTM1*A, GSTM1*B, GSTM1*C
e nulo (Pavanello et al, 2000; Gemignami et al, 2007).

Parece ndo haver diferencas aparentes em relagcdo ao tipo de substrato entre
GSTM1*A e *B e 0 alelo * C é muito raro. O alelo nulo apresenta uma deleccéo total do
gene, que em homozigotia determina a auséncia completa da expressdo da enzima.
Cerca de 20 a 56% dos individuos de raca caucasiana tém falta de actividade da GSTM1
(Pavanello et al, 2000; Vogl et al, 2004).

A homozigotia para o alelo GSTM1*0 foi relacionada com o aumento da
susceptibilidade para o cancro do pulmdo, célon e bexiga (Fontana et al, 1998;
Helzlsouer et al, 1998).

As isoenzimas GSTM1 estdo expressas em muitos tecidos, nomeadamente,
figado, intestino, estbmago, cérebro, urotélio, linfécitos (Fontana et al, 1998; Vogl et al,
2004).

2.4.2. Gene GSTT1

O gene da GSTT1 foi isolado e sequenciado por Pemble estando localizado em
22011.2 e possui cinco exdes. O gene GSTT1 é polimdrfico nos seres humanos, tendo
dois alelos pricipais: o alelo GSTT1*1 e o alelo nulo GSTT1*0.

Cerca de 14-49% dos individuos caucasianos e 80% dos asiaticos sdo
homozigotos para o alelo nulo (Pavanello et al, 2000; Krajinovic et al, 2001; Egan et
al, 2004; Steck et al, 2007).

O gendtipo GSTT1*0/0 foi associado a um aumento de risco de colite ulcerosa,
cancro colorectal e sindromes mielodisplasicos (Helzlsouer et al, 1998).

E dificil predizer as consequéncias biol6gicas do gendtipo GSTT1*0/0, pois a
enzima tem por um lado, propriedades de destoxificacéo, e por outro lado, de activacédo
de muitos poluentes ambientais. A enzima GSTT1 é primariamente expressa no figado e

nos eritrocitos (Vogl et al, 2004).
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2.4.3. Gene GSTP1

A GSTP1 é a principal GST citosolica em 6érgdos como 0 bago, coracdo e
pulmé&o e pode estar expressa quer no tecido normal, quer no tecido tumoral da mama
(Vogl et al, 2004).

As primeiras referéncias a polimorfismos no gene GSTP1 foram feitas em 1989
por Board e colegas (Pavanello et al, 2000). O gene GSTP1 localiza-se em 11913 e é
polimorfico, condicionando importantes diferencas na actividade da enzima de acordo
com o genoOtipo apresentado. Foram identificados dois locais polimorficos: no exdo 5
GSTP1lle’®Val (313 A>G; rs947894) e no exdo 6 GSTP1Ala''*val (341 C>T;
rs1799811) (Ziminiak et al, 1994, Gemignami et al, 2007).

A presenca da enzima GSTP1 em muitos tecidos, juntamente com a sua
capacidade para inactivar carcinogéneos como epoxidos diol dos hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, sugere que o polimorfismo no gene estd envolvido na
susceptibilidade para o cancro, nomeadamente cancro da bexiga e testicular (Pavanello
et al, 2000; Helzlsouer et al, 1998).

Ziminiak et al referem que o alelo GSTP1'®

Val reduz a actividade catalitica
quando expresso na Escherichia coli, e estudos laboratoriais sugerem que este alelo esta
associado a uma reducdo da actividade enzimética da enzima GSTP1 em amostras de
tecido pulmonar (Helzlsouer et al, 1998). A simples substituicdo de um nucleétido (A -
G), na posicdo 313 do gene GSTP1 resulta na substituicdo da Isoleucina pela Valina. Os
aminoacidos Alanina, Valina e Isoleucina pertencem ao mesmo grupo quimico (Grupo

1% 'ho exdo 5,

I) dos aminoécidos e tém uma estrutura semelhante. Contudo, como lle
se situa no local activo da enzima, a substituicdo por Valina podera afectar a actividade
enzimatica.

Em vérios trabalhos é referido que 50-66% dos individuos sdo homozigéticos
GSTP1'®lle/1le, 30-43% heterozigéticos para GSTP1'®Ile/Val e 5-9% homozigéticos
para a variante alélica GSTP1'®Val/val (Dirven et al, 1994; Sweeney et al, 2000;
Krajinovic et al, 2001; Egan et al, 2004; Steck et al, 2007).

A variante GSTP1*Val é rara, surgindo em menos de 15% da raca caucasiana
(Sweeney et al, 2000) e na literatura encontram-se muito menos referéncias em relagao
ao polimorfismo de GSTP1Ala***val. Emburgh et al (2008) apresentam uma frequéncia

genotipica do grupo controlo e do grupo de doentes com cancro da mama de mulheres
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de raca caucasiana de 84% e 87,5% para os genétipos GSTP1'**Ala/Ala, 12,2 e 14,5%
para GSTP1™“Ala/Val e 0,2 e 0,5% para GSTP1*Val/Val, respectivamente.

2.5. GSTs e cancro da mama

Estdo publicados varios trabalhos sobre a associacao entre os polimorfismos dos
genes das GSTs e a susceptibilidade para cancro da mama. Estes polimorfismos alteram
a actividade enzimatica, o que condiciona a activacdo ou inactivacdo de genotdxicos
enddgenos (ROS) e exdgenos.

Os multiplos estudos que analisaram os polimorfismos nos genes GSTM1,
GSTT1 e GSTP1 e a sua associacdo com a susceptibilidade para cancro da mama
mostraram resultados pouco reprodutiveis e ndo conclusivos. Este problema surge pela
dificuldade em avaliar os efeitos destes genes de baixa penetrancia, com os maltiplos
factores envolvidos na etiopatogenia do cancro da mama.

A tabela IV apresenta alguns resultados dos estudos publicados. A maioria dos
trabalhos atribuiem um maior risco para cancro da mama ao gené6tipo GSTM1*0/0. Em
relacdo aos polimorfismos do gene GSTT1, a maioria dos trabalhos ou ndo encontram
associacdo ou revelam um aumento de risco associado ao genétipo GSTT1*0/0.

Os estudos sdo mais controversos em relacdo aos polimorfismos do gene
GSTP1.

Da pesquisa bibliografica que foi feita, ndo encontramos referéncia a trabalhos
que avaliassem a associa¢do dos polimorfismos destes genes com os factores de

progndstico de cancro da mama, pelo que este trabalho € inovador nesta area.
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Tabela IV - Referéncias bibliogréficas relativas a alguns estudos de associacdo entre susceptibilidade para

cancro da mama e os principais polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1.

Gene

Polimorfismos

Resultados

Referéncias

GSTM1

GSTM1*0/0

Aumento de risco com gen6tipo GSTM1*0 /0 em doentes com
mais de 55 anos. Risco maior em afro-americanas que em

mulheres caucasianas.

Fontana et al
(1998)

GSTM1
GSTT1
GSTP1

GSTM1*0
GSTT1*0
GSTP1Ala*val

GSTM1*0/0 - aumento de risco (OR=2,10; 95% 1C=1,22-3,64)

GSTT1*0/0 ( OR=1,50; 95% 1C=0,76-2,95)
GSTP1'™ Val/Val (OR=1,97; 95% 1C=0,77-5,02)

O risco aumenta com a associagdo GSTM1*0/0, GSTT1*0/0
GSTP1'™ Ala/Val ou Val/Val.

Helzlsouer et al
(1998)

GSTM1
GSTT1
GSTP1

GSTM1*0/0
GSTT1*0/0

Delecgdo em GSTM1 néo alterou o risco para cancro da mama

(OR=1,1; 95% 1C=0,7-1,6 )

GSTT1*0/0 aumento de risco para cancro da mamaem 1,7
vezes (OR=1,7; 95% IC=1,0-3,0)

Polimorfismo em GSTP1 ndo alterou o risco para cancro da
mama (OR=0,9; 95% IC=0,6-1,5)

Krajinovic et al
(2001)

GSTM1
GSTT1

GSTT1*0/0
GSTM1*0/0

Estudo numa populacéo brasileira.

N&o houve diferencas estatisticamente significativas:
GSTT1*0/0 (OR=0,98; 95% IC=0,60-1,60)

GSTM1*0/0 (OR=0,95; 95% 1C=0,62-1,47)

GSTM1*0/0 + GSTT1*0/0 (OR=0,85; 95% 1C=0,36-1,91)

Amorim et al
(2002)

GSTM1
GSTT1
GSTP1

GSTT1*0/0
GSTM1*0/0
GSTP1l1le®val

N&o houve diferencas estatisticamente significativas:
GSTT1*0/0 (OR=1,11; 95% 1C=0,87-1,41)

GSTM1*0/0 (OR=0,98; 95% 1C=0,86-1,12)

GSTP1 com mutagdo heterozigota (OR=1,01; 95% IC=0,79-
1,28) e com muta¢do homozigota (OR=0,93; 95% IC=0,62-
1,38)

Vogl et al
(2004)

Estudo numa populagéo asiatica.

Delecgdo em GSTM1 ou GSTT1 ndo alterou o risco para
cancro da mama.

GSTT1*0/0 (OR=0,97; 95% 1C=0,83-1,15)

GSTM1*0/0 (OR=0,97; 95% 1C=0,82-1,14)

Verificou-se aumento de risco para cancro da mama com o
gendtipo GSTP1'%Val/Val (OR=1,92; 95% IC=1,21-3,04)

Egan et al
(2004)

Estudo numa populacéo indiana.

Aumento de risco para cancro da mama:

GSTM1*0/0 (OR=2,28; 95% IC=1,65-2,97)
GSTP1'%Vval/Val (OR=2,59; 95% IC=1,67-4,39)
GSTM1*0/0 + GSTT1*0/0 + GSTP1'®lle/Val e Val/Val
(OR=4,02; 95% 1C=1,99-8,51)

Saxena et al
(2009)
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2.6. O papel das GSTs na resposta ao tratamento - quimio-resisténcia e

toxicidade medicamentosa

A resposta a varias drogas e os efeitos secundarios variam de doente para doente
e é um problema major na pratica clinica e no desenvolvimento de novos farmacos. Por
este motivo, torna-se importante identificar as causas genéticas que estdo subjacentes a
ocorréncia de toxicidade ou falta de resposta ao tratamento. Numa meta-analise de 39
estudos prospectivos de hospitais dos EUA, 6,7% dos doentes tiveram reacgdes
secundérias graves a drogas e em 0,32% dos casos foram fatais, sendo responséveis por
100.000 mortes/ano nos EUA. Estes dados colocam os efeitos adversos dos farmacos
entre a quarta e a sexta causa de morte hospitalar (Meyer et al, 2000).

Ha vérios factores de risco potenciais para que uma droga seja ineficaz ou cause
toxicidade: idade do doente, funcdo renal e hepatica, outras doencas associadas,
consumo de alcool ou tabaco. Para além destes factores, e provavelmente mais
importantes, sdo os factores hereditarios que alteram a cinética ou dindmica das drogas.

A farmacocinética das drogas, incluindo a sua absor¢do, ligacdo a proteinas
plasmaéticas, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo, pode ser influenciada por factores
genéticos. Os factores genéticos também influenciam a farmacodinamica, isto é, a
resposta dos tecidos ou orgdos. Assim, as variacGes genéticas nestas areas podem
determinar quer os efeitos secundarios, quer a eficacia terapéutica (Ates et al, 2004).

A utilizacdo da quimioterapia e/ou radioterapia no cancro da mama reduz
significativamente o risco de recorréncia e mortalidade (Ambrosone et al, 2001). A
dificuldade reside muitas vezes, em se avaliar o ganho absoluto versus a toxicidade
inerente a cada tratamento. Assim, a identificacdo de marcadores genéticos de resposta a
terapéutica, quer em termos de sensibilidade, quer em termos de toxicidade iatrogénica,
seriam da méxima utilidade.

O mecanismo de citotoxicidade da quimioterapia faz-se através da formacédo de
ROS (espécies reactivas de oxigénio), que causam lesBes nas células, proteinas e DNA
ou interagem com outras moléculas, produzindo produtos oxidantes secundarios,
moléculas reactivas, que contribuem para a citotoxicidade através dos mesmos
mecanismos (Ambrosone et al, 2001).

Uma é&rea que tem merecido ainda pouca atencdo é a do estudo das

caracteristicas endogenas de cada doente para responder a elementos reactivos
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oxigenados e seus subprodutos que resultam da terapéutica citotoxica e na toxicidade
(Ambrosone et al, 2001).

As GSTs sdo enzimas que tém como substratos uma grande variedade de
farmacos, como por exemplo: acetaminofeno, menadiona, fosfomicina, acido etacrinico,
nitroglicerina, mizantrone e drogas alquilantes como nitrosureia, melfalano,
ciclofosfamida, clorambucilo, tiotepa e Cisplatina.

As GSTs (nomeadamente da classe o, puemn) foram implicadas no
desenvolvimento de resisténcia a agentes de quimioterapia (Burg et al, 2006).
Verificou-se in vitro que, nas células tumorais resistentes aos alquilantes havia
sobreexpressdo das GSTs e um aumento da conjugacdo da GSH com estes agentes ou
seus metabolitos. Por outro lado, verificou-se um aumento da sensibilidade das células
tumorais aos agentes alquilantes, incluindo células resistentes a droga, se houvesse uma
depleccdo celular dos niveis da GSH ou se se inibisse a actividade celular das GSTSs.
Outros mecanismos que podem contribuir para a resisténcia dos alquilantes incluiem a
reducdo de uptake da droga, reducdo na bioactivacdo da droga e aumento na reparacao
de cross-links do DNA (Pandya et al, 2000).

Na pratica clinica o papel das GSTs na farmacogenética oncoldgica ainda ndo
esta totalmente esclarecida e varios estudos revelam resultados contraditorios. Na tabela
VI estdo referidos alguns trabalhos que relacionam polimorfismos genéticos com accao

de citostaticos e com o prognéstico da doenca.
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Tabela VI - Referéncias bibliograficas relativas a alguns estudos de associacdo entre os principais

polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 e resultados com quimioterapia.

Polimorfismo

Resultados

Referéncias

GSTP1l1le!®val

A variante GSTP1™™Val teve reducdo na eficiéncia
do Clorambucil em 7,5 vezes, quando comparada
com GSTP1'®lle.

Bailey et al
(1998)

GSTM1

Doentes com o genotipo GSTM1*0/0 tiveram
menor sobrevivéncia.
Né&o é referido se fizeram tratamento adjuvante e

OR ndo ajustado para factores de prognostico!

Nedelcheva et al
(1998)

GSTP11le®val

Mulheres com genétipo GSTP1'®Val/Val tiveram
maior sobrevivéncia que mulheres homozigotas
para o alelo GSTP1'® Ile.

Eficécia catalitica em relacdo a tiotepa foi 2 vezes
inferior nas doentes com 0 gendtipo
GSTP1'%Val/Val, quando comparada com
GSTP1'® lle/Val.

Sweeney et al
(2000)

Risco de morte e de recorréncia foi inferior em

Ambrosone et al

GSTML doentes com gen6tipos GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0, (2001)
quando comparado com doentes com os alelos
GSTT1
presentes  (HR=0,59; 95%  1C=0,36-0,97;
HR=0,51; 95% 1C=0,29-0,90, respectivamente).
Doentes tratadas com FEC com o gendtipo
GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0 tinham menor risco de Innocenti et al
GSTM1 .
recorréncia e de morte. (2002)
GSTT1
Mulheres homozigotas para GSTP1'®Val tiveram
maior sobrevivéncia em relagdo as mulheres
. 105 . Yang et al
GSTP111er®val homozigotas para o alelo GSTP1™Ile. Ndo houve
(2005)

significado  estatistico em  relagdo  aos

polimorfismos nos genes GSTM1 ou GSTT1.
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3 - OBJECTIVOS DO TRABALHO

Os polimorfismos embora confiram um risco modesto para doengas complexas
como o cancro, se forem comuns podem ser um factor importante, com implicagdes na
prevencdo, rastreio, seleccao terapéutica e avaliacdo do progndéstico da doenca.

Este trabalho teve como principais objectivos:

- Estudar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos genes
GSTM1, GSTT1 e GSTP1 numa populagédo portuguesa.

- Avaliar a associacdo destes polimorfismos com a susceptibilidade para o
cancro da mama.

- Verificar a associacdo dos polimorfismos com factores de prognéstico para
cancro da mama.

- Analisar a associacdo com a toxicidade hematoldgica.

Assim, pretendeu-se essencialmente obter marcadores de susceptibilidade para o

cancro da mama, marcadores de prognostico e de seleccao terapéutica.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1. Populacéo estudada

Este estudo foi realizado com doentes com cancro da mama e mulheres sem
patologia oncologica, recrutadas desde Setembro de 2005 a Setembro de 2006 no
Servico de Ginecologia da Maternidade Bissaya Barreto (CHC), no Servico de
Ginecologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra (HUC) e no Hospital Infante
Pedro, de Aveiro, apds aprovacao pelas Comissdes de Etica das respectivas Instituicdes.
Todas as doentes recrutadas deram o seu consentimento informado.

Foram estudadas 275 doentes com cancro da mama, comprovado
histologicamente e 276 mulheres como grupo controlo, sem patologia oncoldgica
conhecida.

Para cada caso foram colhidos dados sobre o eventual consumo de tabaco ou
alcool, a idade da menarca, paridade, idade da primeira gravidez, amamentacdo, uso de
contracepcdo hormonal, idade da menopausa, uso de terapéutica hormonal de
substituicdo, idade do diagndstico, tipo histoldgico do tumor, estadiamento, status dos
receptores hormonais, ERBB2, TP53, Ki67, grau de diferenciacdo, invasdo linfo-
vascular, terapéuticas efectuadas e efeitos secundarios.

As amostras de sangue foram armazenadas a -20°C até a extrac¢do do DNA.

Foram excluidas doentes com estudo genético positivo para mutacdes no BRCA1
ou BRCA2.

Foi considerada histéria familiar a existéncia de pelo menos um antecedente
familiar de 1° grau com cancro da mama (mée, irm4, filha).

As mulheres foram consideradas menopausicas se tinham tido menopausa
espontanea ou cirdrgica, ou se tinham mais de 51 anos de idade.

O IMC foi calculado de acordo com a férmula standard: peso (Kg)/altura (m)>.
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4.2. Caracterizacao genotipica

4.2.1. Extracc&o do DNA gendmico

O protocolo de extraccao foi iniciado a partir de sangue total periférico colhido
em tubos de 10 ml com anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
seguindo as indicacgdes de Miller (1988) com algumas alteragoes.

Apos se proceder a colheita, o sangue foi imediatamente armazenado a uma
temperatura de -20°C.

Procedeu-se ao isolamento de DNA de acordo com métodos que seguidamente
se sumarizam.

Apds descongelamento, as amostras recolhidas foram tratadas com 40 ml de um
tampdo de lise de eritrdcitos constituida por uma solucdo de PBS 1x com 0,1% de
IGEPAL. Esta solucdo promove a lise dos eritrocitos e a libertagdo da hemoglobina. As
amostras foram posteriormente colocadas num agitador automatico durante 10 minutos
e centrifugados a 2500 rpm durante 20 minutos para promover a lise celular.

Desprezou-se 0 sobrenadante por aspiracdo e o “pellet”, contendo as células
nucleadas, foi ressuspenso de novo em 40 ml da mesma solucéo de lise de eritrocitos.

Repetiram-se as lavagens até a obtencdo de sobrenadantes limpidos, sem
hemoglobina visivel. A seguir o sedimento foi ressuspenso em 1 a 6 ml de um tampéo
de lise de membranas, constituido por 300 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris-HClI,
pH=7,4, e 7TM de ureia até completa homogeneizacéo. Adicionou-se SDS 10% (dodecil
sulfato de sédio), num volume correspondente a 1/5 do volume do homogeneizado.

Esta mistura foi deixada a incubar, durante 8 horas, a 37°C, com agitacdo
constante a 100 rpm no Shaker (Forma Orbital Shaker, Thermo).

Apobs incubacgdo, para se proceder a precipitacdo das proteinas, adicionou-se a
mistura uma solug@o concentrada de NaCl 6mM na proporgdo de 1 ml para 3,5ml da
amostra, agitando-se vigorosamente e centrifugando-se a 3500 rpm, durante 25 minutos
a temperatura ambiente. No final recolheu-se cuidadosamente o sobrenadante e 0 DNA
foi precipitado com a adicdo de 2,5 volumes de etanol absoluto. Removeu-se o novelo
de DNA com uma pipeta e lavou-se com etanol a 70°.

Finalmente apds evaporacdo do etanol, 0 DNA foi dissolvido em 200ul de dgua
bidestilada e incubado a 65°C durante 30 min para inactivacdo de DNases e RNases.

As amostras foram conservadas a -20°C até nova utilizag&o.
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4.2.2. Quantificagdo do DNA
A quantificacdo do DNA e a avaliacdo do grau de pureza da amostra foram

efectuadas por espectrofotometria, com leitura das absorvancias a comprimentos de
onda de 260 nm e 280 nm.

4.3. Genotipagem dos diferentes genes

4.3.1. Estudo dos genes GSTM1 e GSTT1

A presenca ou auséncia de deleccdo dos genes GSTM1 e GSTT1 foi determinada
por amplificacdo simultanea, através da técnica de Reaccéo de Polimerizacao em cadeia
(PCR) multiplex, de forma a obter um fragmento de 215 pb e outro de 480 pb. Como
controlo interno da reacgédo foi co-amplificado um fragmento de 268 pb do gene da f-
globina.

A reaccdo foi efectuada num termociclador Mycycler TM (BioRad), num
volume final de 25 pl, consistindo em aproximadamente 1,5 ug de DNA, 0,03 U de Taq
DNA polimerase (Amplitag, BRL), respectivo tampao 1x;1,5 mM de MgCl2, 0,2mM de
cada desoxinucleosideo trifosfato (ANTP), 5% DMSO e 0,25 uM de primers especificos
para as regides dos genes pretendidas (P1) F: 5’GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG
3. (P2) R : 5 GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTC 3’, (P3) F: 5 TTC CTT ACT
GGT CCT CAC ATCTC 3’ e (P4) R: 5> TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA 3’, (P5)
F: 5" GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 3’ e (P6) R: 5 CAA CTT CAT CCA CGT
TCA CC 3.

As condigdes da reaccdo incluiram um passo de desnaturacdo inicial a 95°C

durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante um minuto,
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annealing a 58°C durante um minuto e extensdo a 72°C durante um minuto, com um
passo de extensdo final de cinco minutos a 72°C.

A identificacdo dos fragmentos de DNA foi efectuada por electroforese em gel
de agarose a 2,5% (p/v), corado com brometo de etideo e visualizado sob luz
ultravioleta, num transiluminador de UV (transiluminador UUB, Model TM; 220 V; 50
Hz 90 A). O marcador de peso molecular foi 0 $X174/Haelll.

O Primer P1 e o P2 ligam-se a sequéncia do gene GSTML1, originando um
fragmento de 215 pb. Os primers P3 e P4 sdo especificos para o gene GSTTL,
amplificando um fragmento de 480 pb. Os primers P5 e P6 sdo especificos para a -
globina.

Este método permite identificar correctamente os individuos homozigotos para a
deleccdo, pela auséncia de amplificacdo do segmento especifico, na presenca de
amplificagdo do segmento do gene da pS-globina, mas ndo permite distinguir 0s

heterozigotos para a presencga do gene (figura 3).

GSTM1/GSTT1

GSTT1

B globina
GSTM1

Figura 3 - PCR multiplex: o gene da B globina foi usado como controlo da amplificacdo; a
auséncia de amplificacdo para o GSTT1 e GSTM1 (gendtipos negativos) identifica os
homozigotos para a deleccdo destes genes (GSTT1*0/*0 e GSTM1*0/*0); a presenca de
amplificacdo identifica os heterozigotos e homozigotos dos genes (gendtipos positivos). As
amostras 1 e 3 correspondem a individuos GSTT1 e GSTM1 positivos; as amostras 2, 5 e 6
correspondem a individuos GSTM1 negativos e GSTT1 positivos e a amostra 4 corresponde
a um individuo GSTT1 negativo e GSTM1 positivo. MP — marcador de peso molecular ¢X -

174 Hae III.
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4.3.2. Estudo do gene GSTP1

GSTP1 lle!®val

A regido do gene com o polimorfismo GSTP1lle'®Val foi amplificada através da
técnica de ARMS, de forma a obter um fragmento de 275 pb. Como controlo interno da
reaccao foi co-amplificado um fragmento de 446 pb do gene da interleucina 18.

A reaccéo foi efectuada num termociclador Mycycler ™ (BioRad), num volume
final de 25 ul, consistindo em aproximadamente 1,5 ug de DNA gendmico, 0,03 U de
Tagq DNA polimerase (Amplitaq, BRL) e respectivo tampédo da reaccdo 1x, 1,5 mM de
MgCl2, 0,2 mM de desoxinucleosideos trifosfato (dNTP) (Pharmacia) e 0,25 uM de
primers especificos para a regido dos genes pretendidas: (P7) 5 GTG TCA GGT GAG
CTC TG 3’; (P8) 5 GGT GTA GAT GAG GGA GAT 3’; (P9) 5> GGT GTA GAT
GAG GGA GAC 3’; (P10) 5 CCA ATA GGA CTG ATT ATT CCG CA 3’; (P11) 5°
AGG AGG GCA AAATGC ACT GG 3",

As condicbes da reaccdo incluiram um passo de desnaturacdo inicial a 95°C
durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante um minuto,
annealing a 58°C durante um minuto e extensdo a 72°C durante um minuto, com um
passo de extensdo final durante 5 minutos a 72°C.

A identificacdo dos fragmentos de DNA foi efectuada por electroforeses em gel
de agarose a 2,5% (p/v), corado com brometo de etideo e visualizado sob luz
ultravioleta, num transiluminador de UV (transiluminador UUB, Model TM; 220 V; 50
Hz 90 A).

O Primer P7 liga-se a sequéncia do gene GSTP1 originando em conjunto com o
Primer P8 ou P9, um fragmento com 275 pb, que é especifico para o gene GSTP1. A
co-amplificacdo de um fragmento de 446 pb do gene interleucina 18 pelos primers 10 e
11, serviu como controlo interno da reaccdo. Como marcador de peso molecular
utilizou-se o $X174/Haelll (Figura 4).
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GSTP1lle!®val

105

Figura 4 - Identificagdo do polimorfismo GSTP1 lle">Val por ARMS - Para cada uma das 4

amostras efectuaram-se duas PCRs: a da esquerda com o primer distal (P9) que identifica a
guanina (Pg), correspondendo ao alelo GSTP1'®Vval ; a da direita com o primer distal (P8)
gue identifica a adenina (P,), correspondendo ao alelo GSTP1'®lle. As amostras 1 e 2
correspondem a homozigotas GSTP'®Val/Val; a amostra 3 corresponde a uma homozigota

GSTP1'®lle/lle e a amostra 4 corresponde a uma heterozigota.

GSTP1 Ala***val

Relativamente ao gene GSTP1Ala'**val, procedeu-se & amplificacdo por PCR,
de um fragmento de 168 pb seguida da digestdo com a enzima de restricdo ACil
(técnica de RFLPs).

A reaccéo foi efectuada num termociclador Mycycler ™ (BioRad), num volume
final de 25 ul, consistindo em aproximadamente 1,5 ug de DNA genomico, 0,03 U de
Taq DNA polimerase (Amplitag, BRL) e respectivo tampéo da reac¢do 1x, 1,5 mM de
MgCl;, 0,2 mM de desoxinucleosideos trifosfato (ANTP) (Pharmacia) e 0,25 uM de
primers especificos para a regiao dos genes pretendidas: (P11) 5> ACA GGA TTT GGT
ACT CT 3’; (P12) 5 AGT GCC TTC ACA TAG TCA ATC CTT 3°.

As condig¢Bes da reac¢do incluiram um passo de desnaturagdo inicial a 95°C
durante 5 minutos para activar a enzima, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C
durante 1 minuto, annealing a 56°C durante um minuto e extensdo a 72°C durante um
minuto, com um passo de extensdo final durante 5 minutos a 72°C.

Para a confirmacdo da amplificacdo foi efectuada uma electroforese em gel de
agarose a 1,5% (p/v), corado com brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta,
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num transiluminador de UV (transiluminador UUB, Model TM; 220 V; 50 Hz 90A). O
marcador de peso molecular foi 0 $X174/Haelll.

Para as amostras amplificadas, cerca de 15 ul de produto de PCR foram
submetidos a digestdo enzimatica com 15 U da enzima de restricdo Acil e respectivo
tampdo de reaccdo a temperatura de 37°C durante a noite. Os fragmentos obtidos foram
submetidos a electroforese em gel de agarose a 2,5% (p/v), corado com brometo de
etidio e visualizado sob luz ultravioleta. O produto de PCR de 170 pb € digerido pela
enzima se o alelo estiver presente, originando dois fragmentos de 144 e 26 pb (Figura
5).

GSTP1 Alat**val

170 pb
144ppb::

Figura 5 - Identificacdo dos gendtipos correspondentes ao polimorfismo GSTP1 Ala*** Val por RFLP,
apos digestdo com Acil: as amostras 1-5, 7 e 8 correspondem a homozigotas para o alelo
GSTP1'"“Ala; a amostra 6 corresponde a uma homozigota para o alelo GSTP1'**val; as amostras 9 e
10 correspondem a heterozigotas. A banda de 26 pb néo se visualiza. MP — marcador de peso

molecular X -174 Hae III.
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4.4. Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita com o Programa Statistical Package for Social
Sciences SPSS versédo 16.0. O valor de Odds Ratio (OR) e o seu Intervalo de Confianca
de 95% (95% IC) foram calculados como uma medida da associacdo entre alelos e
genotipos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 e o risco para cancro da mama.

A avaliagdo das médias e frequéncias foi efectuada pelo teste t-Student para
varidveis continuas (idade) ou pelo teste chi-squared test, quando indicado e foi

considerado estatisticamente significativo se p <0,05.
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5 - RESULTADOS

5.1. Analise epidemioldgica

Neste estudo estiveram envolvidas 275 doentes com cancro da mama e 276

mulheres do grupo controlo sem doenga oncoldgica conhecida, sendo todas as mulheres

de raca caucasiana.

Na tabela VI representam-se alguns factores de risco para cancro da mama.

Tabela VII- Caracteristicas das populac6es das mulheres com cancro da mama e do grupo controlo

Caracteristicas Doentes (n=275) Controlos (n=276) p

Idade (média; dp) 59,7; 11,03 58,7; 13,23 NS
Idade média da menarca (média; dp) 13,16; 1,51 13,24; 1,86 NS
Pré-menopausa 80 (29,0%) 81 (29,3%)
Pés-menopausa 195 (70,9%) 195 (70,6%) NS
Paridade

0 29 (10,5%) 22 (7,9%)

1 76 (27,6%) 66 (24,0%)

>2 168 (61,0%) 187 (67,7%) NS
Amamentacao

Sim 198 (72,0%) 177 (64,1%)

N3o 69 (25,0%) 87 (31,5%) NS
Uso de C.H.

Sim 118 (42,9%) 113 (40,9%)

N3o 152 (55,2%) 157 (56,8%) NS
Uso de THS

Sim 47 (17,0%) 58 (21,0%)

N3o 182 (66,1%) 131 (47,4%) NS
Consumo de tabaco

Sim 18 (6,5%) 13 (4,7%)

N3o 255 (92,7%) 261 (94,5%) NS
H. Familiar de cancro da mama

Sim 45 (16,3%) 52 (18,8%)

Nzo 230 (83,6%) 220 (79,7%) NS

NS - se p> ou igual a 0,05

Dp — desvio padrdo

THS — terapéutica hormonal de substituicdo

CH — contracepc¢éo hormonal
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No grupo das doentes a média das idades foi 59,7 anos (desvio padréo;11,03) e a
média das idades das mulheres do grupo controlo foi 58,7 anos (desvio padréo; 13,23).

N&o houve diferencas significativas entre os dois grupos, nomeadamente em
relacdo a idade, estado hormonal, idade da menarca ou paridade (p>0,05).

Na altura do diagnostico 80 doentes (29%) eram pré-menopausicas e 195
(70,9%) eram pds-menopdusicas. Destas, 24% tinham feito previamente terapéutica
hormonal de substituicdo (THS).

O uso de contracepcdo hormonal foi semelhante entre o grupo de doentes e 0
grupo controlo, como mostra a Tabela V. O consumo de tabaco ndo se associou a um

aumento de risco para cancro da mama.

5.2. Caracterizacdo dos tumores

A média da idade na altura do diagndstico de cancro da mama foi 54,6 com
desvio padrdo de 11,84.

O diagndstico histologico foi feito através de bidpsias ou pegas operatorias. A
tabela VIl mostra a frequéncia dos tipos histolégicos do cancro da mama, tendo sido o
carcinoma ductal invasivo o mais frequente (77%), seguido do carcinoma lobular

invasivo (10,9%).

Tabela VIII - Frequéncia dos tipos histoldgicos do cancro da mama

Tipo Histologico N° de doentes %
Ductal 212 77,0
Lobular 30 10,9
CDIS 8 2,9
Mucinoso 6 2,1
Papilar 5 1,8
Outros* 14 5,0

*inclui carcinoma medular, indiferenciado, apocrino, secretor e misto
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Em relacdo ao estadiamento, (Tabela 1X) 51,6% das doentes foram classificadas

no estadio Il. A grande maioria dos tumores foi diagnosticado em estadios mais

precoces (83,1% nos estadios 0,

Tabela IX - Frequéncia de doentes em cada estadio

le ).

Estadiamento do cancro da mama n %
Tis 9 3,2
Estadio | 78 28,3
Estadio Il 142 51,6
Estadio 111 34 12,3
Estadio IV 6 2,1
Desconhecido 6 2,1

As caracteristicas dos tumores em relacdo ao grau de diferenciacdo (G1, G2 ou

G3), receptores de estrogéenios e de progesterona, TP53, Ki 67, ERBB2 e invaséo linfo-

vascular estdo representadas na tabela X.

Tabela X - Caracteristicas do tumor

Cancro da mama ( n=275)

Grau de diferenciagdo Gl G2 G3 NA
(n/ %) 103 (37,4%) 114 (41,4%) 35 (12,7%) 23 (8,3%)
RE positivos negativos NA
(n/ %) 168 (61,0%) 69 (25,0%) 38 (13,8%)
RP positivos negativos NA
(n/ %) 135 (49,0%) 90 (32,7%) 50 (18,1%)
ERBB2 positivo negativo NA
(n/ %) 52 (18,9%) 161 (58,5%) 62 (22,5%)
TP53 positivo negativo NA
(n/ %) 29 (10,5%) 138 (50,1%) 108 (39,2%)
Ki67 positivo negativo NA
(n/ %) 23 (8,3%) 37 (13,4%) 215 (78,1%)
Invaséo linfo-vascular sim nao NA

(n/ %)

53 (19,2%)

170 (61,8%)

52 (18,9%)

NA — dados ndo avaliados/indisponiveis; RE - receptores de estrogénio; RP - receptores de progesterona

O facto de haver uma percentagem elevada de dados ndo avaliados/indisponiveis

em relagdo a TP53, Ki67 e sobreexpresséo do ERBB2, deve-se ao facto de o estudo ter
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englobado doentes com diferentes follow-up (variou entre 9 e 304 meses) e estes dados
imunohistoquimicos terem comegado a ser determinados s6 nos Ultimos anos.

Na maioria dos casos, os tumores eram moderadamente diferenciados ou bem
diferenciados (41,4% e 37,4%, respectivamente) e a maioria tinha receptores de
estrogenio e/ou progesterona positivos. Como era de esperar uma minoria apresentava
uma sobreexpressdao de ERBB2 (18,9%)

Mais de metade das doentes (59,6%) foram submetidas a quimioterapia, 23,27%
a quimioterapia e radioterapia e 10,1 % sé a radioterapia (a maioria como complemento
da cirurgia conservadora). A grande maioria (80%) foi medicada com hormonoterapia -

tamoxifeno ou inibidores da aromatase (Tabela XI).

Tabela XI - Tipos de tratamento do cancro da mama

Tipos de tratamento n %
Quimioterapia 164 59,63
Quimioterapia + RT 64 23,27
Radioterapia 28 10,1
Hormonoterapia 220 80

5.3. Frequéncias alélicas e genotipicas

5.3.1. Polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1

O grupo controlo, constituido por 276 mulheres apresentou frequéncias
genotipicas de 47,8% relativamente ao gendtipo GSTM1*0/0 e 23,1% relativamente ao
gendtipo GSTT1*0/0.

O grupo de doentes com cancro da mama, constituido por 275 mulheres,
apresentou frequéncias genotipicas de 53% relativamente ao genétipo GSTM1*0/0 e
25% relativamente ao gendétipo GSTT1*0/0 (Tabela XI1).
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O gendtipo GSTM1*0/0 associou-se a um aumento de risco para cancro da
mama 1,24 vezes superior em relagdo ao genotipo GSTM1 presente, mas esta diferenca
ndo foi estatisticamente significativa (OR = 1,24; 95% IC = 0,88-1,74).

A mesma tendéncia foi verificada para o genotipo GSTT1*0/0, também sem
significado estatistico (OR=1,12; 95% IC = 0,75-1,65).

Tabela XII - Frequéncias genotipicas dos polimorfismos do GSTM1 e GSTT1 no grupo de doentes
com cancro da mama e no grupo controlo.

Doentes (n / %) Controlos (n / %) OR (95% IC)

GSTM1

nulo 146 (53,0%) 133 (47,8%) 1,24 (0,88-1,74)
presente 124 (45%) 140 (51%)
GSTT1

1,12

nulo 69 (25,0%) 64 (23,1%)

presente 201 (73,0%) 208 (75,3%) (0.75-1,65)

GSTM1 e GSTT1 nulos significa que sdo homozigotos para a deleccéo

5.3.2. Polimorfismo GSTP1lle!®Vval:

As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo GSTP1Ile’®Val estdo
descritas na tabela XIII.

O grupo controlo apresentou frequéncias genotipicas de 34,7%, 45,6% e 17,3%
relativamente aos gen6tipos GSTP1'®Ile/lle, GSTP1'®lle/Val e GSTP1'®Vval/Val,
respectivamente.

Para o grupo das doentes com cancro da mama, as frequéncias genotipicas foram
de 39,6%, 49,0% e 10,5%, relativamente aos gendtipos GSTP1'®lle/lle,
GSTP1'®lle/Val e GSTP1'®Val/Val, respectivamente.

O gendtipo GSTP1'®™Val/Val associou-se a uma menor susceptibilidade para
cancro da mama quando comparado com o0s gendtipos GSTP1'®lle/val e
GSTP1'®1le/1le (OR = 0,55; 95% IC = 0,33-0,90).
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Tabela X111 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos genes GSTP1 lle'®Val no

grupo de doentes com cancro da mama e no grupo controlo.

Doentes n (%) Controlos n (%) OR (95% IC)
Genotipos
GSTP1 lle'®Val
lle/lle (AA) 109  (39,6%) 96 (34,7%) 1,20 (0,85-1,71)
lle/Val (AG) 135  (49,0%) 126 (45,6%) 1,12 (0,80 -1,57)
Val/Val (GG) 29 (10,5%) 48 (17,3%) 0,55 (0,33-0,90)
lle/lle + Ile/Val 244 (88,7%) 222 (80,4%) 1,82 (1,11-2,99) p<0,02
Alelos

GSTP1 ®lle 353  (64,6%) 318  (58,8%) 1,28 (1,00-1,63) p<0,05
GSTP1 *®val 193  (35,3%) 222 (41,1%) 0,78 (0,61-1,00)

Inversamente, a presenca de pelo menos um alelo GSTP1'®Ile (homozigoto ou
heterozigoto) associa-se a um aumento do risco para cancro da mama de 1,8 vezes em
relacdo as mulheres com genétipo GSTP1'%Val/Val (OR=1,82; 95% IC = 1,11 - 2,99).

Confirmando os dados anteriores, a comparacdo das distribuicdes alélicas de
GSTP1Ile'®Val entre as doentes e os controlos revelou um aumento da frequéncia do
alelo GSTP1*®Ile na populagdo com cancro da mama (64,6% vs 58,8%) com OR=1,28
(95% IC =1,00-1,63).

5.3.3. Polimorfismo GSTP1 Ala!'*val:

As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo GSTP1Ala'**val est&o
descritas na tabela XIV.

O grupo controlo apresentou frequéncias genotipicas de 73,5%, 4,3% e 2,1%
relativamente aos genétipos GSTP1''*Ala/Ala, GSTP1'**Ala/Val e GSTP1"*Val/Val,
respectivamente.

O grupo das doentes com cancro da mama, apresentou frequéncias genotipicas
de 832%, 72% e 1,8% relativamente aos gendtipos GSTP1'™Ala/Ala,
GSTP1'**Ala/Val e GSTP1**Vval/Val, respectivamente.
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O nimero de mulheres homozigotas para GSTP1'**Val/Val foi muito reduzido
para analise isolada, pelo que se avaliou conjuntamente com as heterozigotas
GSTP1'"“Ala/Val. Este grupo associou-se a um aumento de risco de 1,22 vezes para
cancro da mama, contudo esta diferenca ndo teve significado estatistico (OR = 1,22;
95% IC =0,65-2,30).

Tabela XIV- distribuicgo e frequéncias genotipicas e alélicas dos genes GSTP1Ala'**Val no grupo de

doentes com cancro da mama e no grupo controlo.

Doentes n (%) Controlos n (%) OR (95% IC)
Genotipos
GSTP1Ala™*Val
Ala/Ala (CC) 229  (83,2%) 201 (73,5%) 0,82  (0,43-1,55)
Ala/Val (CT) 20 (7,2%) 12 (4,3%) 1,47 (0,70-3,09)
Val/Val (TT) 5 (1,8%) 6 (2,1%) 071  (0,21-2,37)
Ala/Val + Val/Val 25 (9%) 18 (6,5%) 1,22 (0,65-2,30)
Alelos
GSTP1 *Ala 478  (94,0%) 414 (94,5%) 0,92  (0,53-1,61)
GSTP1 *val 30 (5,9%) 24 (5,4%) 1,08  (0,62-1,88)

A comparacdo das distribuictes alélicas de GSTP1Ala***Val entre as doentes e

os controlos néo revelou alteracGes na frequéncia dos alelos.

5.4. Associacdo entre geno6tipos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 e o

estado hormonal

Avaliou-se o risco de cancro da mama associado aos diferentes polimorfismos
geneéticos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 estratificado pelo estado hormonal na
altura do diagndstico. Verificou-se que GSTM1*0/0 estava associado a um aumento de
risco de 1,34 vezes para cancro da mama nas mulheres pés-menopausicas, ndo atingindo
significado estatistico (OR=1,34; 95% IC 0,90-2,00). Esta associa¢do ndo se verificou
nas mulheres pre-menopausicas (OR = 0,76; 95% IC (0,38-1,55).
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Dado o nuamero reduzido de mulheres homozigotas para Val/Val estas foram

estudadas conjuntamente com as heterozigotas.

Tabela XV - Distribuicdo e frequéncias genotipicas dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 em

mulheres pré-menopausicas e pds-menopausicas

Pré-menopausa

P6s -menopausa

Doentes Controlos Doentes Controlos
Genétipos OR (95% IC) OR (95% IC)
n (%) n (%) n (%) n (%)
GSTM1
presente 36 (130%) | 22 (7,9%) | 0,76 (0,38-155) | 88  (32%) | 99 (35,8%) | 1,34 (0,90-2,00)
nulo 40  (145%) | 32 (11,5%) 106 (38,5%) | 89  (32,2%)
GSTT1
presente 59 (21,4%) | 45 (16,3%) | 1,44 (0,59-3,53) | 142 (51,6%) | 145 (52,5%) | 1,26 (0,79-2,02)
nulo 17 (6,1%) | 9 (3,2%) 52 (18,9%) | 42  (15,2%)
GSTP1lle'®Val
lle/lle 34 (12,3%) | 21  (7,6%) | 0,84 (0,42-1,71) | 75 (27,2%) | 62  (22,4%) | 0,81 (0,53-1,23)
lle/Val +
Val/Val 45  (16,3%) | 33  (11,9%) 119 (43,2%) | 122 (44,2%)
GSTP1Ala™Val
Ala/Ala 65 (23,6%) | 36 (13,0%) | 0,74 (0,24-2,30) | 164 (59,6%) | 139 (50,3%) | 1,20 (0,55-2,60)
Ala/Val
+Val/Val 8 (2,9%) | 6 (2,1%) 17 (61%) | 12 (0,7%)

GSTM1 e GSTT1 nulos significa que sdo homozigotos para a deleccdo

Em relac&o ao gendtipo GSTT1*0/0, verificou-se que havia um aumento de risco

para cancro da mama de 1,44 vezes nas mulheres pré-menopausicas e 1,26 vezes na

p6s-menopausa, embora sem significado estatistico (OR = 1,44; 95% IC = 0,59-3,53 ¢
OR =1,26; 95% IC = 0,79-2,02, respectivamente).
A associacdo dos genotipos GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0 na pré-menopausa ndo

mostrou aumento de risco para cancro da mama (OR = 0,98; 95% IC = 0,59-1,63), mas

na pos-menopausa verificou-se um aumento de risco para cancro da mama com OR =

1,28; 95% IC = 0,95-1,72).

Em relagdo aos polimorfismos GSTP1Ala*val e GSTP1lle!®Vval nido se

verificou aumento de risco com significado estatistico na pré-menopausa ou na pés-

menopausa para os diferentes gendtipos.
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5.5. Associacdes genotipicas

Investigou-se se a associacao dos diferentes gendtipos estava relacionada com
um aumento de risco de cancro da mama.

A Tabela XVI mostra o risco de cancro da mama para algumas combinacdes de
gendtipos mais frequentes.

A associacao de gendtipos mais frequente nas doentes com cancro da mama foi
GSTM1*0/0 + GSTT1 presente + GSTP1'®Ile/val + GSTP1*“Ala/Ala, que surgiu em
16,7% das doentes, enquanto que nas mulheres do grupo controlo, a associagdo mais
frequente foi GSTM1 presente + GSTT1 presente + GSTP1'®lle/lle +
GSTP1'**Ala/Ala, que esteve presente em 12,6% das mulheres.

Nenhuma das associacgdes teve diferencas com significado estatistico em relacdo
ao risco de cancro da mama. Curiosamente, a associagdo com tendéncia para um maior
risco para esta doenca foi GSTM1*0/0 + GSTT1*0/0 + GSTP1'®val/val +
GSTP1'**Ala/Ala (OR=1,76; 95% 1C=0,43-7,12), e para um menor risco foi a
associacdo GSTM1 presente + GSTT1 presente + GSTP1'®Val/Val + GSTP1'**Ala/Ala
(OR=0,45; 95% IC= 0,18-1,15), 0 que sugere a maior importancia dos genotipos nulos
de GSTM1 e GSTT1 como condicionantes para um maior risco para cancro da mama.

Se avaliarmos apenas a associacdo dos genotipos GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0,
verifica-se um aumento de risco para cancro da mama de 1,17 vezes (95% 1C=0,91-

1,49), com um valor muito préximo do significado estatistico.
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Tabela XV1 - Associacdo entre combinacéo de genoétipos dos GSTs e risco de cancro da mama

GSTM1 GSTT1 | GSTP1Y | GSTP1™ | Doentes (n°/ %) | Controlos (n°/ %) | OR (95% IC)
presente presente le/lle Ala/Ala 34 (12,3%) 30 (10,8%) 1,05 (0,62-1,79)
presente presente Hle/val ou Ala/val e 37 (13,4%) 35  (12,6%) 0,90 (0,54-1,50)
Val/Val Val/Val
presente presente Val/Val Ala/Ala 7 (2,5%) 13 (4,7%) 0,45 (0,18-1,15)
nulo presente le/lle Ala/Ala 34 (12,3%) 34 (12,3) 0,85 (0,50-1,42)
nulo presente lle/Val ou Alalval e 4 (1,4%) 6 (2,1%) 0,57 (0,16-2,06)
Val/Val Val/Val
nulo presente lle/Val Ala/Ala 46 (16,7%) 30 (10,8%0) 1,42 (0,85-2,35)
nulo presente Val/Val Ala/Ala 9 (3,2%) 10 (3,6%) 0,77 (0,31-1,94)
presente nulo le/lle Ala/Ala 9 (3,2%) 7 (2,5%) 1,12 (0,41-3,07)
presente nulo le/Val Ala/Ala 13 (4,7%) 8 (2,8%) 1,44 (0,58-3,54)
nulo nulo lle/lle Ala/Ala 13 (4,7%) 8  (2,8%) 1,44 (0,58-3,54)
nulo nulo lle/Val Ala/Ala 17 (6,1%) 15 (5,4%) 0,98 (0,48-2,02)
nulo nulo Val/Val Ala/Ala 6 (2,1%) 3 (1,0%) 1,76 (0,43-7,12)

GSTM1 e GSTT1 nulos significa que sdo homozigotos para a deleccéo

A maioria das doentes tinha deleccdo em homozigotia em pelo menos um gene

(GSTM1 ou GSTT1), o que sugere que a maioria destas mulheres ndo tém uma

actividade em pleno das GSTs, apresentando niveis individuais variaveis na actividade

destas enzimas.

Avaliou-se o efeito da presenca de pelo menos uma deleccdo em homozigotia
em GSTM1 e/ou GSTT1 (GSTM1*0/0 e/ou GSTT1*0/0) na susceptibilidade para cancro

da mama, em relacdo a auséncia de qualquer deleccdo em homozigotia nestes genes e

concluiu-se que houve um aumento de risco de 1,25 vezes (95% 1C=0,84-1,85).
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5.6. Associacao entre os polimorfismos genéticos e as caracteristicas do

tumor

Um dos objectivos do trabalho foi avaliar se havia algum tipo de interferéncia
dos polimorfismos na gravidade do cancro da mama, nomeadamente em relacdo ao
estadiamento e caracteristicas biolégicas consideradas como factores de prognoéstico
para a doenga: grau de diferenciagéo, receptores hormonais, sobreexpressédo do ERBB2,
Ki67, TP53 e invaséo linfo-vascular.

Na tabela XV1I esta representada a distribuicdo dos diferentes estadios do cancro

da mama pelos diferentes genotipos.

Tabela XVII - estadiamento do cancro da mama e os genétipos dos GSTs

Genotipos Estadio 0 Estadio | Estadio Il Estadio 111 Estadio IV
GSTM1
nulo 4 (1,4%) | 36 (13,0%) | 78 (28,3%) | 20 (7.2%) |3  (1,0%)
presente 5 (1,8%) | 41 (14,9%) | 61 (22,1%) | 14 (50%) |3  (1,0%)
GSTT1
nulo 4 (1,4%) | 17 (6,1%) | 36 (13,0%) | 8 (29%) |2  (0,7%)
presente 5 (1,8%) | 60 (21,8%) | 103 (37,4%) | 26  (9,4%) | 4 (1,4%)
GSTP1 Ala™* Vval
Ala/Ala 8 (2,9%) | 66 (24%) | 117 (425%) | 28 (10,1%) | 6  (2,1%)
Ala/Val +Vallval |1 (0,3%) | 8 (29%) | 12 (43%) | 3  (1,0%) | O (0%)
GSTP1lle ™ Val
lle/lle 2 (0,7%) | 29 (105%) | 63 (22,9%) | 13  (4,7%) (0,7%)
lle/Val + Val/Val 8 (2,9%) | 48 (17,4%) | 78 (283%) | 22  (8,0%) | 4  (1,4%)

GSTM1 e GSTT1 nulos significa que sdo homozigotos para a delecgéo

Numa primeira fase fez-se a comparagdo entre os diferentes genotipos e a
frequéncia de casos de cancro da mama no estadio 0/1 e o estadio II.

O genotipo GSTM1*0/0 esteve associado a uma tendéncia para estadios mais
avancados (OR=1,47; 95% IC = 0,86-2,52), como mostra a Tabela XVIII.
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Tabela XVIII - Variacdo do estadiamento da doenca com os diferentes genétipos

Estadiamento

0/1 T OR o/n/n /v OR
Gendtipos

n (%) n (%) (95%IC) n (%) n (%) (95%IC)
GSTM1
nulo 40 (14,5%) | 78 (28,3%) 1,47 118 (42,9%) | 23 (8,3%) 1,23
presente 46 (16,7%) | 61 (22,1%) | (0,86-2,52) | 107 (38,9%) | 17 (6,1%) | (0,62-2,42)
GSTT1
nulo 21 (7,6%) |36 (13,0%) 1,08 57 (20,7%) | 10 (3,6%) 0,98
presente 65 (23,6%) | 103 (37,4%) | (0,58-2,01) | 168 (61,0%) | 30 (10,9%) | (0,45-2,14)
GSTP1Ala " val
Ala/Ala 74 (26,9%) | 117 (42,5%) 0,84 191 (69,4%) | 34 (12,3%) 0,80
Ala/ValeVallval |9 (32%) |12 (43%) | (0,34-2,10) |21 (7.6%) | 3 (1,0%) | (0,23-2,84)
GSTP1 lle™ val
le/lle 31 (11,2%) | 63 (22,9%) 0,69 94 (34,1%) | 15 (5,4%) 1,22
lle/Val e Val/Val | 56 (20,3%) | 78 (28,3%) | (0,40-1,19) | 134 (48,7%) |26 (9,4%) | (0,61-2,42)

GSTM1 e GSTT1 nulos significa que sdo homozigotos para a delecgéo

Os restantes gendtipos ndo se associaram de forma significativa do ponto de
vista estatistico com a gravidade do estadiamento do cancro da mama.

Ao comparar os estadios menos graves 0/1 e Il com os estadios II/IV para 0s
diferentes genotipos, verifica-se que ndo ha diferenca estatisticamente significativa,
embora se tenha registado novamente tendéncia para a associacdo do gendtipo
GSTM1*0/0 aos estadios mais avancados (OR=1,23; 95% IC=0,62-2,42).

Em relacdo a invasdo ganglionar axilar o genétipo GSTM1*0/0 foi o que
apresentou maior tendéncia para estar associado a ganglios axilares positivos e o que se
aproximou mais da significancia estatistica (OR=1,49; 95% 1C=0,89-2,50). Nenhum dos
outros polimorfismos teve significado estatistico: GSTT1*0/0 (OR=1,07; 95% 1C=0,59-
1,94), GSTP1lle*®Val (OR=1,33; 95% 1C=0,78-2,26) ou GSTP1Ala'**val (OR=0,82;
95% 1C=0,34-1,95).

Avaliou-se 0 risco para tumores bem diferenciados (G1), moderadamente
diferenciados (G2) e pouco diferenciados (G3) em relacdo aos diferentes genotipos
(Tabela X1X). N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes
genodtipos e apenas para GSTP1lle'®Val o genétipo em heterozigotia ou homozigotia
para Val mostrou tendéncia para um aumento de risco para cancros com menor grau de
diferenciacdo (OR=1,29; 95% IC=0,76-2,17).
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Analisou-se igualmente, o risco para tumores com receptores de estrogénios e

progesterona negativos em relacdo aos diferentes gendtipos (Tabela XIX).

N&o houve diferengas estatisticamente significativas entre os diferentes

genotipos e apenas para o polimorfismo GSTP1Ala™*Val o genétipo em heterozigotia

ou homozigotia para Val apresentou uma maior associacdo com 0s receptores de
estrogénio e progesterona negativos (OR=1,65; 95% 1C=0,68-4,05 e OR=1,41; 95%

IC=0,57-3,50, respectivamente). O genoétipo GSTM1*0/0 também mostrou maior

tendéncia para se associar a receptores de progesterona negativos (OR=1,24; 95%
1C=0,72-2,13).

Tabela XIX- Variacao do grau de diferenciagdo e receptores hormonais com os diferentes

polimorfismos genéticos

Grau de diferenciagéo R.E. R.P.
OR (95% IC) OR (95% IC) OR (95% IC)
Genotipos Gl G2 G3 pos neg pos neg
GSTM1
nulo 49 67 21 93 32 68 50
(20%)  (274%) (8.6%) 0,61 (40%)  (137%) 0,68 (30.3%) (22.7%) 1,24
(0,37-1,02) (0,38-1,20) (0,72-2,13)
presente 51 42 14 71 36 64 38
(208%) (17.2%) (5.T%) (30.6%) (15.5%) 23%)  (17.2%)
GSTT1
nulo 24 32 9 42 16 37 19
(A7%)  (129%) (3.6%) 0,82 (18I%) (6.8%) 0,89 (I6.8%) (8.5%) 0,71
presente (0,46-1,46) (0,46-1,73) (0,37-1,33)
76 80 26 122 52 95 69
(30.7%) (32.3%) (10.0%) (02.5%) (22.4%) (43.1%) (31.3%)
GSTP1Ala™*Val
Ala/Ala 83 96 29 139 54 112 72
(34.8%) (40.3%) (12.1%) 0,87 (64.3%)  (25%) 1,65 (04,6%) (35.1%) 1,41
(0,39-1,93) (0,68-4,05) (0,57-3,50)
Ala/Val + Val/val | 11 10 9 14 9 11 10
(46%) (42%) (3.T%) (64%)  (41%) (0.3%)  (4.8%)
GSTP1Ile ™Val
36 46 15 67 26 53 36
lle/lle (44%)  (B4%) (E%) 1,29 (85%)  (1%) 1,12 (237%) (18.1%) 0,99
(0,76-2,17) (0,63-1,99) (0,58-1,72)
lle/Val + Val/Val 66 67 20 99 43 80 54

(264%) (26.8%) (8%)

(421%) (18.2%)

(30.8%) (242%)

GSTM1 e GSTT1 nulos significa que sdo homozigotos para a deleccéo.

RE - receptores de estrogénio; RP - receptores de progesterona. G1- tumores bem diferenciados, G2-

moderadamente diferenciados , G3- pouco diferenciados.

57




Na tabela XX apresentam-se os dados relativos a avaliagdo do risco para
tumores com sobreexpressdao do ERBB2, TP53 positivo, Ki67 positivo e com a invaséo
linfo-vascular relativamente aos diferentes gendtipos.

Verificou-se que 0 gen6tipo GSTM1*0/0 se associou a uma maior probabilidade
dos tumores serem TP53 positivos (OR=3,00; 95% 1C=1,24-7,25) e Ki67 positivos
(OR=3,17; 95% IC=1,06-9,52). Este genOtipo apresentou ainda um risco maior dos
tumores serem ERBB2 positivos (OR=1,48; 95% 1C=0,78-2,81) e de apresentarem
invaséo linfo-vascular (OR=1,16; 95% 1C=0,63-2,16), embora nédo atingindo significado
estatistico. Em relagdo ao polimorfismo do GSTP1lle®Val em heterozigotia ou
homozigotia para o alelo Val houve um aumento de 1,54 vezes de tumores com
sobreexpressédo de ERBB2 (OR=1,54; 95% 1C=0,80-2,97) e um aumento de 1,53 vezes
de invasdo linfo-vascular (OR=1,53; 95% 1C=0,80-2,92), também sem atingir

significado estatistico.
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Tabela XX - Variacdo do ERBB2, TP53,

polimorfismos no cancro da mama.

Ki67 e invasdo linfo-vascular com

os diferentes

OR
. OR OR . invas&o OR
Gendtipos ERBB2 TP53 Ki67 (95% )
(95% IC) (95% IC) ) linfo-vascular (95% IC)
IC
pos neg pos neg pos neg Sim Nao
GSTM1
nulo 32 81 21 63 15 13 317 | 28 81
(13.3%) (38.3%) 1,48 (12.8%) (38%) 3,00 (23.8%) (22%) (1,06- (12.8%) (3T%) 1,16
(0,78-2,81) (1,24-7,25) 9,52) (0,63-2,16)
8 72| p=002 p < 0,04
presente 20 75 o 0 8 22 25 84
(95%)  (36%) (48%)  (44%) (13%)  (38%) (11%) (38.5%)
GSTT1 13 39 8 33 7 7 1,75 12 44
nulo (B%)  (18.7%) 1,00 (4%) (20.%) 1,18 (12%)  (12%) (0,52- (0.0%) (20%) 0,80
(0,48-2,06) (0,48-2,9) 5,89) (0,39-1,67)
presente 39 117 21 102 16 28 41 121
(18.7%)  (56%) (12.8%) (62%) (27.5%) (48%) (19%) (55.0%)
GSTP1Ala "Vval
Ala/Ala 44 130 21 114 17 27 1,11 £ 135
(224%) (66.3%) 0,87 (13.8%) (7a%) 2,26 (27.8%) (44%) (0,36- (23%) (B5.%) 0,84
(0,30-2,49) (0,72-7,09) 3,48) (0,30-2,42)
5 17 5 12 7 10 5 17
Alalval +Vallval | oy (35) (32%) (78%) (14%) (16%) (245%) (83%)
GSTP1lle'® Val
lle/lle 17 68 16 58 12 14 18 74
(8%)  (32.2%) 1,54 (98%) (32%) 0,60 (19.6%) (23%) 0,61 (B.1%) (33.4%) 1,53
(0,80-2,97) (0,27-1,34) (0,22- (0,80-2,92)
35 91 13 79 12 23 1,72) 35 94
lle/Val +Val/Val (6.5%)  (43%) (7.8%) (47.5%) (13.6%) (38%) (16%) (42.5%)

GSTML1 e GSTT1 nulos significa que sdo homozigotos para a delec¢do
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5.7. Influéncia dos polimorfismos genéticos na toxicidade hematoldgica

Um dos efeitos mais nefastos e que pode p6r em risco a vida das doentes
submetidas a quimioterapia é a toxicidade hematoldgica por mielossupressdo, sendo
mais frequente a leucopenia e anemia e mais rara a trombocitopenia.

Neste estudo usaram-se 0s critérios de toxicidade do ECOG (anexo II).

Dos 275 casos em que se estudou o gendtipo, 164 mulheres foram submetidas a
quimioterapia. Os citostaticos mais usados foram a epirrubicina (79,8%), a
ciclofosfamida (68,2%), o 5-fluoracilo (62,8%) e os taxanos (35,3%), (Tabela XXI).

Tabela XXI - Tipo de citostaticos mais usados

Citostaticos n %
Epirrubicina 131 79,8
Ciclofosfamida 112 68,2
5 - Fluoracilo 103 62,8
Taxanos 58 35,3
Total 404

Actualmente, dispomos de um ndmero muito escasso de trabalhos sobre a
farmacogenética de citostaticos usados no tratamento do cancro da mama. Na préatica
clinica, continuamos sem conseguir prever quais as doentes que, para doses standard ou
protocoladas de diferentes esquemas de quimioterapia, irdo desenvolver toxicidade,
nomeadamente hematoldgica, a qual pode resultar em situacdes graves ou mesmo fatais.

Por este motivo, avaliou-se a eventual influéncia dos polimorfismos em estudo
na toxicidade hematoldgica decorrente da quimioterapia. Os dados estdo descritos na
Tabela XXII.

Em relacdo ao polimorfismo GSTP1Ala***Val, as doentes com o alelo Val em
heterozigotia ou homozigotia apresentaram um risco 2,97 vezes maior de toxicidade
(OR=2,97; 95% IC=1,03-8,58).

N&o houve diferencas estatisticamente significativas em relagdo aos outros

genotipos.
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Tabela XXII - Variacdo da toxicidade hematoldgica (> Grau 2, pelos critérios da ECOG) em

mulheres que fizeram quimioterapia com os polimorfismos genéticos.

Genotipos Com toxicidade Sem toxicidade OR (95%IC)

GSTM1
nulo 20 (13,2%) 58 (38,4%)

0,85 (0,42-1,75)
presente 21 (13,9%) 52 (34,4%)
GSTT1
nulo 9 (6,0%) 27 (18,0%) 0,85 (0,36-2,01)
presente 32 (21,3%) 82 (54,6%)
GSTP1Ala ™ val
Ala/Ala 31 (22,3%) 92 (66,1%) 2,97 (1,03-8,58)
Ala/Val + Val/Val 8 (5,7%) 8 (5.7%)
GSTP1lle ®val
le/lle 19 (12,3%) 49 (31,8) 0,89 (0,43-1,82)
lle/Val + Val/Val 22 (14,2%) 64 (41,5%)

GSTM1 e GSTT1 nulos significa que sdo homozigotos para a delecgdo

A associacdo dos genotipos GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0 ndo mostrou tendéncia
para aumentar o risco de toxicidade hematoldgica (OR = 0,86; 95% IC=0,51-1,46).
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6 - DISCUSSAO

As enzimas Glutationa S-transferases estdo envolvidas no metabolismo de uma
larga variedade de potenciais compostos carcinogénicos exogenos e endogenos e no
metabolismo de farmacos. Torna-se biologicamente pausivel que gendtipos com
diferentes niveis de actividade possam associar-se a uma varia¢do da susceptibilidade
para 0 cancro da mama, do progndstico e da resposta a terapéutica (Helzlsouer et al,
1998; Saxena et al, 2009). Verificou-se que os polimorfismos dos genes GSTML,
GSTT1 e GSTP1 estdo reconhecidamente envolvidos na resposta as espécies de
oxigénio reactivas e aos produtos de peroxidacgdo lipidica, que resultam de tratamentos
como a quimioterapia e a radioterapia e por isso, em alguns trabalhos, tém sido
associados a uma alteracdo no risco de morte e recorréncia a seguir a um tratamento do
cancro da mama.

Grande parte dos estudos realizados sobre polimorfismos € do tipo caso-
controlo, em que o risco relativo pode ser determinado pelo quociente OR (odds ratio),
que representa o grau de magnitude desta associacdo e da uma importante informacéo
sobre a causalidade e a definicdo de risco atribuivel a um determinado factor de risco.

Este estudo caso-controlo foi realizado numa populagdo portuguesa, de raga
caucasiana, maioritariamente da regido Centro do Pais, com 275 mulheres com cancro
da mama e um grupo controlo constituido por 276 mulheres sem patologia oncoldgica
conhecida.

A distribuicdo da frequéncia genotipica e alélica no grupo controlo e no grupo de
doentes em relacdo aos polimorfismos GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0 ndo foi diferente da
esperada em relacdo a outras populacbes: em relacdo ao gendtipo GSTM1*0/0,
encontrou-se uma frequéncia de 47,8% e de 53,0%, respectivamente, sendo idéntica a
descrita na literatura, que refere que 20 a 56% dos individuos de raca caucasiana tém
falta de actividade da enzima GSTML1 (Pavanello et al, 2000, Krajinovic et al, 2001;
Vogl et al, 2004; Egan et al, 2004).

Neste grupo de mulheres, a frequéncia genotipica de GSTT1*0/0 no grupo
controlo e nas doentes foi de 23,1% e 25%, respectivamente. Este valor € idéntico ao
referido na literatura:14 a 49% dos individuos caucasianos tém deleccdo homozigotica
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no gene GSTT1 (Pavanello et al, 2000; Krajinovic et al, 2001; Egan et al, 2004; Steck
et al, 2007).

Os polimorfismos no gene GSTP1, com alteracdo do aminoacido na posicao 105
da isoleucina pela valina, ou na posi¢do 114 com substituicdo da Alanina pela Valina,
fazem com que estas substituicdes, embora com aminoacidos do mesmo grupo quimico
(grupo 1), possa ter importancia por limitar o livre acesso do substrato ao local da
enzima necessario para a conjugacdo com a glutationa e por interferir com a sua
termoestabilidade (Saxena et al, 2009).

Na literatura sdo referidas frequéncias genotipicas para GSTP1Ile’®Val de 50 a
66% em homozigotia para o alelo comum GSTP1'®lle/lle, 30-43% para
GSTP1'®lle/Val e 5 a 9% em homozigotia para a variante alélica GSTP1'®Val/Val
(Dirven et al, 1994; Sweeney et al, 2000; Krajinovic et al, 2001; Egan et al, 2004; Steck
et al, 2007). Neste estudo verificou-se que as frequéncias genotipicas deste
polimorfismo na populagéo controlo e no grupo das doentes, foram para GSTP1'%lle/lle
de 34,7% e 39,6%, para GSTP1'®lle/Val de 45,6 e 49,0% e para GSTP1'®Val/Val
17,3% e 10,5%, respectivamente, ou seja os resultados ndo diferem significativamente
em relacdo ao descrito para outras populacdes caucasianas.

Na literatura encontram-se muito menos referéncias em relacdo ao polimorfismo
do gene GSTP1Ala'**val. Emburgh et al (2008) no seu estudo referem uma frequéncia
genotipica num grupo controlo e num grupo de doentes com cancro da mama, em
mulheres de raca caucasiana, de 84% e 87,5% para GSTP1'*Ala/Ala, 12,2 e 14,5% para
GSTP1'™“Ala/Val e 0,2 e 0,5% para GSTP1'*Val/Val, respectivamente. Neste estudo
encontrou-se uma frequéncia genotipica para o grupo controlo e de doentes de 73,5% e
83,2% para GSTP1'*Ala/Ala, de 4,3 e 7,2% para GSTP1'**Ala/Val e 2,1% e 1,8% para
GSTP1'*Vval/Val, respectivamente.

Os estudos sdo mais controversos quanto a relacdo entre os polimorfismos de
GSTM1, GSTT1 e GSTP1 e a susceptibilidade para cancro da mama. Vogl Florian D. et
al (2004) fizeram um dos maiores estudos de investigagdo sobre susceptibilidade para
cancro da mama, relacionada com polimorfismos dos genes GSTs. Apresentaram dados
de sete estudos caso-controlo que foram englobados no International Collaborative
Study on Genetic Susceptibility to Environmental Carcinogens, englobando 2 048 casos
com cancro da mama e 1 969 controlos. O estudo concluiu que os polimorfismos nos
genes GSTs ndo apresentavam um papel major na susceptibilidade para cancro da

mama. Os odds ratios (95% de IC) para cancro da mama ndo foram estatisticamente
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significativos: para GSTM1*0/0, (OR=0,98; 95% 1C=0,86-1,12) para GSTT1*0/0
(OR=1,11; 95% 1C=0,87-1,41) ou para GSTP1lle'®Val em heterozigotia (OR=1,01;
95% 1C=0,79-1,28) ou homozigotia (OR=0,93; 95% IC=0,62-1,38).

Zhong et al (1993) ndo encontraram associacdo dos genotipos nulos de GSTM1
ou GSTT1 com cancro da mama.

Helzlsouer et al (1998), referem um aumento de susceptibilidade para cancro da
mama associado ao genotipo GSTM1*0/0 (OR=2,10; 95% IC=1,22-3,64) e ao alelo Val
em GSTP1Ile!®Val (OR=1,97; 95% IC=0,77-5,02). Em relacdo ao genétipo GSTT1*0/0
verificaram aumento de risco, mas sem significado estatistico (OR=1,50; 95% IC=0,76-
2,95).

Saxena et al (2009) num estudo numa populacio do Norte da india com 413
doentes com cancro da mama e 410 controlos verificaram que havia um aumento de
risco para cancro da mama associado ao genotipo GSTM1*0/0 (OR = 2,28; 95% IC =
1,65-2,97) e & homozigotia para o alelo Val no gene GSTP1lle'®Val (OR=2,59; 95%
IC=1,67-4,39). Neste estudo ndo se encontrou associacao entre o gendtipo GSTT1*0/0 e
o risco global para cancro da mama (OR=1,04; 95% IC = 0,76-1,59).

No nosso estudo tipo caso-controlo verificou-se que o genétipo GSTM1*0/0
esteve associado a um risco de cancro da mama de 1,24 vezes, mas esta diferenca néo
foi estatisticamente significativa (OR = 1,24; 95% IC = 0,88-1,74). O gendtipo
GSTT1*0/0 associou-se a um aumento de risco para cancro da mama de 1,12 vezes, mas
também sem significado estatistico (OR=1,12; 95% IC = 0,75-1,65).

Em relacdo ao polimorfismo GSTP1Ala'**Vval, os genétipos GSTP1'**Ala/Val e
GSTP1"*Val/Val surgiram associados a um aumento de risco de 1,22 vezes para cancro
da mama, contudo esta diferenca néo teve significado estatistico (OR = 1,22; 95% IC =
0,65-2,30).

Em relacdo ao polimorfismo de GSTP1lle'®Val, o genétipo GSTP1'%Val/Val
associou-se a uma menor susceptibilidade para cancro da mama, quando comparado
com o0s genétipos GSTP1'®1le/Val e GSTP1*®Ile/lle (OR = 0,55; 95% IC = 0,33-0,90).
Inversamente, a presenca de pelo menos um alelo lle (em homozigotia ou heterozigotia)
associa-se a um aumento do risco para cancro da mama de 1,82 vezes em relacéo as
mulheres com genétipo GSTP1'®Val/Val (OR=1,82; 95% IC = 1,11-2,99; p<0,02).
Confirmando os dados anteriores, a comparacdo das distribuicdes alélicas do

polimorfismo GSTP1lle'®Val entre as doentes e os controlos revelou um aumento da
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frequéncia do alelo Ille na populagcdo com cancro da mama (64,6% vs 58,8%) com
OR=1,28 (95% IC =1,00-1,63; p=0,05).

Alguns trabalhos publicados mostraram uma maior influéncia dos polimorfismos
no risco de cancro da mama nas mulheres pos-menopausicas, homeadamente quando
apresentavam o gendétipo GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0 (Helzlsouer et al, 1998; Amorim et
al, 2002). Ambrosone et al (1995), num estudo caso-controlo com um grupo de 216
doentes com cancro da mama e 282 controlos de uma populacdo pds-menopausica,
verificaram que ndo houve aumento de risco associado ao gendtipo GSTM1*0/0
(OR=1,10; 95% IC = 0,73-1,64). SO se registou um aumento de risco para cancro da
mama com o gen6tipo GSTM1*0/0 nas mulheres com menos de 58 anos na altura do
diagndstico, mas este aumento nao teve significado estatistico (OR=2,44, 95% 1C=0,89-
6,64).

Dunning et al (1999) verificaram que havia uma associacdo entre 0S
polimorfismos e o risco de cancro da mama se as doentes apresentassem o genoétipo
GSTM1*0/0 na pbs-menopausa (OR=1,33; 95% IC=1,01-1,76) e o alelo Val no
polimorfismo GSTP11le'®Val (OR=1,60; 95% IC = 1,08-2,39). Ndo houve associacéo
com o genotipo GSTT1*0/0.

No nosso estudo verificou-se que nas mulheres poés-menopausicas 0 gendtipo
GSTM1*0/0 esteve associado a um aumento de risco para cancro da mama de 1,34
vezes, com valores proximos da significancia estatistica (OR=1,34; 95% IC= 0,90-
2,00). Esta associacdo ndo se verificou nas mulheres pré-menopausicas (OR= 0,76; 95%
IC=0,38-1,55). Em relacdo ao gen6tipo GSTT1*0/0, verificou-se que havia um aumento
de risco para cancro da mama de 1,44 vezes nas mulheres pré-menopausicas e 1,26
vezes na pos-menopausa, mas sem significado estatistico (OR = 1,44; 95% IC = 0,59-
3,53 e OR =1,26; 95% IC = 0,79-2,02, respectivamente).

O estudo sobre a associacdo de diferentes polimorfismos e o risco para cancro da
mama também ndo é conclusivo nos diversos trabalhos publicados. Saxena at al (2009)
concluiram que a combinagio de gen6tipos considerados “de risco” - GSTP1'®lle/Val e
GSTP1'®™Val/Val e os genétipos GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0 - resultou hum aumento de
risco para cancro da mama em quatro vezes (OR = 4,02; 95% IC = 1,99-8,51).
Helzlsouer et al (1998) no seu estudo encontraram um aumento de risco para cancro da
mama de 3,77 vezes com a associacdo dos genotipos GSTM1*0/0, GSTT1*0/0 e
GSTP1'®1le/Val e GSTP1'®Val/Val (OR=3,77; 95% IC = 1,10-12,88).

65



Na nossa populacdo a associacdo de diferentes polimorfismos ndo aumentou o
risco para cancro da mama de forma significativa do ponto de vista estatistico. Apenas
quando se associaram 0s genotipos GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0 se verificou um aumento
de risco para cancro da mama de 1,17 vezes (OR=1,17, 95% 1C=0,91-1,49), proximo do
significado estatistico.

Apobs pesquisa bibliografica verificou-se que sdo muito escassos 0s estudos
publicado sobre a relagdo entre os polimorfismos de GSTM1, GSTT1 e GSTP1 com o0s
diversos factores de prognoéstico do cancro da mama. Ha trés trabalhos que relacionaram
estes polimorfismos com mutacGes no gene TP53: Nedelcheva et al (1998),
Gudmundsdottir et al (2001) e Emburgh et al (2007) concluiram que as doentes com
alelo Val em GSTP1lle'®Val tinham mais mutacdes no gene TP53, que doentes com
gendtipo lle/lle (p=0,055). Nedelcheva et al (1998) verificaram também que as
mulheres com o alelo Val tinham mais ganglios negativos (p=0,0004) e que os ganglios
positivos eram mais frequentes nas doentes que tinham os genétipos GSTM1*0/0 e
GSTT1*0/0 (p=0,05). Emburgh et al (2007) n&o verificaram qualquer relagdo com o
gendtipo GSTM1*0/0. Gudmundsdottir et al (2001) concluiram igualmente que as
doentes com cancro da mama apresentaram mais mutacGes no gene TP53, quando
tinham o gen6tipo GSTT1*0/0 (p=0,019).

A deteccdo intra-celular da proteina TP53 por imuno-histoquimica correlaciona-
se com a presenca de mutac6es no gene TP53. Ha diversos trabalhos sobre o gene TP53
e outros cancros (pulmao, doencas hematoldgicas), que associam a mutacdo deste gene
com polimorfismos genéticos em enzimas de metabolismo.

Neste contexto, seria interessante avaliar a eventual interferéncia dos
polimorfismos com o estadiamento e com algumas caracteristicas bioldgicas,
consideradas factores de prognéstico para a doenca, nomeadamente a invasdo
ganglionar, o grau de diferenciagdo do tumor, receptores hormonais, sobreexpresséo do
HERBB2, Ki67, p53 e invaséo linfo-vascular.

Ao comparar os estadios menos graves 0/l e 1l com os estadios I11/IV para os
diferentes gendtipos, verificou-se que ndo havia diferenca estatisticamente significativa,
embora se tenha registado uma tendéncia para a associacdo do genétipo GSTM1*0/0
com estadios mais avangados (OR=1,23; 95% 1C=0,62-2,42).

No nosso estudo, o genétipo GSTM1*0/0 foi o que apresentou maior
interferéncia com os parametros avaliados: maior tendéncia para se associar a ganglios

axilares positivos (OR=1,49; 95% 1C=0,89-2,50), receptores de progesterona negativos
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(OR=1,24; 95% IC=0,72-2,13); aumento de 3 vezes no risco dos tumores serem TP53
positivos (OR=3,00; 95% I1C=1,24-7,25; p=0,02) e um aumento de risco de 3,17 vezes
dos tumores serem Ki67 positivos (OR=3,17; 95% 1C=1,06-9,52; p<0,04). Este
gendtipo apresentou ainda um risco maior dos tumores serem ERBB2 positivos, embora
sem significado estatistico (OR=1,48; 95% 1C=0,78-2,81). Em relacdo ao polimorfismo
de GSTP1Ile'®Val, em heterozigotia ou homozigotia com o alelo Val, verificou-se um
aumento de 1,54 vezes de sobreexpressdao de ERBB2 (OR=1,54; 95% 1C=0,80-2,97) e
um aumento de 1,53 vezes de invaséo linfo-vascular (OR=1,53; 95% 1C=0,80-2,92).

Quer a radioterapia quer a quimioterapia exercem o seu efeito antineoplasico
gerando ROS (reactive oxygen species). Em muitos casos, estas substancias causam
morte celular, e a quantidade de espécies reactivas que atingem o tumor e que tém efeito
citotoxico directo ou que interferem com as vias intracelulares de apoptose, tém
provavelmente um impacto inicial e imediato na eficacia do tratamento. Assim, a
variabilidade inter-individual nas enzimas que irdo afectar os niveis dos ROS tera
provavelmente influencia o prognéstico apos tratamento (Ambrosone et al, 2001). A
falta de actividade destas enzimas faz com que esteja reduzida a remocao dos produtos
organicos secundarios da oxidacdo produzidos pela terapéutica instituida para o cancro
da mama e portanto, melhor resposta a terapéutica, mas eventualmente mais efeitos na
toxicidade (Ambrosone et al, 2001).

A pesquisa sobre artigos publicados sobre esta matéria ndo permitiu encontrar
nenhum trabalho com os citostaticos mais usados no tratamento do cancro da mama.
Apenas foram encontradas algumas referéncias sobre o efeito dos polimorfismos na
eficacia terapéutica ou na toxicidade com poucos farmacos e a maioria ndo é usada no
tratamento desta doenca.

Este estudo teve também como objectivo avaliar se havia diferencas no risco de
toxicidade hematoldgica em relacdo aos diferentes polimorfismos genéticos de GSTP1,
GSTT1 e GSTPL. Foi avaliado este tipo de toxicidade por ser dos mais frequentes e dos
mais graves.

Os dados confirmam que podera haver interferéncia dos polimorfismos
genéticos na toxicidade e no resultado do tratamento com quimioterapia. Nas doentes
com cancro da mama que fizeram quimioterapia, verificou-se que as mulheres com o
alelo Val em heterozigotia ou homozigotia no gene GSTP1Ala'**Val apresentaram um
risco 2,97 vezes maior de toxicidade (OR=2,97; 95% 1C=1,03-8,58).
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N&o houve diferencas estatisticamente significativas em relagdo aos outros
genotipos.

De uma forma geral, podemos concluir que a presenca dos genotipos
GSTM1*0/0 e GSTT1*0/0 se associaram a uma tendéncia para aumento de
susceptibilidade para cancro da mama (OR=1,24; 95% IC = 0,88-1,74 e OR=1,12; 95%
IC =0,75-1,65, respectivamente). O genétipo GSTM1*0/0 apareceu mais associado com
tumores TP53 positivos, Ki67 positivos, receptores de progesterona negativos, ganglios
positivos e sobreexpressao de ERBB2.

O alelo Val em homozigotia ou heterozigotia de GSTP1Ala''*Val esteve mais
relacionado com toxicidade hematoldgica.

Os valores do odds ratio com significado estatistico foram baixos (variaram
entre 1,28 e 3,17), 0 que esta de acordo com os valores descritos na literatura para
polimorfismos associados a outras doencas complexas, como outras neoplasias, diabetes

ou doencas cardio-vasculares.
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7 - Perspectivas Futuras

Alguns polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 podem ser
marcadores de susceptibilidade, de prognostico ou de toxicidade no cancro da mama.

Estes resultados sdo preliminares e no futuro decerto surgirdo novos trabalhos
que poderdo ser mais conclusivos, nomeadamente se assentarem em amostras mais
extensas e com outras populacbes. Poderda ter interesse desenvolver estudos
prospectivos para avaliacdo da resposta a quimioterapia, a toxicidade, e marcadores de
prognostico (com estudo da sobrevivéncia).

Vérios autores tém associado a sobreexpressdao de algumas GSTs, em particular
da GSTr a resisténcia natural e adquirida a varias drogas citostaticas, como o0s agentes
alquilantes. De facto, verifica-se que hd uma sobreexpressdo destas enzimas em
tumores, quando comparados com tecidos normais, e um nivel plasméatico mais elevado
em doentes com cancro pelo que, as GSTs sao consideradas marcadores de cancro. Este
principio constitui 0 enquadramento para a pesquisa de inibidores das GSTs e de pro-
drogas citotoxicas activadas pelas GSTs.

A primeira geracdo de inibidores das GSTs incluiu o &cido etacrinico que
mostrou uma acgdo potente in vitro, mas a perda de especificidade de isoenzimas e 0s
seus efeitos colaterais como diurético, fez com que ndo fosse usado na clinica (Gaté et
al, 2001). Surgiram entdo novos inibidores das GSTs incluindo analogos da glutationa,
que mostraram mais especificidade e menor toxicidade. Mais recentemente foi
produzido o TER 199 que inibe especificamente a GSTrte o TER 286. Também,
recentemente, tém sido investigados os mecanismos moleculares envolvidos na resposta
celular aos inibidores das GSTs e usado técnicas para examinar a expressao genética e
identificar os novos genes induzidos por estes agentes (Tew et al, 1997).

No futuro podera ser feita a determinacdo dos polimorfismos do gene GSTP1
para cada doente e estes poderdo funcionar como marcadores para a utilizacdo dos
inibidores especificos que estdo a ser desenvolvidos.

A utilizacdo de microarrays ir4 dar um forte contributo na determinacdo de
centenas ou milhares de SNPs em estudos de associagéo, definindo alelos de risco e do
perfil de polimorfismos, 0 que ajudara a fazer uma avaliagao do risco e do prognostico e
a definir estratégias de prevencgdo e terapéutica de véarias doengas, como o0 cancro da

mama.
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9- APENDICE

Abreviaturas utilizadas e palavras que ndo existem na lingua portuguesa

Algumas palavras e expressdes que ndo existem na lingua portuguesa foram
utilizadas uma vez que séo de dificil tradugdo, de uso comum na linguagem cientifica
corrente e empregues com o mesmo sentido na lingua anglo-saxénica.

As unidades de medida foram baseadas no Sistema Internacional de Unidades.

¢X174/Haelll - plasmideo $X174 digerido com a enzima de restricdo n°3 com origem

na Haemophilus aegyptius

X2 - Qui-quadrado

ul - microlitro

uM - micromolar

* colocado apds o simbolo do gene, representa um alelo
3’ - extremidade hidroxilo livre da cadeia de DNA

5’ - extremidade fosfato livre da cadeia de DNA

A - adenina

Acil - enzima de restricdo

APS - persulfato de aménio

C - citosina

cDNA - DNA complementar, obtido através do RNA por transcrigdo reversa
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CYP1A1 - cytochrome P450, subfamily 1A, polypeptide 1 (gene do citocromo P450
1A1)

CYP2D6 - cytochrome P450, subfamily 11D, polypeptide 6 (enzima citocromo P450
2D6)

cm - centimetro
dATP - desoxiadenosina 5’ trifosfato
dCTP - desoxiticitidina 5’ trifosfato

dTTP - desoxitimidina 5’ trifosfato

dl - decilitro

DMSO - dimetilsufoxido

DNA - deoxyribonucleic acid (o mesmo que DNA, &cido desoxirribonucleico)
dNTPs - deoxynucleotide triphosphates (desoxirribonucleésidos 5’ trifosfato)
dp - desvio padréo

DTT - ditiotreitol

EUA - Estados Unidos da América

EDTA - etilenodiaminotetracetic acid (&cido etilenodiaminotetraacético)

EX - exdo

fig. - figura

G - guanina

gr - grama

GSTML - glutathione S-transferase, mu-1 (enzima glutationa S-transferase M1)
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GSTMI “nulo”- gendtipo caracterizado pela inactivacdo de ambos os alelos do gene
GSTM1

GSTP1 - glutathione S-transferase, pi-1 (enzima glutationa S-transferase P1)
GSTT1 - glutathione S-transferase, theta-1 (enzima glutationa S-transferase T1)

GSTT1 “nulo”- gendtipo caracterizado pela inactivacdo de ambos os alelos do gene
GSTT1

h - hora

HET - heterozig6ticos

IC - intervalo de confianca de 95%

IL8 - interleucina 8 (gene da interleucina 8)
INT - intrdo

Kb - Kilobases

kd - Kilodalton

Locus - determinado local de um cromossoma em que se encontra um gene
Loci - plural de locus

LOH - perda de heterozigotia

M - molar

mg - miligrama

min - minuto

mL - mililitro

mM - milimolar
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ng - nanograma
nm - nanometro
°C - graus centigrados

NADP - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma oxidada) (4-

metilnitrosamina) - 1 (3-piridil butanona)
NADPH - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida)

OR - odds ratio (termo estatistico que traduz o risco conferido por uma determinada
condig&o, calculado por estudos retrospectivos; >1, risco aumentado; <1, risco
diminuido; =1, risco igual)

p - primer, probabilidade de um erro estatistico do tipo 1; braco curto de um

cromossoma
PAH - hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

pb - pares de bases

PBS - tampado fosfato salino

PCR - polymerase chain reaction (reaccédo de polimeriza¢do em cadeia)

Primer - oligodesoxirribonucledtido utilizado em reac¢des de PCR para iniciar a

polimerizagéo.

g - brago longo de um cromossoma

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism
rpm - rotagdes por minuto

s - segundo

SDS - dodecil sulfato de sédio

83



SNPs - single nucleotide polymorphisms
Splicing - processamento do RNA mensageiro, por remoc¢éo de sequéncias intrénicas
T - timina

Tag DNA polymerase - polimerase termoresistente do DNA com origem na Thermus

aquaticus

TAE - tampéo tris acetato

TBE - tampdo tris borato-EDTA

TE - tampdo tris-HCL e etileno-diamina
TEMED - N,N,N’,N’ - tetrametil etileno-diamina
TLE - tampdo de lise dos eritrocitos

TLN - tampdo lise de nucleos

U - unidade

U.V. - ultravioleta
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10 - ANEXOS

| - Estadiamento da OMS

Il - Critérios de toxicidade hematoldgica da ECOG
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