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RESUMO

Cancer de mama, doenca incomum antes dos 35 anos, mas de incidéncia crescente
apods esta idade, € a principal neoplasia entre as mulheres no mundo. No Brasil, o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima para 2014 o surgimento de 57.120
novos casos com 13.225 ébitos. Durante a evolugdo, a espécie humana se tornou
capaz de metabolizar um grande numero de compostos quimicos que podem causar
danos a saude. O equilibrio entre as taxas de absorcdo e eliminacdo destes
compostos tem um papel importante na prevencdo de danos no DNA e,
consequentemente, no desenvolvimento tumoral. Polimorfismos em enzimas que
promovem conjugacéao, fundamentais na homeostasia celular, como as glutationa-S-
transferases (GSTs), e seu papel na suscetibilidade a diversas neoplasias tém sido
extensivamente investigados. Dentre os genes desta superfamilia mais investigados
encontram-se GSTM1 e GSTT1, os quais sado polimoérficos por delegdo. As quinonas
sdo uma classe de compostos organicos derivados de hidrocarbonetos aromaticos,
encontradas em varios sistemas bioldgicos. Envolvida no metabolismo das
quinonas, a enzima NAD(P)H:quinonaoxidorredutase 1 (NQO1) € uma redutase que
participa na protegdo contra efeitos toxicos de drogas anti-cancerigenas, realiza a
ativacao de certas quinonas antitumorais e esta envolvida na defesa contra formas
reativas de oxigénio. O gene que codifica para esta enzima (NQO1) possui um
polimorfismo genético de base unica (C609T) (rs1800566) que ocasiona a perda de
sua fungcdo. Como as enzimas codificadas pelos genes acima descritos s&o
importantes para a homeostasia celular, torna-se claro que a auséncia ou diminui¢cao
de suas atividades pode levar a um aumento na toxicidade e na suscetibilidade ao
desenvolvimento de tumores malignos, como aqueles da mama. Dentro deste
contexto, este trabalho objetivou analisar mutagdes nos genes GSTM1, GSTT1 e
NQO1l em pacientes com cancer de mama e em controles livres de neoplasia
mamaria na busca por marcadores relacionados a suscetibilidade, progndstico e
resposta terapéutica. Amostras de sangue periférico de 121 pacientes com
diagnostico confirmado e de 151 controles, tiveram seus DNAs gendmicos extraidos
e amplificados por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) Multiplex ou seguida por
analise do fragmento de restricdo (RLFP). Os resultados foram analisados em gel de
poliacrilamida 10% e corados com nitrato de prata. A analise do estudo de
associacgao foi realizada através do calculo da Odds Ratio (OR), com Intervalo de
Confianga a 95% (IC=95%) e para a comparagdo entre os parametros
histopatoldgicos, clinicos, de progndstico e terapia com os dados genéticos foram
utilizados os testes Qui-Quadrado de Pearson e correlagédo de Spearman. O estudo
de associacdo caso-controle ndo indicou associagdes positivas ou negativas entre a
presenca das variantes polimérficas e a suscetibilidade ao cancer de mama.
Também ndo foram observadas diferengas nas distribuicbes genotipicas quando
foram avaliados os parametros prognésticos (grau nuclear, tamanho de tumor,
presenca de metastase em linfonodo e/ou a distancia e subtipos caracterizados



segundo o perfil de imunohistoquimica). Adicionalmente, os parametros relacionados
com resposta terapéutica (sobrevida e recidiva) também n&o demonstraram
resultados significativos apés um periodo de seguimento a curto prazo (18 meses).
Deste modo, na amostra do presente trabalho, os genes GSTM1, GSTT1 e NQO1
nao se mostraram candidatos a marcadores moleculares de suscetibilidade,
progndstico ou sobrevida no cancer de mama.

Palavras chave: Cancer de mama. Polimorfismos genéticos. GSTM1. GSTT1. NQO.
Suscetibilidade. Prognéstico.Ssobrevida.
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short-term therapeutic response of breast cancer. 2014. 64 p. Dissertation (Master’s
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ABSTRACT

Breast cancer, an uncommon disease before 35 years, but of increasing incidence after
this age, is the leading neoplasia between women worldwide. In Brazil, the Instituto
Nacional do Céancer (INCA) estimates by 2014 the onset of 57,120 new cases with
13,225 deaths. During evolution, human species has become able to metabolize a large
number of chemical compounds that accumulate in cells and may cause damage to
health. The balance between absorption and elimination rates has a pivotal role in the
prevention of DNA damage and, consequently, in tumor development. Genetic
polymorphisms in enzymes that promote conjugation, essential in cell homeostasis, such
as Glutathione-S transferases (GSTs), and its role in susceptibility to various cancers,
has been widely investigated. Among most investigated genes of this superfamily are
GSTM1 and GSTT1, which are polymorphic by deletion. Quinones are a class of organic
compounds derivatives of aromatic hydrocarbons found in many biological systems.
Engaged in the metabolism of quinones, NAD(P)H enzyme: quinonaoxidorredutase 1
(NQO1) is a reductase that protects against toxic effects of anti-cancer drugs. NQO1
gene has a single nucleotide polymorphism (C609T) that leads to a reduced enzyme
activity. As the enzymes encoded by these genes hold an important function in cellular
homeostasis, it is clear that absence or reduction of their activities may lead to increased
toxicity and susceptibility to development of malignant tumors, such as those of breast. In
this context, this study aimed to analyze mutations on genes GSTM1, GSTT1, NQOL1 in
patients with breast cancer and breast cancer-free controls, in the search for markers
related to susceptibility, prognostic and therapeutic response for breast cancer.
Peripheral blood samples from 121 patients with confirmed diagnosis and 151 controls
had their genomic DNA extracted, and amplified by methods based on polymerase chain
reaction (PCR). Results were analyzed on 10% polyacrylamide gel and stained with
silver nitrate. Analysis of the association study was performed by calculating Odds Ratio
(OR) with 95% confidence interval (Cl = 95 %) and comparison between
histopathological, clinical, prognostic and therapeutic parameters was performed using
the chi-square test and the Spearman correlation coefficient. Case-control study did not
indicate positive or negative associations between the presence of polymorphic variants
and breast cancer susceptibility. Any differences were observed in genotype distribution
when prognostic parameters were analyzed (nuclear grade, tumor size, presence of
lymph node and/or distant metastasis and subtypes characterized according to the
immunohistochemical profile). Additionally, the parameters related to therapeutic
response (survival and recurrence) also showed no significant results after short period
of follow-up (18 months). Thus, in this sample, GSTM1, GSTT1 and NQO1 genes were
not candidates for molecular markers of susceptibility, prognostic and survival in breast
cancer.

Key words: Breast cancer. Genetic polymorphisms. GSTM. GSTT. NQOL.
Susceptibility. Prognostic. Survival.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figural - Perfil eletroforético para os polimorfismos dos genes GSTM1
L3S T I 29
Figura 2 — Perfil eletroforético para o polimorfismo rs1800566 do gene



Tabela 1 -

LISTA DE TABELAS

Iniciadores e condigdes de amplificacdo para os genes

candidatos (NQO1, GSTM1 e GSTT1)



%

pmol
°C
CYP1A1*2
A

DNA
dNTP
FANCD2
FISH
GSTs
GSTM1
GSTT1
HER2
IARC
INCA
KCI
Ki67
LEAP
MgCl,
min

mL

mM
NQO1
pb

PCR
pH
pmol
RE
RFLP
RP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

porcentagem

Micromolar

Graus Celsius

Gene 1A1 alelo 2A do citocromo P450

Acido Desoxirribonucleico

Desoxirribonucleotideo trifosfatado

Proteina D2 da anemia de Fanconi

Hibridizag&o in situ por fluorescéncia

Glutationa S-Transferases

Gene M1 da familia das Glutationa S-transferases
Gene T1 da familia das Glutationa S-transferases
Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico Humano tipo 2
Agencia Internacional para Pesquisa sobre Cancer
Instituto Nacional do Cancer

Cloreto de Potassio

Antigeno Ki67

Laboratério de Estudos e Aplicagdes de Polimorfismos de DNA
Cloreto de Magnésio

Minuto

Mililitro

Milimolar

NAD(P)H: quinona oxido-redutase 1

Pares de bases

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Potencial hidrogeniénico

Picomolar

Receptor de estrogeno

Tamanho do Fragmento do Comprimento de Restrigao

Receptor de progesterona



SNPs
TNM
TP53

uiCC
WHO

Polimorfismos de nucleotideo unico
Tumor-Nodulo-Metastase

Gene Supressor Tumoral p53 (humano)
Unidade

Unido Internacional de Controle ao Cancer

Organizacao Mundial da Saude



1.1
1.2
1.3
1.4

1.5

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6

3.7
3.8

SUMARIO

INTRODUGAO . ...
O CANCER DE MAMA.... .ot e e
TRATAMENTO DO CANCER DE MAMA ......cviiiiiieeeiiiee e
ENzIMAS DE METABOLIZAGAO E SUSCETIBILIDADE AO CANCER..............
SUPERFAMILIA DAS GLUTATIONA S-TRANSFERASE - GENES

(1S 1Y N = 1 o S REEPPUR
FAmiLIA DAS NAD(P)H OXIREDUTASES — GENE NQO1........ooovvviinee.

OB UIET IV O e,
OBUETIVO GERAL .ttt e e ae e
OBUETIVOS ESPECIFICOS .. ceeeeeeee e

MATERIAL E METODOS ...
CARACTERIZACAO DA AMOSTRA ...uniiiieeeeee e et et e e et e e e eeans
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ....uvvvvvuuuusesaessnnseannsenssnsnnnnsssssnnnnnnnnnnnnne
COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO E ANALISE HISTOPATOLOGICA ...........
EXTRACOES DE DNA GENOMICO .....uiiiieeiiieeeee e
REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiines
ANALISE DA PRESENCA/AUSENCIA EM HOMOZIGOSE DOS GENES

GSTMT E GSTT et e et e e e e e e eeanans
ANALISE DO POLIMORFISMO RS1800566 DO GENE NQO1 ....................
ANALISE ESTATISTICADOS DADOS.......cciiiiiieeeieeceeeee e

RESULTADOS ...ttt e e e e e e
ARTIGO CIENTIFICO - “Polimorfismos nos genes
GSTM1, GSTT1 e NQO1l néao estdao associados a
suscetibilidade, progndstico e sobrevida nas pacientes

portadoras de cancer de mama” ...........cccceeeeeeeeeieeiiiiiiee e,



5 CONCLUSOES . ...t 55

6 CONSIDERAGCOES FINAIS ..., 56
REFERENCIAS . ...ttt te et eaeeaeeteeee e 57
N =5 TR 63

ANEXO A - Comité de ética em pesquisa envolvendo seres humanos.............. 64



14

1 INTRODUCAO

O céancer é uma doenga associada a alteragbes genéticas multiplas,
que se origina a partir de uma célula normal que acumulou mutagdes apos
sucessivas divisées celulares num processo de evolugao clonal (Cavenee and White
1995). Em geral, as mutagdes incluem alteragées de sequéncia, perdas, ganhos e
rearranjos em diversos genes, a maioria relacionadas ao controle e progressao do
ciclo celular (Koch and Nasmyth 1994).

Os canceres humanos sdo, na sua maioria, de origem somatica
resultantes da interagdo de fatores genéticos e ambientais (Perera 1997). Cerca de
5% a 10% sao hereditarios, provenientes de mutagdes que sao transmitidas através
da linhagem germinativa (Fearon 1997). Dessa forma, o cancer € uma doenca
genética e a identificacao e a caracterizagcao dos genes envolvidos na sua origem e
progressao é fundamental para a compreensédo das bases moleculares da doenga
(Parmigiani and Camargo 2004).

O surgimento e a progressao neoplasica sao caracterizados por
alteragbes em dois grupos principais de genes: os proto-oncogenes e 0s genes
supressores tumorais (Chang, Syrjanen et al. 1995; Hanahan and Weinberg 2000).
Genes associados aos mecanismos de reparo aos danos do DNA sao considerados
como um terceiro grupo, que pode atuar direta ou indiretamente no processo da
carcinogénese (Hoeijmakers 2001).

Os proto-oncogenes s&o genes celulares normais que atuam no
controle positivo do crescimento e diferenciacao celular (Irish and Bernstein 1993).
Podem tornar-se oncogenes por meio de mutagdes resultantes da exposi¢ao aos
carcinégenos, radiacdo ou através de infecgbes virais. A ativagcdo desses genes
ocorre por translocagdes cromossdmicas, amplificagdes génicas ou mutagdes de
ponto, e alteragdes em um unico alelo séo suficientes para a transformagao maligna
da célula. Como consequéncia levam a uma proliferagao celular anormal, podendo
resultar na transformagao tumoral (Knudson 1985).

Os genes supressores tumorais atuam como reguladores negativos
da proliferagdo celular (Knudson 1985). As proteinas codificadas por eles fazem
parte das vias de sinalizagao celular, retardando a progressao do ciclo, bloqueando

a diferenciagdo ou induzindo a morte celular programada. Consequentemente,
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alteragdes genéticas que inativam estes genes poderiam levar a proliferacao
desordenada, caracteristica das células cancerosas (Weinberg 1991).

O céncer de mama é o tumor maligno mais diagnosticado em
mulheres, com mais de um milhdo de casos relatados anualmente em todo o mundo
(Yuan, Xu et al. 2011), o que tem levado a comunidade cientifica a desenvolver
inumeros estudos na busca por uma compreensao dos mecanismos envolvidos

nesta neoplasia.

1.1 O CANCER DE MAMA

Céancer de mama, doenca incomum antes dos 35 anos, mas de
incidéncia crescente apos esta idade, é a principal neoplasia entre as mulheres no
mundo, tendo sido projetado pela International Agency For Research on Cancer
(IARC), para o ano de 2012, a incidéncia de 1.676.633 casos, levando a morte
521.817 mulheres. No Brasil, o Instituto Nacional do Céancer (INCA), estima para
2014 o surgimento de 57.120 novos casos e o Obito de 13.225 mulheres.

Cerca de 98% das neoplasias malignas da mama sao carcinomas,
na sua grande maioria de origem nos ductos e uma pequena proporgao nos lobulos
(Bergh, Jonsson et al. 2001). Apos o diagnostico definitivo que se da através de
bidopsia, para o manejo clinico é levado em consideragdo a classificagao
histopatolégica, de acordo com os critérios internacionais estabelecidos pela
Classificagao Internacional de Tumores (WHO), o estadiamento baseado no Sistema
Tumor-Noédulo-Metastase (TNM) (Beahrs, Rubin et al., 1977; INCA/MS, 2007), dados
moleculares que podem ser obtidos por imunohistoquimica ou testes genéticos e
dados clinicos como idade, comorbidades e status menopausal, além da preferéncia
da prépria paciente.

O sistema TNM classifica as pacientes portadoras de carcinoma
invasor em quatro grupos, denominados estadio |, Il, lll e IV. Pacientes em estadio |
e Il sdo consideradas portadoras de doenca em fase inicial. Estadio Ill, de um modo
geral, trata-se de doenca localmente avancada. Doenca em estadio IV apresenta
metastase a distancia. Nos Estados Unidos, de acordo com o National Cancer
Institute, 61% dos casos de cancer de mama se apresentam com a doenca
localizada, levando a uma sobrevida de 98,6% em 5 anos. Ja a doenca metastatica

corresponde a 5% dos casos e a sobrevida em 5 anos é de apenas 24,3%.
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Os dados moleculares permitem dividir o carcinoma invasor em 4
subtipos, com diferente histéria natural e resposta ao tratamento. Esta classificacao
leva em consideragao o status dos receptores hormonais, a superexpressao do
receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2) e o marcador de
proliferacdo celular Ki67, sendo que este ultimo pode ser substituido pelo grau
tumoral para diferenciacdo dos subtipos luminal A e B no caso da sua néao
disponibilizagcdo de forma confiavel (Goldhirsch, Wood et al. 2011). Os 4 subtipos
sdo Luminal A, de melhor progndstico, definido como receptor de estrégeno (RE) e
ou progesterona (RP) positivo, HER2 n&o superexpresso e Ki67 baixo (<14%).
Luminal B possui prognostico intermediario, com RE e ou RP positivo e Ki67 alto
(>14%). Nao luminal apresenta HERZ2 superexpresso e receptores hormonais
negativos e por fim o subtipo Triplo-negativo que possui receptores hormonais

negativos e HER2 nao superexpresso (Goldhirsch, Wood et al. 2011).

1.2 TRATAMENTO DO CANCER DE MAMA

Conceitualmente, o tratamento do cancer de mama inclui o controle
da doencga local com cirurgia, radioterapia ou ambos, e o tratamento da doenca
sistémica com quimioterapia, terapia endocrina, terapia biolégica ou a combinagéo
destes. A escolha, tanto do tratamento local como sistémico, leva em consideragao
os dados citados anteriormente. Para pacientes que se apresentam com doenca
operavel ao diagnostico, ou seja, estadio | e I, e alguns casos selecionados de
estadio IlIA, o tratamento inicial normalmente € cirurgico, de preferéncia
conservador, ou seja ressecgao com margem segura apenas da lesdo tumoral,
seguido de radioterapia adjuvante, sem perda da eficacia em relagdo a mastectomia
radical (Arriagada, Le et al. 1996; Fisher, Anderson et al. 2002; Veronesi, Cascinelli
et al. 2002; Clarke, Collins et al. 2005).

Estudos mais recentes tém também trazido avancos em relacédo a
uma abordagem mais conservadora da axila. Previamente, a axila era tratada
rotineiramente de forma radical, com esvaziamento da cadeia linfonodal, levando a
importante comorbidade, podendo chegar a incapacidade fisica do membro superior
ipsilateral. Isto levou ao desenvolvimento da técnica de pesquisa do linfonodo
sentinela, que permitiu evitar a dissecgao axilar nas pacientes negativas, porém

manteve o0 esvaziamento axilar no caso de linfonodo sentinela positivo (Veronesi,
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Paganelli et al. 2003; Mansel, Fallowfield et al. 2006). O estudo ACOSOG Z0011
para pacientes com axila clinicamente negativa que irdo ser submetidos a cirurgia
conservadora da mama seguido de radioterapia adjuvante mostrou, em um
seguimento médio de 6,3 anos, que dissecg¢ao da axila pode ser omitida sem afetar
adversamente o progndstico, mesmo nos casos com a presenga de um ou dois
linfonodos sentinela positivo (Giuliano, Hunt et al. 2011; Goldhirsch, Wood et al.
2011).

Ja o tratamento sistémico adjuvante tem a finalidade de tratar
micrometastases e a selegcao das candidatas, assim como do tratamento, se baseia
no risco individual de recidiva, que leva em consideragdo os dados
anatomopatologicos, as caracteristicas bioldgicas do tumor e os dados clinicos. S&o
consideradas pacientes com alto risco de recidiva as que possuem uma das
seguintes caracteristicas: tumor maior do que 2 cm, linfonodos axilares positivos,
idade menor do que 35 anos, receptor hormonal negativo e HER2 positivo. As
pacientes com este perfil de doenga podem ser tratadas com quimioterapia
adjuvante (Goldhirsch, Wood et al. 2011). Pacientes consideradas de baixo risco de
recidiva possuem tumor menor do que 1 cm, linfonodos axilares negativos e subtipo
luminal A. Tais pacientes podem ser tratadas apenas com terapia enddcrina
adjuvante. Pacientes que nado se encontram nas duas categorias acima sé&o
consideradas de risco intermediario e a indicagdo de quimioterapia adjuvante deve
ser individualizada. Para ajudar na tomada de decisdo, ha disponivel no mercado
testes que analisam painéis de genes e de acordo com a sua expressao o risco de
recidiva é estabelecido (Paik, Tang et al. 2006; Knauer, Mook et al. 2010).

Independente do tratamento local ou dos demais tratamentos
sistémicos, a terapia enddcrina deve ser oferecida a todas as pacientes que
possuem tumores com receptor hormonal positivo. O beneficio deste tratamento ja
esta bem estabelecido na literatura médica, com redugao de 31% na taxa de morte
anual por cancer de mama nestas pacientes (Early Breast Cancer Trialists'
Collaborative 2005). E por fim, merece destaque o tratamento sistémico adjuvante
dos tumores HERZ2 positivo. Trata-se de uma glicoproteina transmembrana com
atividade de tirosina kinase que estda envolvida na diferenciacdo, adesdo e
mobilidade celular. Esta glicoproteina é produzida pelo proto-oncogene c-
erbB2/HER2/neu, cuja deteccdo aumentada, a nivel molecular ou protéico, confere

pior prognostico (Lin, Chen et al. 2010). A superexpressdo da proteina pode ser
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demonstrada pela imuno-histoquimica ou pela amplificagdo do gene por FISH
(Hibridizacdo in situ por fluorescéncia) (Sobin and Wittekind 2002).
Aproximadamente 25% dos tumores possuem a superexpressao desta glicoproteina.
A droga denominada trastuzumabe, um anticorpo monoclonal humanizado com
especificidade para o dominio extracelular do HER2, tem comprovado beneficio
clinico para esta populagdo de pacientes. Estudos clinicos multicéntricos
randomizados como o NSABP-B31, NCCTG N9831 demonstraram uma redug¢ao no
risco de recorréncia de 48% e uma redugao de 39% no risco de morte com o uso de
trastuzumabe por 12 meses em pacientes com tumores maior do que 1 cm e HER2
superexpresso, independente das demais caracteristicas (Perez, Romond et al.
2011).

Nas pacientes que se apresentam com tumores localmente
avancado, ou seja, estadio clinico Ill, que necessitam redugdo tumoral para
realizacao de cirurgia com finalidade curativa e em casos selecionados de estadio I,
em que se deseja fazer uma cirurgia mais conservadora, esta indicado o tratamento
neoadjuvante, visto que foi demonstrado em estudo clinico randomizado, ndo haver
diferenca de sobrevida se comparado com tratamento adjuvante (Fisher, Bryant et
al. 1998). Com raras excecgdes, nestes casos o tratamento de escolha é
quimioterapia citotoxica. Nas pacientes com HERZ2 positivo, esta indicado a
associacdo do trastuzumabe a quimioterapia, visto demonstracdo de aumento na
taxa de resposta patoldgica completa variando entre 26% a 65,2% (Buzdar, Ibrahim
et al. 2005).

Pacientes portadoras de doenga metastatica sdo tratadas
sistemicamente com finalidade paliativa, visando controle dos sintomas e aumento
da sobrevida, sendo reservado tratamento cirurgico e radioterapico para situagdes
especiais. Apesar do tratamento sistémico aumentar a sobrevida e promover
controle dos sintomas, ele ndo é curativo e deve ser o menos toxico possivel. Os
tratamentos disponiveis sdo os mesmos citados acima para a adjuvancia, ou seja,

quimioterapia, hormonioterapia e drogas bioldgicas.

1.3  ENzIMAS DE METABOLIZACAO E SUSCETIBILIDADE AO CANCER

Muitas doengas complexas sdo determinadas por trés fatores

principais: o estilo de vida do individuo, a exposicdo ambiental e a suscetibilidade
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genética intrinseca. Estudos epidemiolégicos estimam que mais de 90% de todos os
tumores malignos estao relacionados a fatores ambientais (Lichtenstein, Holm et al.
2000; Scully, Field et al. 2000). Dentro deste contexto, a suscetibilidade individual ao
cancer pode resultar de alteragdes polimérficas em genes do reparo a danos do
DNA, supressores tumorais, proto-oncogenes, ou ainda, aqueles relacionados ao
metabolismo de drogas e xenobidticos (compostos exdgenos) (Hatagima 2002).

O metabolismo é o principal mecanismo para manter a homeostasia
durante a exposigcdo dos organismos aos xenobidticos. Durante a evolugéo, a
espécie humana se tornou capaz de metabolizar um grande numero de compostos
quimicos que podem causar danos para a saude. O equilibrio entre as taxas de
absorcédo e eliminacdo tem um papel importante na prevengdo de danos no DNA
(Hatagima 2002), e consequentemente, no desenvolvimento tumoral.

Inimeras variagdes no metabolismo individual tém sido relacionadas
a variantes em genes que codificam enzimas envolvidas na ativagao e detoxificacao
de carcindbgenos quimicos. Tais variagdes sao atribuidas a presenca de
polimorfismos genéticos, que sado definidos como a ocorréncia de variagdes
genéticas em uma populagdo, com duas ou mais formas descontinuas de um
determinado fendtipo, em tal proporcdo que o mais raro deles apresente uma
frequéncia superior a 1% na populagédo normal, e os quais, muitas vezes, estao
associados a suscetibilidade a determinados tipos tumorais. Assim, torna-se de
crucial importancia identificar quais destas variantes estao envolvidas na etiologia do
cancer (Hatagima 2002; Wunsch Filho and Zago 2005), incluindo os tumores
malignos da mama.

Adicionalmente,  evidéncias  sugerem que  polimorfismos,
especialmente de nucleotideo unico (SNPs), presentes em genes que codificam
enzimas envolvidas com a metabolizagdo de xenobidticos, o que inclui os
quimioterapicos, poderiam influenciar na toxicidade e na resposta ao tratamento dos
pacientes. Segundo Shastry (2006), variagdes inter-individuais na resposta ao
tratamento de pacientes com cancer se constituem num problema de saude publica
e nao existem até o momento biomarcadores que possam predizer qual grupo
respondera positivamente e quais individuos nao irdo responder ou sofrerdo os
efeitos adversos da presenga das drogas no organismo, 0 que torna o estudo destes

genes de grande valia para a oncologia.
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Dentre as variantes genéticas do metabolismo de xenobibticos que
tém sido associadas de forma mais consistente com o aumento do risco de cancer
inclui-se aquelas da familia das glutathiona S-transferases (GSTs) e das NAD(P)H
oxiredutases (NQOL1).

1.4  SUPERFAMILIA DAS GLUTATIONA S-TRANSFERASE - GENES GSTM1 E GSTT1

Polimorfismos de enzimas que promovem conjugac¢ao na fase Il do
metabolismo, como as GSTs, e seu papel na suscetibilidade a diversas neoplasias
tém sido extensivamente investigado (Cascorbi 2006). Dentre as enzimas de fase Il,
as GSTs desempenham um papel fundamental no metabolismo celular, bem como
na modificagdo de compostos eletrofilicos reativos, tanto pela conjugagdo com
moléculas enddgenas, como as glutationas, como por ligagdo ndo covalente com
varios agentes xenobiodticos presentes, por exemplo, na fumaca do cigarro e na dieta
alimentar, impedindo a ligagao destes com o DNA (Hayes and Pulford 1995).

Estima-se que existam pelo menos 20 GSTs na espécie humana,
que estdo presentes na maioria das espécies (Buetler and Eaton 1992). A familia
destas enzimas é composta por proteinas diméricas soluveis e multifuncionais, que
podem se conjugar a moléculas eletrofilicas tornando-as menos toxicas (Persson,
Johansson et al. 1995). Sua maior concentracéo € observada no figado, contudo, é
encontrada também em outros 6rgaos, como pulmdes e intestino delgado. As GSTs
humanas foram agrupadas com base em seu ponto isoelétrico e na sequéncia de
aminoacidos, em alfa (basicas), mu (préximas ao pH neutro) e teta (acidas), cada
uma contendo produtos de diferentes locos génicos (Hayes and Pulford 1995).

Dentre os genes desta superfamilia mais conhecidos encontram-se
0 GSTM1 e GSTT1. O gene GSTM1, localizado no cromossomo 1, & polimorfico
possuindo 3 variantes, sendo dois alelos funcionais (GSTM1*A e GSTM1*B) e um
alelo com atividade nula por delegcdo (GSTM1*0), sendo que os alelos funcionais
possuem a mesma eficacia de detoxificacdo (Widersten, Pearson et al. 1991). O
gene GSTT1, localizado no cromossomo 22, também ¢é polimoérfico, podendo
apresentar fenotipo nulo por delegcédo. A delecdo em homozigose do gene GSTML1 é
observada em frequéncias que variam de 20 a 70% nas diferentes populagoes,
enquanto que para o gene GSTT1 esta variagédo € de 11 a 38% (Arruda, Grignolli et
al. 1998).
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Como as enzimas codificadas por esses genes realizam um
importante passo na detoxificagdo de xenobiobticos, torna-se claro que a auséncia de
sua atividade pode levar a um aumento na toxicidade e na suscetibilidade ao
desenvolvimento de tumores malignos (Cascorbi 2006), como aqueles da mama.
Diversos estudos detectaram uma frequéncia elevada do genétipo nulo para estes
dois genes em individuos portadores de diferentes neoplasias, principalmente os
canceres de pulmao, bexiga e cavidade bucal (Au, Oh et al. 2001). Olshan e
colaboradores (2000) demonstraram um aumento no risco de desenvolvimento de
cancer de cabeca e pescogo em individuos portadores de delegbes do gene GSTT1.
A delecdo do gene GSTM1 também vem sendo correlacionada a outras doengas
associadas ao habito tabagista, como arteriosclerose (Olshan, Li et al. 2003) e
enfisema pulmonar (Cascorbi 2006).

Pesquisadores brasileiros analisaram mutagcdes polimoérficas em
diferentes genes envolvidos com metabolizagdo de estrogénio e de xenobidticos,
incluindo GSTM1 e GSTT1, em uma amostra de mulheres brasileiras (Torresan,
Oliveira et al. 2008). Os autores observaram que um membro da familia das
glutationas, o gene GSTP1 (glutationa P1) foi positivamente associado ao cancer de
mama e que combinagbes de gendtipos de risco também se mostraram
positivamente associadas ao desenvolvimento tumoral maligno. Entretanto, nao
foram observadas correlagdes significativas quando os diferentes gendtipos foram
analisados em relagdo a parametros clinicos e histopatoldgicos das pacientes
(comprometimento de linfonodos, grau nuclear e tamanho de tumor).

Uma vez que a carcinogénese ¢ influenciada por varios genes, uma
unica variante polimérfica possui, individualmente, um efeito pequeno, mas o risco
populacional atribuido aos genes considerados de suscetibilidade pode ser
significativa, justificando a realizacdo da andlise de variantes simultaneamente
(Norppa 2003). Segundo Kadlubar (2001) o impacto de um unico polimorfismo
genético pode ser pequeno ou inexistente, mas a analise de interagdes entre varias
variantes pode evidenciar uma suscetibilidade maior ou menor. Como exemplo
destas interagdes, diversos autores sugeriram uma maior suscetibilidade para
individuos que possuem uma combinagdo de gendtipos considerados de risco
(Autrup 2000; Geisler and Olshan 2001; Gronau, Koenig-Greger et al. 2003), como
presenca do alelo CYP1A1*2A (Citocromo P4501A1) e GSTM1/GSTT1 nulos.
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Assim, a identificacdo de individuos mais propensos a acumular
mutacdes podera, num futuro préximo, conduzir a novas perspectivas para o
diagndstico precoce e a prevencédo de determinadas neoplasias. Compreender os
mecanismos envolvidos na suscetibilidade herdada podera motivar também o
desenvolvimento de drogas terapéuticas mais especificas (Wunsch Filho and Zago
2005).

Segundo Hashibe (2003) o processo de metabolizagdo de
xenobidticos € complexo, envolvendo muitos compostos e um grande numero de
enzimas. A familia das glutationa-S-transferases possui uma ampla variedade de
substratos, de modo que a agcado enzimatica pode variar em diferentes localizagdes
anatdmicas. Estas variaveis podem refletir nos resultados controversos da literatura,

ressaltando a importancia de estudos adicionais.

1.5 FAwMmiLIA DAS NAD(P)H OXIREDUTASES — GENE NQO1

E conhecido que o estresse oxidativo resultante do excesso de
espécies reativas de oxigénio e ou deficiéncias na capacidade antioxidante celular
podem desempenhar um papel importante na etiologia do cancer de mama (Hong,
Ambrosone et al. 2007). Assim, um balango entre os oxidantes e antioxidantes
endoégenos € comumente afetado pela variagdo nos genes envolvidos com a
geracdo e a remocgao das espécies reativas (Cai, Shu et al. 2004; Tamimi,
Hankinson et al. 2004).

As quinonas sdo uma classe de compostos organicos derivados de
hidrocarbonetos aromaticos, encontradas em varios sistemas bioldgicos, sendo
componentes da cadeia transportadora de elétrons (Monks, Hanzlik et al. 1992;
Monks and Jones 2002). Algumas quinonas sao utilizadas no tratamento sistémico
do céncer, como exemplo as antraciclinas (doxorrubicina) e mitomicina C (Asche
2005). Envolvida no metabolismo das quinonas, a enzima
NAD(P)H:quinonaoxidorredutase 1 (NQO1) é uma redutase obrigatéria de dois
elétrons que participa na protecdo contra efeitos toxicos de drogas anti-
cancerigenas, realiza a ativagao de certas quinonas antitumorais (Ross, Kepa et al.
2000) e esta envolvida na defesa contra formas reativas de oxigénio (Nioi and Hayes
2004).
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Esta enzima esta implicada na protecédo contra o estresse oxidativo
e a carcinogénese por catalisar reagdes bioredutoras e bioativadoras (Siegel,
Gustafson et al. 2004; Tseng, Yin et al. 2009), incluindo a estabilizagdo do supressor
tumoral TP53 (Asher, Lotem et al. 2002; Asher, Lotem et al. 2002; Anwar, Dehn et al.
2003). Experimentos com animais knockout para esta enzima demonstraram
reduzida indugao de p53 e apoptose, e elevada susceptibilidade a tumores induzidos
por carcindgenos quimicos (Long, Waikel et al. 2000; Iskander, Gaikwad et al. 2005).
Neste contexto, alguns pesquisadores sugerem este gene como candidato a
susceptibilidade a varias formas de cancer (Yuan, Xu et al. 2011).

O gene que codifica para esta enzima (NQO1) possui um
polimorfismo genético de base unica (C609T) (NCBI dbSNP:rs1800566) localizado
no éxon 6, que causa uma mudanga na sequéncia de aminoacidos (Pro187Ser)
(Traver, Horikoshi et al. 1992; Ross, Traver et al. 1996; Traver, Siegel et al. 1997).
Esta mutacao ocasiona a perda de sua fungao, onde individuos heterozigotos (CT)
apresentam baixa atividade da enzima, enquanto homozigotos recessivos (TT) n&o
demonstram seus efeitos citoprotetores (Lanciotti, Dufour et al. 2005).

Este polimorfismo tem sido associado ao risco de desenvolvimento
de diversos tipos de cancer (Zhang, Schulz et al. 2003; Malik, Zargar et al. 2011;
Yuan, Xu et al. 2011), incluindo o de mama. Uma vez que a enzima NQO1 esta
relacionada ao metabolismo de drogas antitumorais e a variante alélica rs1800566
modifica sua atividade, foi verificado em um estudo relacionando as alteracdes na
resposta a terapia adjuvante com doxorrubicina e ciclofosfamida, com ou sem
tamoxifeno, que o gendtipo polimorfico TT estava associado com pior evolugéo
clinica e baixa probabilidade de sucesso no tratamento, demonstrando um possivel
efeito modulador desse polimorfismo na eficacia da terapia adjuvante do cancer de
mama (Jamieson, Cresti et al. 2011).

Recentemente foram analisados marcadores de reparo do DNA
como possiveis candidatos a novos fatores preditivos e prognosticos, os quais
poderiam direcionar estratégias terapéuticas individualizadas para o tratamento do
cancer de mama. Em uma analise envolvendo 1240 tecidos tumorais de mama
embebidos em parafina, a partir de imunohistoquimica e expressao génica, eles
demonstraram que a detecgédo simultdnea da enzima de reparo FANCD2 (proteina
D2 da anemia de Fanconi) e a atividade enzimatica de NQO1 sdo marcadores de

prognostico adicionais na patogénese do cancer de mama.
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De um modo geral, existe a necessidade de se ampliar os estudos
envolvendo marcadores moleculares responsaveis por diferentes etapas do
metabolismo de xenobibticos e compostos enddgenos, especialmente em subtipos
tumorais especificos, como aqueles de mama, e, sobretudo, avaliar a presenca
destas mutagdes em relagdo a parametros de progndstico e resposta terapéutica,
escassos na literatura mundial. Com base no que foi exposto, neste trabalho,
objetivamos a analise de trés variantes genéticas envolvidas no metabolismo

endogeno e exdgeno, e seu possivel envolvimento na carcinogénese mamaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho objetivou analisar trés polimorfismos genéticos das
enzimas de metabolizacdo (GSTM1, GSTT1, NQO1), em pacientes com cancer de
mama e em controles livres de neoplasia mamaria, na busca por marcadores

envolvidos com o processo de carcinogénese mamaria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as frequéncias genotipicas e/ou alélicas dos genes
NQO1, GSTM1 e GSTT1 em pacientes e controles;

e Realizar um estudo de associagdo do tipo caso-controle para
avaliar as diferencas nas distribuicbes genotipicas entre os dois

grupos;

e Realizar um estudo de associacdo do tipo caso-controle para
avaliar as diferengas na distribuicdo do conjunto de gendtipos
considerados de risco (C/T+T/T e GSTM1/GSTTL1 nulos) entre os

dois grupos;

e Obter os dados clinicopatologicos, de progndstico, sobrevida e

tratamento das pacientes;

¢ Avaliar a igualdade na distribuicdo das frequéncias genotipicas
para os trés polimorfismos nas pacientes em relagdo aos
parametros clinicopatolégicos, de prognostico, sobrevida e

tratamento;

¢ Realizar um estudo de coorte para avaliar a sobrevida a curto
prazo das pacientes em relagdo aos gendtipos considerados de
risco (C/T+T/T e GSTM1/GSTT1 nulos).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (Registro CONEP 5231/Plataforma
Brasil No. CAAE 171231134,0000.5231). No Hospital do Céncer de Londrina e em
uma Unidade Basica de Saude de Londrina (UBS Orlando Sestari, Bairro Unido da
Vitéria) foram realizadas as entrevistas com cada doadora, pacientes e controles,
respectivamente, que receberam as informacdes sobre os objetivos da pesquisa e o
formulario para a assinatura do Consentimento Livre e Esclarecido, para posterior
coleta do material.

Foram coletadas amostras de 5 ml de sangue periférico (Heparina) e
dados clinico patolégicos de 121 pacientes com média de idade de 51,59 + 11,27
anos, com diagnostico clinico e histopatoldgico confirmado de céncer de mama.
Como grupo controle foram coletadas 151 amostras de sangue de mulheres com
meédia de idade de 43,68 * 14,38 anos, sem histéria de neoplasia de mama atual ou
anterior, de acordo com exame clinico e mamografia atualizadas para o momento da
coleta. A etnia euro-descendente foi predominante tanto nas pacientes como
controles. O periodo de coleta das pacientes foi de julho de 2010 a setembro de

2011. As amostras controles foram coletadas na mesma regiao (Londrina/PR).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Na primeira etapa do presente estudo foi realizado um estudo de
associagao caso-controle para comparar a presenca dos polimorfismos propostos
entre os dois grupos, na busca por marcadores associados a uma maior ou menor
suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer de mama. Paralelamente foi realizado
um estudo transversal para avaliar a associagao da presenca dos polimorfismos com
os fatores prognésticos: estadiamento clinico, grau nuclear, tamanho do tumor,
metastase em linfonodos e subtipos caracterizados segundo o perfil de

imunohistoquimica.
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Num segundo momento, as pacientes foram avaliadas num estudo
de Coorte, por um periodo de pelo menos 18 meses de seguimento, para a

avaliagao dos parametros de sobrevida e recidiva a curto prazo.

3.3 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO E ANALISE HISTOPATOLOGICA

A anadlise histopatologica foi realizada com coloragdo por
hematoxilina-Eosina (HE) de rotina, para confirmacdo do diagndstico de céncer de
mama. A classificacdo histopatolégica dos tumores foi realizada de acordo com os
critérios internacionais estabelecidos pela Classificacdo Internacional de Tumores
(WHO). O estadiamento clinico foi determinado de acordo com o sistema TNM
(tumor/nédulo/metastase) do cancer (Beahrs, Rubin et al., 1977; INCA/MS, 2007). A
analise imunohistoquimica para os marcadores HER2, RE e RP foi realizada no

Laboratério de Patologia Clinica do Hospital do Cancer de Londrina.

3.4 EXTRACOES DE DNA GENOMICO

O DNA genbdmico das amostras foi extraido a partir de 200 ul de
sangue periférico total pelo Kit de Extracdo Mini Spin Plus (BioPur, Curitiba, Parana,
BR) de acordo com as instrugdes do fabricante. As amostras de DNA foram
quantificadas por espectrofotometria em aparelho NanoDrop 2000c®
Spectrophotometer (ThermoScientific, Wilmington, Delaware, EUA) nos

comprimentos de onda 260/280nm.

3.5 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Neste trabalho, a técnica de PCR foi utilizada para a detec¢ao das
variantes alélicas polimorficas dos genes NQO1, GSTM1 e GSTT1 (Tabela 1). Todas
as genotipagens foram realizadas no Laboratério de Estudos e Aplicagdes de
Polimorfismos de DNA (LEAP), da Universidade Estadual de Londrina.
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3.6  ANALISE DA PRESENCA/AUSENCIA EM HOMOZIGOSE DOS GENES GSTM1 E GSTT1

A reacgao de co-amplificacdo em cadeia pela polimerase foi realizada
para analise da presenga ou auséncia dos genes GSTM1 e GSTT1 baseada no
protocolo de PCR Multiplex de Abdel-Rahman (1996), modificado, nas seguintes
condigdes: tampao da enzima (20 mM de tris-HCI pH 8,4; 50 mM de KCI);2 mM de
MgCl>.10 pmol de cada iniciador; 1,25 U de Taq DNApolimerase; 2 mM de
dNTPs;100 ng de DNA genbémico total e agua ultra-pura estéril para completar o
volume final de 25 pl.

Os fragmentos foram amplificados em termociclador PTC-100 (MJ
Research, Inc) e submetidos a eletroforese (3V/ml) em gel de poliacrilamida 10% e
corados com nitrato de prata. Para a confirmacdo do tamanho dos produtos
amplificados, foram utilizados marcadores de DNA (Ladder) de 100 pares de base
(pb).

Foi usado como controle interno da reagdo o gene CYP1Al. Os
iniciadores para este gene amplificam um fragmento n&o polimérfico de 312 pb
(Tabela 1). Os fragmentos de 215 e 480 pb foram observados, respectivamente, nos
individuos GSTM1 e GSTT1 positivos. A auséncia de amplificagdo GSTM1 (215 pb)
ou GSTT1 (480 pb), na presenga de controle interno, indicou os respectivos

genotipos nulos para cada gene ou para ambos (Figura 1).
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Tabelal— Iniciadores e condigcbes de amplificacdo para os genes candidatos
(NQO1, GSTM1 e GSTT1)
Gene Iniciadores Condicdes da reacao
94°C - 5min
NQO1 5AAGCCCAGACCAACTTCT?Z 40 ciclos (94°C-1 min, 56°C-
5ATTTGAATTCGGGCGTCTGCTG 3 1 min, 72°C-2 min)
(c>T) °C-10 mi
72°C-10 min
GSTM1:

5GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC3 e
SGTTGGGCTAAATATACGGTGG3I’

o .
CYP1AL: 94°C-5 min

5GAACTGCCACTTCAGCTGTCTS ¢ o0 ciclos (34°C-1 min, 59°C-

, , 1 min, 72°C-1 min)
GSTML e GSTT1 5CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC3 299C-5 min

(delegao) GSTTL:

STTCCTTACTGGTCCTCACATCTCZ
S'TCACCGGATCATGGCCAGCAY

Enzimade Sequéncia de clivagem Condicdes de reacao
restrigcdo : : 37°C por 3 horas
Hinf | 5GJANTC 3

Figura 1 — Perfil eletroforético para os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1.
1) marcador de tamanho fragmento de 100pb (Ladder); 2) gendtipos
GSTT1/GSTM1 positivos; 3) gendtipo GSTT1 positivo; 4) gendtipo
GSTM1 positivo; 5) gendtipo duplo negativo; 6) controle interno da
reacao (branco).
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3.7  ANALISE DO PoOLIMORFISMO R$1800566 DO GENE NQO1

A troca de base (C para T) no nucleotideo 609 na sequéncia de DNA
do gene NQOL1 origina um sitio de restricdo para a enzima Hinf |. Desta forma, a
genotipagem foi realizada por PCR e subsequente analise do fragmento de restricao
(RFLP). A PCR foi realizada em volume final de 12,5 ul contendo 100 ng de DNA,
1,25 pl de buffer 10X, 1 unidade de Tag-DNApolimerase (Invitrogen™, Carlsbad,
EUA), 100 ymol de dNTPs e10 pmol de primer sense e primer antisense. Como
controle negativo, em cada reagdo de PCR foi utilizada agua ultra-pura ao invés de
DNA. Foram utilizados marcadores de DNA de 100 pares de base em cada
eletroforese para a confirmagao dos tamanhos dos produtos amplificados.

A qualidade da amplificagao foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1,8% (174pb). Em seguida, os produtos foram submetidos a digestao
enzimatica com 1 unidade da enzima Hinf | (Boehringer, Mannheim, Alemanha) e
visualizados ap6s 2 horas de eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado com
nitrato de prata (figura 2). O alelo prevalente para o polimorfismo de NQOL1
demonstrou um produto de 174pb resistente a digestdo enzimatica, enquanto o alelo

raro T (polimérfico) revelou um fragmento de 119pb e outro de 55pb.

Figura 2 — Perfil eletroforético e coloragdo com nitrato de prata para o polimorfismo
rs1800566 do gene NQOL. 1) Marcador de tamanho de fragmento de
100pb (Ladder); 2) gendtipo homozigoto prevalente CC; 3) gendtipo
heterozigoto CT; 4) gendtipo homozigoto mutante TT; 5) branco da
reagao.

174pb
119pb

55pb




31

3.8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A analise do estudo de associacao foi realizada através do calculo
da Odds Ratio (OR), com Intervalo de Confianga a 95% (IC=95%), através do
programa estatistico Graph Pad Prism versao 6.00 for Windows (Graph Pad
Software, La Jolla California EUA, www.graphpad.com), como estimativa do Risco
Relativo.

Para o gene NQO1, no qual os trés gendtipos foram identificados, ou
seja, homozigoto selvagem (CC), heterozigoto mutado (CT) e homozigoto mutato
(TT), a significancia estatistica das freqléncias genotipicas entre pacientes e
controles foi estimada a partir de uma tabela de contingéncia 3X2. Para os genes
GSTM1 e GSTT1, nos quais os heterozigotos nédo s&o identificados pela
metodologia utilizada, a significancia estatistica das freqléncias genotipicas entre
pacientes e controles foi estimada a partir de uma tabela de contingéncia 2X2. A
analise conjunta de gendtipos considerados de risco foi realizada através de tabelas
de contingéncia 2X2 considerando-se combinagdes genotipicas. O teste do Qui-
quadrado foi utilizado para o célculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg para o gene
NQOL1.

O principio de Hardy-Weinberg (H-W) foi utilizado para verificar se
as frequéncias genotipicas do polimorfismo rs1800566 da nossa populagao estavam
em equilibrio genético. E um modelo matematico utilizado para calcular as
frequéncias alélicas. Demonstra que se nao existir fatores evolutivos (mutagoes,
selecdo natural, fluxo génico de populagbes migrantes e deriva genética) atuando
sobre uma populagdo, as frequéncias génicas permanecem inalteradas e as
proporgdes genotipicas atingem um equilibrio estavel, mostrando a mesma relagao
constante entre si ao longo do tempo. Para que o principio seja demonstrado, a
populagdo em questao deve estar em equilibrio genético.

Os testes do Qui-Quadrado de Pearson, exato de Fisher e
correlagdo de Spearman foram utilizados na comparagdo entre os parametros
histopatoldgicos, clinicos, de progndstico e terapéutica em relagdo aos diferentes
genotipos, através do programa estatistico SPSS (versdo 20). Valores de p< 0.05

foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS
Os resultados serdo apresentados na forma de um artigo cientifico,

que sera submetido a publicacdo em um periddico indexado no Medline: “Clinical

and Experimental Medicine” (fator de impacto 2.3) — Qualis B1 na Medicina I.



33

Artigo Cientifico

Titulo: “Polimorfismos nos genes GSTM1, GSTT1 e NQO1 néo estéo
associados a suscetibilidade, progndéstico e sobrevida nas pacientes

portadoras de cancer de mama”

Artigo a ser submetido a revista “Clinical and Experimental Medicine”
Fator de impacto: 2.3

Qualis B1 (Medicinal)
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RESUMO

Cancer de mama, doenca incomum antes dos 35 anos, mas de incidéncia
crescente apos esta idade, € a principal neoplasia entre as mulheres no mundo. O
equilibrio metabdlico entre as taxas de absorcéo e eliminagcdo de xenobidticos tem
um papel importante na prevencdo de danos no DNA e, consequentemente, no
desenvolvimento tumoral. Polimorfismos em enzimas fundamentais na
homeostasia celular, como as glutationa-S-transferases (GSTs) e as NAD(P)H
oxiredutases, e seu papel na suscetibilidade a diversas neoplasias tem sido
extensivamente investigado. Dentre os genes mais estudados encontram-se
GSTM1 e GSTT1, os quais sdo polimérficos por delecdo e o gene NQO1, que
possui um polimorfismo de base unica (rs1800655), que diminui a atividade
enzimatica. Dentro deste contexto, objetivou-se analisar polimorfismos nestes
genes em 121 pacientes com diagndstico confirmado e 151 controles livres de
neoplasia mamaria, na busca por marcadores relacionados ao cancer de mama. O
estudo de associacdo caso-controle ndo indicou associagbes positivas ou
negativas entre a presenca das variantes polimorficas e a suscetibilidade a esta
neoplasia. Também nao foram observadas diferengas nas distribui¢des genotipicas
em relacdo aos parametros clinicos, de prognostico e resposta terapéutica das
pacientes. Deste modo, na amostra deste trabalho, os genes GSTM1, GSTT1 e
NQO1 ndo se mostraram candidatos a marcadores moleculares no contexto amplo
da carcinogénese mamaria.

Palavras chave: cancer de mama, polimorfismos genéticos, GSTM1, GSTT1,

NQO1, suscetibilidade, prognostico, sobrevida.
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INTRODUCAO

Cancer de mama, doencga incomum antes dos 35 anos, mas de incidéncia
crescente apos esta idade, é a principal neoplasia entre as mulheres no mundo,
tendo sido previsto pela International Agency For Research on Cancer (IARC), para
0 ano de 2012, a incidéncia de 1.676.633 casos, levando a morte 521.817 mulheres.
No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima para 2014 57.120 novos
casos e o 6bito de 13.225 mulheres (1). Isto tem levado a comunidade cientifica a
desenvolver inumeros estudos na busca por uma maior compreensao dos
mecanismos moleculares envolvidos nesta neoplasia.

O manejo atual do cancer de mama consiste no controle da doenga local com
cirurgia e radioterapia e tratamento da doenga sistémica com quimioterapia,
hormonioterapia e terapia molecular. Alguns critérios prognosticos e preditivos sao
fundamentais na definigdo terapéutica, como estadiamento, tamanho do tumor, grau
tumoral, comprometimento linfonodal, receptores hormonais e expressao do HER2.

Segundo Shastry (2), variagdes inter-individuais na resposta ao tratamento de
pacientes com cancer constituem num sério problema e nao existem até o momento
biomarcadores que possam predizer qual grupo respondera positivamente e quais
individuos nao irdo responder ou sofrerdo os efeitos adversos da presenca das
drogas no organismo, o que torna o estudo de genes metabolizadores de grande
valia para a oncologia. Dentre as variantes genéticas do metabolismo de
xenobidticos que tém sido associadas de forma mais consistente com o aumento do
risco de cancer incluem-se a familia das Glutathiona S-transferases (GSTs) e das
NAD(P)H oxiredutases (NQOL1).

Os genes da familia das GSTs mais estudados sdo GSTM1 e GSTT1. O gene
GSTML1, localizado no cromossomo 1, € polimérfico possuindo 3 variaveis, sendo
dois alelos funcionais (GSTM1*A e GSTM1*B) e um alelo com atividade nula por
delecdo (GSTM1*0), cuja frequéncia na populagdo humana encontra-se entre 40 a
60% (3). O gene GSTT1, localizado no cromossomo 22, também é polimdrfico,
podendo apresentar genoétipo nulo por delegcdo, cuja frequéncia encontrada na
populagdo varia de 11 a 38% (Arruda et al., 1998). Estudos detectaram uma
frequéncia elevada do gendtipo nulo para estes dois genes em individuos portadores
de diferentes neoplasias, principalmente os canceres de pulméao, bexiga e cavidade

bucal (4). Olshan e colaboradores (5) demonstraram um aumento no risco de
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desenvolvimento de céancer de cabeca e pescogco em individuos portadores de
delecbes do gene GSTTL1. Torresan e colaboradores (6) analisaram mutagdes
polimoérficas em genes envolvidos com metabolizagdo de estrogénio e xenobidticos
em uma amostra de mulheres brasileiras e observaram associacdes positivas com o
cancer de mama, especialmente quando combinag¢des de gendtipos de risco foram

analisadas.

Envolvida no metabolismo das quinonas, a enzima
NAD(P)H:quinonaoxidorredutase 1 (NQO1) é uma redutase que participa na
protecdo contra efeitos toxicos de algumas drogas anti-cancerigenas classificadas
como quinonas como por exemplo a mitomicina e doxorrubicina (7), esta envolvida
na defesa contra formas reativas de oxigénio e estabilizacdo do gene supressor de
tumor p53 (8). O gene que codifica para esta enzima (NQO1) possui um
polimorfismo de base unica (C609T) que causa uma mudang¢a na sequéncia de
aminoacidos (Pro187Ser) (9-11). Esta mutacéo ocasiona a perda de sua fungéo, na
qual individuos heterozigotos (CT) apresentam baixa atividade da enzima, enquanto
homozigotos recessivos (TT) ndo demonstram seus efeitos citoprotetores e
encontram-se na populagdo humana numa frequéncia que varia de 4 a 20% (12), o
que tem sido associado ao risco de desenvolvimento de diversos tipos de cancer
(13-15). Foi verificado por Jamieson e colaboradores (16), em um estudo
envolvendo resposta a terapia adjuvante no cancer de mama, que o gendtipo TT
estava associado com pior evolugcdo clinica e baixa probabilidade de sucesso

terapéutico.

Dentro deste contexto, levando-se em consideragdo os resultados
contraditorios da literatura em relagdo a polimorfismos em genes envolvidos em
processos de metabolizagdo e a necessidade de se buscar marcadores associados
a recidiva e sobrevida de pacientes com céncer, este estudo objetivou analisar
mutagbes polimérficas nos genes GSTM1, GSTT1 e NQO1, na busca por
marcadores relacionados a suscetibilidade, progndstico e sobrevida para o cancer

de mama.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento Experimental

Na primeira etapa do presente estudo foi realizado um estudo de associagao
caso-controle para comparar a presenca dos polimorfismos propostos entre os dois
grupos, na busca por marcadores associados a uma maior suscetibilidade ao
desenvolvimento do cancer de mama. Paralelamente foi realizado um estudo
transversal para avaliar a associagao da presenga dos polimorfismos com os fatores
progndsticos das pacientes. Num segundo momento, as pacientes foram avaliadas
num estudo de Coorte, por um periodo de pelo menos 18 meses de seguimento,

para a avaliagao dos parametros de recidiva e sobrevida.
Caracterizacdo da amostra

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (Registro CONEP 5231/Plataforma
Brasil No. CAAE 171231134,0000.5231). No Hospital do Cancer de Londrina e em
uma Unidade Basica de Saude de Londrina (UBS Orlando Sestari, Bairro Unido da
Vitéria) foram realizadas as entrevistas com cada sujeito da pesquisa, pacientes e
controles, respectivamente, que receberam as informacdes sobre os objetivos da
pesquisa e o formulario para a assinatura do Consentimento Livre e Esclarecido,

para posterior coleta do material e dados clinico patologicos

O presente trabalho foi constituido por uma amostra consecutiva e de
conveniéncia. Foram coletados 5ml de sangue periférico (anticoagulante Heparina) e
dados relevantes de 121 pacientes com média de idade de 51,59 (x 11,27) anos,
com diagndstico clinico e histopatolégico confirmado de cancer de mama. Como
grupo controle foram coletadas 151 amostras de sangue periférico de mulheres
maiores do que 18 anos, com média de idade de 43,68 (+ 14,38) anos sem historia
pessoal e familiar de neoplasia maligna e sem evidéncia de cancer de mama ao
exame fisico e com mamografia atualizada para o momento da coleta. As pacientes
continuaram em acompanhamento ambulatorial e os dados de sobrevida e recidiva

foram coletados apds um periodo de pelo menos 18 meses de acompanhamento. O
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periodo de coleta das pacientes foi de julho de 2010 a setembro de 2011. Todos os

sujeitos da pesquisa foram obtidos da mesma regido (Londrina/PR).

Analise histopatoldgica

A analise histopatoldgica, bem como a anadlise imunohistoquimica foram
realizadas no Laboratério de Patologia do Hospital do Cancer de Londrina, através
de coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE) ou com anticorpos monoclonais
especificos, em cortes histolégicos de amostras incluidas em blocos de parafina,
para confirmagao do diagndstico de cancer de mama e subclassificacédo tumoral. A
classificagao histopatolégica dos tumores foi realizada de acordo com os critérios
internacionais estabelecidos pela Classificagdo Internacional de Tumores (WHO). O
estadiamento clinico foi determinado de acordo com o sistema TNM

(tumor/nédulo/metastase) do cancer (17, 18).

Extracdes de DNA genémico

O DNA gendmico foi extraido a partir de 200 pl de sangue periférico total pelo
Kit de Extragdo Mini Spin Plus (BioPur, Curitiba, Parana, BR) de acordo com as
instrucdes do fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas por
espectrofotometria em  aparelho NanoDrop 2000c®  Spectrophotometer
(ThermoScientific, Wilmington, Delaware, EUA) nos comprimentos de onda 260/280

nm.

Reacédo em cadeia da Polimerase (PCR)
Analise da presenca/auséncia em homozigose dos genes GSTM1 e GSTT1

A reacgao de co-amplificacdo em cadeia pela polimerase foi realizada baseada
no protocolo de PCR Multiplex de ABDEL-RAHMAN et al. (1996), modificado, nas
seguintes condigdes: tampéao da enzima (20 mM de tris-HCI pH 8,4; 50 mM de KCl);2
mM de MgCl,.10 pmol de cada iniciador;1,25 U de Taqg DNApolimerase; 2 mM de
dNTPs;100 ng de DNA gendmico e agua ultra-pura estéril para completar o volume
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final de 25 ul. Os fragmentos foram amplificados em termociclador PTC-100 (MJ
Research, Inc) e submetidos a eletroforese (3V/ml) em gel de poliacrilamida 10% e
visualizados através da técnica de coloragdo por nitrato de prata. Usado como
controle interno da reagdo, os iniciadores para o gene CYP1Al amplificaram um
fragmento nao polimérfico de 312 pb. Os fragmentos de 215 e 480 pb foram
observados, respectivamente, nos individuos GSTM1 e GSTT1 positivos (Tabela 1).
A auséncia de amplificagdo GSTM1 (215 pb) ou GSTT1 (480 pb), na presencga de
controle interno, indicou os respectivos genaétipos nulos para cada gene, ou para

ambos.

Analise do polimorfismo rs1800566 do gene NQO1

A genotipagem foi realizada por PCR e subsequente analise do fragmento de
restricdo (RFLP) (Tabela 1). A PCR foi realizado em volume final de 12,5 ul contendo
100 ng de DNA como padrdo, 1,25 ul de buffer 10X, 1unidade de Tag-
DNApolimerase (Invitrogen™, Carlsbad, EUA), 100 pymol de dNTPs e10 pmol de
cada iniciador. A amplificagéo foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,8%
(174pb). Em seguida, os produtos foram submetidos a digestdo enzimatica com 1
unidade da enzima Hinf | (Boehringer, Mannheim, Alemanha) e visualizados apés 2
horas de eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata. O
alelo prevalente demonstrou um produto de 174pb resistente a digestdo enzimatica,
enquanto o alelo raro T (polimérfico) foi reconhecido pela enzima de digestéo,

produzindo entdo dois fragmentos, um de 119pb e outro de 55pb.
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Tabela 1 - Iniciadores e condi¢Oes de amplificacdo para os genes candidatos
de suscetibilidade (NQO1, GSTM1 e GSTT1).

Gene Oligonucleotideos iniciadores Ciclagem da reacdao
NQO1 94°C - 5min;
(C>T) 5AAGCCCAGACCAACTTCT3 40 ciclos(94°C-1 min, 56°C-
5ATTTGAATTCGGGCGTCTGCTG & 1 min, 72°C-2 min)
72°C-10 min
GSTML1:

5’GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC3 e
SGTTGGGCTAAATATACGGTGGY

GSTM1 e GSTT1 CYP1A1: 94°C-5 min;
(delecéo génica) 5 GAACTGCCACTTCAGCTGTCT3 e 30 ciclos (94°C-1 min, 59°C-
5CAGCTGCATTTGGAAGTGCTCZ? 1 min, 72°C-1 min)
72°C-5 min
GSTT1:

STTCCTTACTGGTCCTCACATCTCZ
5 TCACCGGATCATGGCCAGCAYZ

Enzimade Sequiéncia de clivagem Condicdes da clivagem
restricao 5GJANTC 3’ 37°C por 3 horas
Hinf |

Analise estatistica dos dados

Para a analise do estudo de associacdo foram utilizadas tabelas de
contingéncia 2X2 para as GSTs e 3x2 para a NQO1 e calculada a Odds Ratio
(OR), com Intervalo de Confianga a 95% (IC=95%), através do programa estatistico
GraphPadPrism versédo 6.00 for Windows (GraphPad Software, La Jolla California
EUA, www.graphpad.com), como estimativa do Risco Relativo. O principio de
Hardy-Weinberg (H-W) foi utilizado para verificar se as frequéncias genotipicas do
polimorfismo rs1800566 (onde foram identificados os heterozigotos) estavam em

equilibrio genético nesta populagéao.

Os testes do Qui-Quadrado de Pearson, exato de Fisher e correlacdo de
Spearman foram utilizados na comparagéo entre os parametros histopatolégicos,
clinicos, de progndstico e sobrevida em relagdo aos diferentes genotipos, através
do programa estatistico SPSS (versao 20). Valores de p< 0.05 foram considerados

significantes.
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RESULTADOS

Das pacientes analisadas, 17,4% apresentaram-se ao diagnostico em estadio
[, 45,2% em estadio Il, 30,4% em estadio Ill e 7,0% em estadio IV. Foi verificado
que 40,7% das pacientes se mostraram portadoras de tumor de alto grau nuclear
(grau 3) e 61,4% tiveram metastase para linfonodos axilares. A superexpressao do
oncogene HER2 foi detectada em 21,9% das pacientes. Quanto aos receptores
hormonais, 76,9% apresentaram receptor de estrégeno e ou progesterona positivo
e, 13,9% das pacientes apresentaram tumor subtipo triplo negativo. Para a grande
maioria das pacientes, o tratamento inicial teve a finalidade curativa. O controle da
doenga local foi realizado com cirurgia e radioterapia adjuvante e o tratamento da
doenca sistémica com quimioterapia, hormonioterapia e trastuzumabe. Foram
identificados registros de 110 (90,90%) pacientes submetidas a cirurgia (cirurgia
radical ou conservadora), e destas, 62 (56,36%) receberam radioterapia, 99 (90%)
foram submetidas a quimioterapia, 74 (67,27%) a hormonioterapia e 13 (11,81%)
pacientes foram tratadas com Trastuzumabe adjuvante. A maioria (90%) das
pacientes analisadas permaneciam vivas e livres de doenca durante o periodo de

seguimento realizado (Tabela 4).

Estudo de associagéo caso-controle

Para o polimorfismo do gene GSTT1, 15,70% das pacientes apresentaram o
genotipo homozigoto para a delegéao e 84,30% apresentaram o gene presente, pelo
menos em heterozigose. Ja no grupo controle, 21,85% apresentaram a delegéo em
homozigose, enquanto 78,15% apresentaram o gene presente, pelo menos em
heterozigose (Tabela 2). Em relacdo ao gene GSTM1, 54,54% das pacientes
apresentaram genoétipo homozigoto para a delegédo, enquanto 45,46% tiveram o
gene presente, pelo menos em heterozigose. No grupo controle, 49%
apresentaram perfil genotipico homozigoto para a delegao e 51% tiveram o gene

presente pelo menos em heterozigose (Tabela 2).

Das 121 amostras diagnosticadas com neoplasia mamaria, 9,91%

apresentaram genotipo homozigoto para a delecdo dos dois genes
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simultaneamente (GSTT1 e GSTM1). Ja no grupo controle, a dupla delecao foi

observada em 13,24% dos individuos (Tabela 2).

Para o polimorfismo do gene NQOL1, observamos que 6,61% das pacientes
(n=8) e 10,59% das controles (n=16) foram homozigotas para o alelo mutado (T/T)
(Tabela 3). Em relacdo aos demais gendtipos, 46,28% (n=56) e 46,35% (n=70)
foram homozigotas prevalentes (C/C), enquanto 47,10% (n=57) e 43,04% (n=65)
foram heterozigotas (C/T), dentre pacientes e controles, respectivamente. A
frequéncia alélica foi 0,7 e 0,66 para o alelo prevalente C e 0,3 e 0,34 para o alelo

mutado T, dentre pacientes e controles, respectivamente (Tabela 3).

O estudo de associagao caso-controle nao indicou associacdes positivas ou
negativas entre a presenga das variantes polimorficas de forma isolada e a
suscetibilidade ao cancer de mama, tanto em relagcdo aos gendtipos quanto aos
portadores dos alelos considerados de risco, como demonstrado nas Tabelas 2 e 3.
Quando os alelos ou gendtipos considerados de risco foram avaliados de forma
combinada, também ndo foram observadas diferengas significativas
(GSTM1/GSTT1 dupla delegdo + NQO1 (presenga do alelo T pelo menos em
heterozigose)): OR=1,71; 1C95%=0,58-5,07.

Comparacdo entre a presenca das mutacdes polimorficas e os dados
clinicos, progndsticos e de sobrevida das pacientes

Nao foi possivel obter os dados clinicos e/ou histopatoldgicos de todas as
pacientes, devido a auséncia dos respectivos dados em alguns prontuarios. As
Tabelas 4 e 5 apresentam a caracterizacdo completa da amostra em relagdo aos
parametros clinicos, histopatolégicos, de progndstico e sobrevida que foram
analisados, bem como a analise destes em relagdo aos diferentes gendtipos dos

marcadores propostos.

Ndo foram observadas significAncias estatisticas para os parametros
progndsticos grau nuclear, tamanho de tumor, presenca de metastase em linfonodo
e/lou a distdncia ao diagndstico e estadiamento clinico. Também n&do foram
observadas significancias estatisticas quando avaliados os subtipos definidos pela

imunohistoquimica (receptores hormonais positivos, superexpressao do oncogene
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HER2 e triplo-negativas). Foram ainda avaliados os parametros sobrevida livre de
doenca e recidiva, apos um periodo de seguimento de pelo menos 18 meses, mas
os resultados obtidos também n&o indicaram significancia estatistica em relagao

aos marcadores genéticos (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 2. Distribuicdo genotipica e estudo de associacdo dos polimorfismos
GSTT1 e GSTM1 entre pacientes com cancer de mama e controles livres de
neoplasia.

GSTT1 GSTT1 GSTM1 GSTM1 Genodtipo duplo
Presente Deletado Presente Deletado Deletado
66

Caso 121 102 (84,3%) 19(15,7%) 55 (45,46%) (54,54%) 12 (9,91%)
Controle 151 118 (78,15%) 33 (21,85%) 77 (51%) 74 (49%) 20 (13,24%)

OR 0,67 1,25 0,72

IC (95%) 0,36 — 1,24 0,77 -2,02 0,34 - 1,54

OR=0dds ratio; IC= intervalo de confianca.

Tabela 3. Distribuicdo genotipica e estudo de associacdo para o
polimorfismo NQO1 (rs1800655) em pacientes com cancer de mama e
controles livres de neoplasia.

Cas ) n=121 Cog"o' (%), n=151 OR IC (95%)

Frequéncia Alélica

C 169 (69,83%) 205 (67,88%) 09
'~ (0,63-1,3)
T 73 (30.17%) 97 (32,12%) 1
Gendotipos
ccC 56 (46,28%) 70 (46,36%) - -
CT 57 (47.11%) 65 (43,05%) 161 (0,67-1,81)
T 8 (6,61%) 16 (106%) O (0,25-157)
cc 56 (46,28%) 70 (46,36%) 10
Y (0,62-1,62)
CT+TT 65 (53,72%) 81 (53,64%) O
93,39% 89,4%
CC+CT 113 ( 0) 135 (89,4%) 05 (0.24-1,45)
T 8 (6.61%) 16 (106%) 9

OR=o0dds ratio; IC= intervalo de confianca. Para este marcador, onde foram
determinados os heterozigotos, o Equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado e
os resultados indicaram que ambos os grupos estavam dentro do equilibrio
(p>0,05).
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Tabela 4. Caracterizagcdo da amostra e analise da associagdo entre os polimorfismos dos genes NQO1, GSTT1 e GSTM1,
de forma isolada e combinada, com os parametros progndésticos e de resposta terapéutica das pacientes com cancer de

mama.
NQO1 GSTT1 e GSTM1 Z%”g?%‘l"égm
Parametros n % (rs1800600) nulo nulo
12 s [12 s (12 rs
Estadiamento do tumor
(n=115)
Estagio | 20 174
Estagio Il 52 45,2
’ 0,834 0,889 0,676 0,942 0,423 0,653
Estagio Il 35 304
Estagio IV 8 7,0
Grau Nuclear (n=108)
Grau 1 17 15,7
Grau 2 47 43,5 0,992 0,965 0,810 0,606 0,44 0,348
Grau 3 44 40,7
Tamanho de Tumor (n=112)
até 1,5cm 25 22,3
de 1,5a 3,0cm 49 43,8 0,786 0,617 0,940 0,766 0,746 0,954
acima de 3,0cm 38 33,9
Mestastase em Linfonodo
(n=114)
Auséncia 44 38,6 0,947° 0,948 0,817° 0,819 0,116° 0,118
Presenca 70 614
Sobrevida (n=98)
Livre de doenga 89 908 0,4129 0,427 0,991° 0,991 0,628 0,632
Com doenca 9 9.2
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Recidiva (n=107)
Auséncia 90 84,1

0,785° 0,788 0,149" 0,152 0,273 0,278
Presenca 17 15,8

" *=teste de qui-quadrado; rs=coeficiente de correlagdo de Spearman; @ Teste exato de Fisher F=0,630; °F=0,525; °F=0,149;
9F=0,552; °F= 0,734; 'F=0,502; °F=0,627; "F=0,163; 'F=0,345.

Tabela 5. Caracterizagcdo da amostra e analise da associagdo entre os polimorfismos dos genes NQO1, GSTT1 e GSTM1,
de forma isolada e combinada, com o0s subtipos do cancer de mama caracterizados segundo o perfil de
imunohistoquimica.

Portador do
NQO1 GSTT1/GSTM1 Alelo T +
Subtipos N % (rs1800600) nulos GSTT1/ GSTM1
nulos
2 rs 2 rs 2 ls

Receptor Hormonal (n=117)
Negativo 27 231 0,722 0725  0247° 0251  0462° 0,466
Positivo 90 76,9

Superexpressédo do HER2 (n=105)

Néo 82 78,1 0,614° 0,618 0,413° 0,418 0,749" 0,752
Sim 23 21,9

Triplo Negativo (n=115)
Nao 99 86,1

2489 251 27" 1 ‘
Sim 16 139 0,248 0,25 0,6 0,63 0,905 0,906




[ 1°=teste de qui-quadrado; rs=coeficiente de correlacdo de Spearman; aTeste exato de Fisher F=0,661; °F= 0,453;
°F=0,680; F= 1,00; °F=0,680; 'F=1,00; °F= 0,251; "F=1,00; 'F=1,00.
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DISCUSSAO

O cancer de mama € a principal causa de mortes entre as mulheres. Em seus
estagios iniciais, geralmente nao é fatal, no entanto, o desenvolvimento de
metastases é responsavel por pelo menos 90% da mortalidade associada a esta
doenca. A taxa de sobrevivéncia cai de 90% para o tumor localizado para 20% nas
pacientes metastaticas (19). Ainda, segundo Stopeck e colaboradores (20), o
desenvolvimento concomitante de biomarcadores e terapias direcionadas € o novo
paradigma para alcancar melhores resultados e poupar as pacientes com tumores
malignos de mama da toxicidade das drogas terapéuticas. De acordo com os
mesmos autores, somente através do desenvolvimento de um tratamento baseado
em biomarcadores, o verdadeiro potencial das terapias-alvo sera alcangado, o que
ressalta a importancia de se buscar marcadores moleculares que possam estar
envolvidos no metabolismo das proprias drogas alvo, bem como de agentes

quimioterapicos, com implicagdes no progndstico, sobrevida e resposta terapéutica.

Este estudo objetivou a analise de variantes genéticas envolvidas com o
metabolismo de compostos exdgenos e enddgenos em amostras de pacientes e
controles oriundas da regiao Sul do Brasil, na busca por marcadores associados a
patogénese do cancer de mama. Para o polimorfismo do gene GSTT1, 15,70% das
pacientes e 21,85% das controles apresentaram o gendtipo homozigoto para a
delecao polimérfica. Ja em relagdo ao gene GSTM1, 54,54% das pacientes e 49%
das controles apresentaram o genoétipo homozigoto para a delegcao (Tabela 2).
Nossos dados corroboram estudos prévios descritos na literatura em relagdo a
frequéncia destas mutagdes, uma vez que segundo Arruda e colaboradores (21), a
delecdo em homozigose de GSTM1 é observada variando de 20 a 70% nas
diferentes populagdes, enquanto que para o gene GSTT1 esta variacdo € de 11 a
38%.

O estudo de associagao caso-controle nao indicou associagdes positivas ou
negativas entre a presengca das variantes polimoérficas das glutationas e a
suscetibilidade ao cancer de mama nesta amostra brasileira (Tabela 2). Entretanto,
os resultados da literatura sdo bastante contraditérios quando mutagdes polimoérficas
em genes que atuam no metabolismo de xenobidticos sao associadas a

suscetibilidade ao desenvolvimento tumoral, incluindo o cancer de mama. Como
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exemplo, estudos detectaram uma frequéncia elevada do genétipo nulo para estes
dois genes em individuos portadores de canceres de pulmé&o, bexiga, cavidade bucal
(4). Losi-Guembarovski e colaboradores (22) ndo observaram associagdes positivas
ou negativas para GSTM1 e GSTT1 em relacédo a suscetibilidade ao cancer de
cabeca e pescogo, ja o grupo de Olshan (5) demonstrou um aumento no risco de
desenvolvimento desta mesma neoplasia em individuos portadores de dele¢gdes em
GSTTL1. Para o cancer de mama, Torresan e colaboradores (6) analisaram mutagdes
polimdrficas em diferentes genes envolvidos com metabolizagdo de estrogénio e de
xenobidticos, incluindo GSTM1 e GSTT1, também em uma amostra de mulheres
brasileiras. Os autores observaram que um gene da familia das glutationas, o
GSTP1 (glutationa P1) foi positivamente associado a doenca, mas que,
principalmente, combinagbes de gendtipos de risco se mostraram positivamente
associadas ao desenvolvimento maligno, o que ressalta a importancia de se analisar
combinagdes genotipicas para genes de baixa penetrancia em diferentes modelos

tumorais.

Para o polimorfismo do gene NQO1, observamos que 6,61% das pacientes e
10,59% das controles foram homozigotas para o alelo mutado (TT) (Tabela 3).
Varios estudos epidemiolégicos € moleculares foram realizados nos ultimos anos
para avaliar a associagao entre este mesmo polimorfismo Pro187Ser de NQOL1 e a
suscetibilidade ao céncer de mama. No entanto, os resultados permanecem
conflitantes. Uma meta-analise envolvendo 3177 casos de cancer de mama e 4.038
controles, com base em 7 trabalhos, apontou que a variante genética néo foi
positivamente associada a um aumento significativo do risco de desenvolver cancer
da mama (14). Nossos dados corroboram os descritos nesta meta-analise, uma vez
gue nosso estudo de associagdo também n&o indicou associagdes significantes para
este polimorfismo. Entretanto, na analise estratificada por etnia, os mesmos autores
observaram uma associagao positiva em mulheres Caucasianas, o que nao pode ser
diretamente comparado aos resultados obtidos neste estudo, uma vez que, apesar
da nossa amostra ser predominantemente Caucasdide, dada a colonizagao
Européia da regido Sul do Brasil, a populacdo brasileira & extremamente
heterogénea (21) e resultados de populagbes com alto grau de miscigenagao devem
ser avaliados com cautela e ndo podem ser comparados a resultados obtidos em

populagcdes homogéneas como a Européia, por exemplo.
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Outra meta-analise (23) envolvendo 92 estudos, com 21.178 casos e 25.157
controles, observou risco aumentado para cancer de um modo geral na populagao
mundial em portadores do alelo variante T de NQO1, entretanto, quando foi
analisado especificamente o cancer de mama, ndo foram observados resultados
significantes, o que reforga o fato de variantes genéticas distintas poderem conferir

risco maior ou menor dependendo do tumor que esta sendo abordado.

Assim, uma vez que a carcinogénese € influenciada por varios genes, uma
unica variante polimérfica possui, individualmente, um efeito pequeno, mas o risco
populacional atribuido aos genes de suscetibilidade pode ser significativo,
justificando a realizacdo da analise de variantes simultaneamente num mesmo
estudo (24). Também, segundo (25), o impacto de um unico polimorfismo genético
pode ser pequeno ou inexistente, mas a analise de interagdes entre varias variantes
pode evidenciar uma suscetibilidade maior ou menor ao desenvolvimento tumoral.
Como exemplo destas interagbes foi sugerido uma maior suscetibilidade para
individuos que possuem uma combinacao de gendtipos considerados de risco, como
presenca do alelo CYP1A1*2A (Citocromo P4501A1) e GSTM1/GSTT1 nulos (26-
28). Dentro deste contexto, partindo do fato de que deficiéncias em mais de uma
enzima atuante na homeostasia celular poderiam ter um impacto maior na
suscetibilidade ao cancer de mama, neste trabalho, as variantes genéticas também
foram analisadas de forma agrupada, levando-se em conta a presenga de mais de
uma mutacdo em um mesmo individuo. Entretanto, no presente trabalho, também
nao foram observados resultados significantes em relagdo as combinagbes dos

genotipos considerados de risco.

De um modo geral, a auséncia de associagdes obtidas neste estudo de caso-
controle pode ser explicada pelo fato das enzimas analisadas pertencerem a familias
compostas por genes que realizam as mesmas fungdes, ou fungbes semelhantes,
de modo que possa coexistir uma compensagao enzimatica. Adicionalmente, sabe-
se que o cancer de mama é uma doenga extremamente heterogénea, composta por
diferentes subtipos tumorais, os quais apresentam marcadores moleculares bem
definidos, e a amostra deste estudo levou em consideragao o cancer de mama como
um todo, de forma que um possivel resultado mais especifico pode ndo ter sido

evidenciado.
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Parametros clinico-patoldgicos foram validados e servem como um guia para
0 uso da terapia sistémica e o estabelecimento do progndstico. Estes incluem
tamanho do tumor, comprometimento de linfonodo, grau histolégico, idade, perfil
molecular e resposta a terapia, dentre outros (29). Neste estudo, em relacdo a
analise de parametros prognésticos, também nao foram observadas significancias
estatisticas em relagdo a grau nuclear, tamanho de tumor, presenca de metastase
em linfonodo e/ou a distancia e estadiamento clinico. Adicionalmente, foram ainda
avaliados os parametros ligados a resposta terapéutica: sobrevida livre de doencga e
recidiva, apos um periodo de acompanhamento de pelo menos 18 meses.
Entretanto, os resultados obtidos também nao indicaram significancia estatistica em
relacdo aos marcadores genéticos (Tabela 4). Os polimorfismos genéticos também
foram avaliados em relagdo aos subtipos moleculares estabelecidos segundo o perfil
de imunohistoquimica, e os resultados também indicaram auséncia de associag¢ao
(Tabela 5).

Podemos sugerir que os resultados negativos obtidos no presente estudo
relativos a sobrevida e recidiva podem ser devidos ao curto periodo de
acompanhamento das pacientes, apenas18 meses, de modo que uma reavaliagao
destes parametros apés um periodo maior de seguimento podera fornecer dados
diferenciados. Torresan e colaboradores (6) também n&o observaram correlagdes
significantes quando diferentes gendtipos em genes de metabolismo foram
analisados em relagdo a parametros clinicos e histopatolégicos de pacientes com
cancer de mama (comprometimento de linfonodos, grau nuclear e tamanho de
tumor). Entretanto, outro estudo demonstrou que o SNP rs1800566 foi positivamente
associado com uma pior evolugdo clinica e que pacientes ER/PR negativas
portadoras do gendtipo selvagem (CC) de NQO1 apresentaram uma maior
sobrevida, ressaltando a importdncia de se estudar esta variante genética em
subtipos de cancer de mama, especialmente os Luminais A e B, positivos para os

receptores de estrégeno e/ou progesterona (16).

Na amostra do presente trabalho, os genes GSTM1, GSTT1 e NQOL1 nao se
mostraram positivamente associados ao desenvolvimento, prognostico ou resposta
ao tratamento a curto prazo de pacientes com cancer de mama em uma amostra
brasileira da regido sul. Como ja mencionado, nossa amostra levou em

consideragao o cancer de mama como um todo, sem especificagcdo de subtipo
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tumoral, de modo que sugerimos a importancia de estudos adicionais envolvendo
subgrupos diferentemente tratados na rotina clinica, como os Luminais e HER2+,
pelo fato de possuirem drogas alvo que podem ser diferentemente metabolizadas
por estes genes. Entretanto, os dados obtidos sao relevantes para a comunidade
cientifica, pois indicam que os genes abordados neste estudo ndo parecem
constituir bons marcadores no contexto amplo da carcinogénese mamaria,

principalmente na populagdo sul brasileira.
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CONCLUSOES

O estudo caso-controle ndo indicou associagdes significativas entre a
presencga das variantes polimérficas nos genes GSTM1, GSTT1 ou NQO1 e a
suscetibilidade ao cancer de mama, quando as mutagdes foram analisadas
individualmente ou de forma combinada;

Ndo foram observadas associagdes significativas quando os genotipos
considerados de risco foram avaliados em relacdo aos parametros
prognésticos de forma individual ou combinada;

Também nao foram observadas associagdes significativas em relacdo aos
parametros sobrevida livre de doencga e recidiva, tanto quando os mesmos
foram analisados de forma isolada como em combinagbes genotipicas

consideradas de risco.
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de algumas analises serem realizadas em subgrupos moleculares e
histopatoldgicos, nosso estudo levou em consideragdo o cancer de mama
como um todo, a partir de uma amostra de 121 pacientes, de modo que
sugerimos a importancia de estudos adicionais, com maior poder estatistico
para subgrupos tratados diferentemente na rotina clinica, como os Luminais
(A e B) e HER2+, pelo fato de possuirem drogas alvo que podem ser
especificamente metabolizadas pelos genes considerados neste trabalho.
Sugerimos também estudos adicionais em pacientes submetidas a
quimioterapia com doxorrubicina, visto tratar-se de uma quinona, uma vez
que existem trabalhos prévios sugerindo associagao prognostica em relagéo a
NQO1.

De um modo geral, os dados obtidos neste estudo sao relevantes para a
comunidade cientifica, pois indicam que os genes abordados podem nao

constituir bons marcadores no contexto amplo da carcinogénese mamaria.
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