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Resumo

Introducéo: O cancer de mama é uma das principais causas ide em mulheres no
mundo. A etiologia desta doenca é multifatoriah@ui fatores como habitos, estilo de
vida, hormonais, ambientais e genéticos. O metstinolide xenobidticos contribui para
o desenvolvimento do carcinoma mamario, e polirmorfis nos genes que codificam
enzimas desta via, tais como GSTESTM1l e GSTT) e CYPs CYP1Al*2Ae
CYP1A1*2Q tém sido associados ao cancer de ma@hbjetivos: Investigar a
influéncia dos polimorfismo&STM1 GSTT1 CYP1A1*2Ae CYP1A1*2Cno risco de
desenvolvimento de cancer de mama; avaliar a aggmcidos polimorfismos e fatores
de risco (idade, fumo, alcool, caracteristicas i) no
cancer de mama, assim como caracteristicas climchstopatologicas do tumor.
Casuistica e Métodos:O presente estudo caso-controle incluiu 752 me#)e219
pacientes e 533 controles. Para analise molecalamfrealizadas as técnicas de PCR-
Multiplex (GSTM1 e GSTT1l) PCR-RFLP CYP1A1*2A e PCR em tempo real
(CYP1A1*2Q. Para a analise estatistica foram utilizadosrogramas MINITAB 16.0
(teste de Regressao Logistica Mdltipla), SNPstaistgs de Modelos de Heranca) e
BioEstat 5.0 (teste de Equilibrio de Hardy-WeinheRgsultados:Mulheres com idade
avancada e com o habito etilista apresentaram aisowentado para o desenvolvimento
de céancer de mama. Mulheres com carcinoma mamaniesentaram frequéncia
discretamente maior (51%) do genoétipo nBBTM1em relacdo a mulheres sem cancer
(49%), no entanto essa diferenca nao foi estaisgnte significante. O gendtipo nulo
de GSTT1também nao foi associado ao cancer de mama. @@dismoCYP1A1*2A
foi associado ao risco para cancer de mama e s@dismo CYP1A1*2Cfoi mais

frequente em tumores com auséncia de metastasgéaain.Conclusdes:Mulheres
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com idade avancada e que ingerem bebida alco@iesentam risco aumentado para
desenvolver cancer de mama. O polimorfisdP1A1*2Aesta associado ao cancer de
mama e o polimorfism&€YP1Al*2Cesta relacionado as mulheres com auséncia de
metastase a distancia. Os polimorfismos dos g&&EVile GSTT1nao apresentam

associacdo com o desenvolvimento do cancer de mama.

Palavras chave Cancer de mama; polimorfismo genético; xenohi&ticcitocromo

P450; glutationa transferase.
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Abstract

Introduction: Breast cancer is a leading cause of death in wowmndwide. The
etiology of this disease is multifactorial, incladifactors such as habits and lifestyle,
hormonal, environmental and genetic. The xenobiatetabolism contribute to the
development of breast carcinoma and polymorphisngenes encoding enzymes in this
pathway, such as GSGETM1andGSTT) and CYPsCYP1A1*2AandCYP1A1*2G
have been associated to breast car@bjectives: To investigate the influence of the
GSTM1, GSTT1,CYP1A1*2A and CYP1A1*2C polymorphisms at the risk for
developing breast cancer; to evaluate the assogiafi polymorphisms and risk factors
(age, smoking, alcohol, clinical features), tumiomical and histopathologic features in
breast canceMethods: This case-control study included 752 women, 218 pts and
533 controls. Molecular analysis were performedP@R-multiplex GSTM1null and
GSTT1null), PCR-RFLP CYP1A1*2A and real-time PCRQYP1A1*2G. For the
statistical analysis, the MINITAB 16.0 (Multiple bostic Regression Test), SNPstats
(Inheritance Model tests) and BioEstat 5.0 (HardgiWiderg test) tests were used.
Results: Women with old age and the alcohol consumption tmatdeased risk for
developing breast cancer. Women with breast cahadr slightly higher frequency
(51%) of theGSTM1 nullgenotype than women without cancer (49%), howéviar
difference was not significant statisticalySTT1 nullgenotype was also not associated
with breast cancelCYP1A1*2Apolymorphism was associated with the risk for brea
cancer andCYP1A1*2Cpolymorphism was more frequent in tumors with rnstaht
metastasesConclusions: Women with age advanced and who drink alcohol gares
increased risk for developing breast can€&YP1A1*2Apolymorphism is associated

with breast cancer amdYP1A1*2Cpolymorphism is related to women with no distant
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metastases. The polymorphisms of B&TM1andGSTT1genes are not associated with
the development of breast cancer.
Keywords: Breast cancer; genetic polymorphism; xenobioticiocgrome P450;

glutathione transferase.
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1. Introducéo

Cancer é uma malignidade celular cuja caractesigtia perda dos controles
normais que resultam em crescimento desreguladg@naia de diferenciacéo celular,
invasdo de tecidos locais e metastatizacdo. Adaséiue perderam a capacidade de
responder aos mecanismos de controle normal doimr@sto e que se multiplicam de
modo descontrolado s&o consideradas células tramsfias ou neoplasicas, no qual
neoplasia significa literalmente o processo de nav$ crescimentot?®

O cancer é uma das principais causas de morteumolon Anualmente sao
estimados 14 milh6es de novos casos e 8,2 milhéenaites relacionadas ao cancer
em todo o mund&. A estimativa mundial para 2020 é de 10,3 milhdesnortes por
cancer. América do Sul, América Central, Africa sidAsdo responséaveis por 60% dos
novos casos e 70% dos Obitos por cancer. No Beasifimativa para 2016 e 2017 é de
aproximadamente 596 mil novos casos de cancer,cavoa de 300 mil somente em
mulheres®

As causas do cancer sao variadas, podendo senaxteu internas ao
organismo e ambas estao inter-relacionadas. Aasaxdernas relacionam-se ao meio
ambiente e aos habitos ou costumes proprios de rabieate social e cultural. As
causas internas sdo, na maioria das vezes, genetitax pré-determinadas e estao
relacionadas a capacidade do organismo de se defelad agressdes exterrdd
Esses fatores causais podem interagir de variasaBraumentando a probabilidade de
transformacdes malignas nas células normais. Demameeira geral, 80% a 90% dos
canceres estdo associados a fatores ambiéhtais.

Entre todos os tipos de neoplasias, 0 canceraieanse destaca como a

principal causa de mortes em mulheres, corresparZi? dos novos casos, 14% do
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total de 6bitos e a estimativa é de que esse tpoedplasia seja responsavel por 60%
das mortes por cancer de mama em paises em deserardb.”)

Cerca de 1,38 milhdes de mulheres sdo diagnoasaaan cancer de mama e
520.000 casos de morte por esta doenca s&o idadt todos os anos no muritlo
No Brasil, a neoplasia mamaria € a principal calesanortes entre as mulheres desde
1979 ®. Este tipo de neoplasia é responsavel por 70%mdates em mulheres que
vivem nos paises de média e baixa réfld&egundo a Organizacdo Mundial da Satde
(OMS), nas décadas de 60 e 70 ocorreu um aumeritd dezes no numero de casos de
cancer de mama em todo o muritioNa América Latina sdo diagnosticados cerca de
115.000 novos casos, todos os anos, e no Brasiatstica ultrapassa 57.960 casos em
20169

O carcinoma mamario apresenta bom prognosticdagmasticado em fase
inicial. A sobrevida de cinco anos nos paises eserdslvimento € de 50% a 60%,
enquanto que nos paises desenvolvidos € de 85%diageosticado em estagio
avancado a taxa de mortalidade é alta. E a seguaita causa de morte por cancer em
paises desenvolvidos, ficando abaixo apenas pe@acer de pulmédo. Em contrapartida
é a primeira causa de morte por cancer em paiseesenvolviment§+°.

Além dos fatores ambientais e genétitds a idade e fatores endécrind@
também apresentam importancia no desenvolvimentoadoer de mama. Os fatores
endocrinos estdo relacionados principalmente dmelst estrogénico, seja endogeno
ou exdgeno, com aumento do risco quanto maior pdete exposicdo ao hormoénio por
diversas vias como ingestéo, liberacdo e estinndmbnal durante a vid&®.

Apresentam risco aumentado para esse tipo de rcandberes com histéria
de menarca precoce (idade da primeira menstruagidomgue 12 anos), menopausa

tardia (apds os 50 anos de idade), primeira gra\agés 30 anos de idade, nuliparidade
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(nunca ter filhos) e terapia de reposicdo hormgdatmenopausa, principalmente se
prolongada por mais de cinco afb¥’. Outros fatores incluem & exposicéo a radiacdes
ionizantes em idade inferior a 40 anos, ingest§olae de bebida alcoolica, mesmo que
em guantidade moderada (30g/dia), obesidade, palmente quando o aumento de
peso se da apds a menopausa, e sedentdtflnitistoria familiar de cancer de mama,
principalmente em parentes de primeiro grau anbssS® anos, € importante fator de
risco para o cancer de mama e pode indicar presligmgenética associada a presenca
de mutacdes em determinados géfies

A prevencao primaria da neoplasia de mama aind&rtatalmente possivel
devido a variacdo dos fatores de risco e as caistatas genéticas que estdo envolvidas
na sua etiologia. Um importante desafio a pesqddsaancer é entender como essas
alteracOes genéticas estdo associadas a tumorgé&uwedribuindo para as alteracdes
celulares e biologicas que podem ser reconhecida® analignas. As neoplasias
podem ocorrer nas formas esporadicas e heredit&tias

Devido a sua importancia, a investigacao de fatgeméticos relacionados ao
risco de desenvolver neoplasia mamaria podera ibaimmtrpara 0 conhecimento e
gerenciamento de tratamentos desse tipo tuniBtal. Tecnologias aplicadas nos
estudos de DNA, RNA e do perfil das proteinas, poder usadas para retratar um

fenétipo detalhado do tum&rt>1819



Intradio 5

Caracteristicas clinicas do cancer de mama

O cancer de mama é uma doenca clinicamente héteragque necessita de
uma grande variedade de tratamentos e conduz liadesudiferente€®. Deste modo a
classificacdo prognostica atual considera os sobfiyistolégicos, como o carcinonm
situ, que atinge ductos e I6bulos e a principio ndia @rcapacidade de desenvolver
metastasecarcinoma invasivo ou infiltrante, que atinge dsct® lobulos e tem
capacidade de desenvolver metastase; e 0 carcimvasEvo, 0 mais comum (mais de
80% dos casos) e tém origem no epitélio duttal

Os tumores séo classificados de acordo com os pt@snde TNM, nos
quais sao considerados a extensao anatémica deadgee sdo: tamanho do tumor (T),
comprometimento de linfonodos regionais (N) e ntat&s a distancia (M). Essa
classificacéo € realizada de acordo com a Unid@riational Contra o Cancer (UICC)
(22)

Tumores mamarios com histologia e clinica semé#isapodem apresentar
diferentes prognésticos e respostas terapéufitas” A classificacdo prognéstica atual
considera, além das classificagdes histolégicadN®,Tos subtipos moleculares do
carcinoma de mama que podem exigir terapéuticacHimae®>2%?") Essa classificacdo
considera a presenca/auséncia de receptores hasm@s#rogénio e progesterona),
amplificacdo e/ou superexpressao do receptor tigho fator de crescimento epidérmico
humano Human Epidermal Growth Factor Receptor — type BIER2) e indice de
proliferacéo celular (Ki-67). Essa classificacdodiépica consiste eff*2428:2%

- Luminal A: tumores positivos para receptor deragg@nio (RE) e/ou
receptor de progesterona (RP), negativos para feagho e/ou

superexpressao de HER2 e Ki-67 <14%;
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- Luminal B: tumores positivos para RE e/ou RP.,itpas para HER2 ou
guando HER2 negativo apresentar Ki-67 >14%;
- Superexpressdo de HER2: tumores negapia@s RE e RP e positivo para
HERZ;

- Triplo Negativo: tumores negativos para RE, RIFER2.

Metabolismo de xenobiodticos

Alguns individuos podem apresentar risco aumenpada o desenvolvimento
do cancer devido as diferencas no biometabolisness® modo, polimorfismos nos
genes que codificam as enzimas metabolizadorasr#hidticos podem ter significante
papel no risco para as neoplasias de m&fhaAssim, polimorfismos nesses genes,
como os membros da familia @tocromo P450(CYP) e Glutationas-S-Transferase
(GSTs) tem sido associados & carcinogénese mafmifa

A maquinaria de metabolizacdo xenobidtica é ctuida principalmente por
dois tipos de enzimas, as do metabolismo oxidatevé-ase | e as enzimas conjugadas
de Fase Il. Neste metabolismo os compostos sdcedans a metabdlitos altamente
reativos pelas enzimas oxidativas de Fase | quepsi@igipalmente, representadas pelas
enzimas da superfamilia do Citocromo P450 (CYPskt®forma, por meio da adicao
de um ou mais grupos hidroxila no substrato, umcaréindbgeno pode tornar-se
carcindgend®3*

As reacOes da Fase Il envolvem a conjugacdo caubstrato endogeno
(glutationa, sulfato, glicose, acetato) principatibeepor meio da acéo das Glutationa-S-
transferases (GSTs), UDP-glucoroniltransferases-acetiltransferases (NATS), que

agem como enzimas inativadoras dos produtos asvado Fase |, tornando os

metabolitos hidrofilicos e passiveis de excrecatintdrfismos em genes que codificam
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essas enzimas do metabolismo de xenobidticos pafterar sua expressao ou fungéo,
e consequentemente modificar a ativacdo ou detegdio de compostos
carcinogénico§>36:373882839qte5 genes sdo importantes para o desenvolvindento
cancer de mama devido ao seu envolvimento no nleatmo das substancias
cancerigenas como compostos exogenos que podergesetoxicos e hormdnios
esteréide$?

Em relacdo a superfamil@YP, o geneCYP1Alapresenta grande importancia
no processo da carcinogénese humana. O Q¥R Al localizado no cromossomo 15,
regido cromossdmica 15022924 tem como produto dmati a enzima aril-
hidrocarboneto hidroxilase (AHH). O polimorfism@YP1Al1*2Aesta localizado na
posicdo 3798 do gene, correspondente a regido adificante 3’ da cauda poli (A).
Este polimorfismo resulta na transicdo de timina péosina (T>C) resultando em uma
sequencia de reconhecimento da enzima de restriddp. O polimorfismo
CYP1A1*2C localizado na posicao 2454 do gene, € caractieripeela transicdo de
adenina para guanina (A>€Y O gene que codifica esta enzima contém dois sitios
polimorficos que definem os polimorfism@¥P1A1*2Ae CYP1A1*2Cassociados com
cancer de pulmao e marfia.

Estudos tém demonstrado uma associacdo entsem de diferentes tipos de
cancer e 0s genotipos polimorficos resultantegpdtimmorfismos em gendSYPs como

(74)

polimorfismo CYP1A1*2A e canceres: ord pulmao® cervical™®

trato
aerodigestivo superiéf® cabeca e pescofd®? O polimorfismo CYP1A1*2C é
associado com cancer de cabeca e pestoé§?laringe e hipofaring€?

As GSTs sdo consideradas enzimas chave na fas® linetabolismo de
xenobidticos, uma vez que participam de processiik€os na protecdo contra o

estresse oxidativi8? Os genesGSTM1 e GSTT1 também s&o importantes na
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detoxificagdo de carcindgenos. O geBhitathiona S-transferase mu—GSTM4&ta
localizado na regido cromossomica 1p13.3 do croomogsl, e 0 gen&lutathiona S-
transferase teta—GSTTra regido cromossdmica 22gl11.2 do cromossomo K2sE
genes apresentam delecOes génicas representadageedtipos polimorfico6STM1

e GSTT1 nulos que consequentemente resultam em perda da divida
enzimaticd?0*18%

Polimorfismos em genes que codificam enzimas erded no metabolismo
de xenobidticos podem modificar as funcdes destasnas, resultando na alteracédo da
ativacdo ou desintoxicacdo de substancias cannesgdais como 0s metabdlitos
presentes no cigarro e em bebidas alcooff€4s*4**Deste modo, polimorfismos
nos genessSTMle GSTT1podem influenciar o desenvolvimento de varios diple
cancer, incluindo bexiga, testiculos, prost&d”) pulmao*® esodfagd?®*? figado®?
c6lon® carcinoma de células escamosas de cabeca e pestbtg®°’8598%%
mama(-19,60,61,62,63,64,65)

Alguns polimorfismos de GST sé&o associados adteekude tratamentos em
pacientes com cancer de mama. Mais especificamgoliejorfismos de delecdo nos
genesGSTM1le GSTT1podem resultar na alteracdo da atividade enziemd®esultados
de estudos sugerem que a susceptibilidade paraemwt#vimento do cancer de mama

pode ser modulada pela presenca dos polimorfis@8FM1 e GSTT1(%67:68:69)
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1.1 Objetivos

Objetivo geral

Identificacdo de variantes genéticas dos geD¥P1A]l GSTTle GSTMle
fatores de risco para o carcinoma mamario.

Objetivos especificos

1 - Avaliar a associagdo dos polimorfismGSTM1 GSTT1 CYP1AI2A e
CYP1AZTX2C e o risco para o desenvolvimento de tumorenama,

2 - Analisar a influéncia de fatores de risco nsetwolvimento de tumores
mamarios;

3 - Avaliar a interagdo entre os polimorfismos e fagres de risco no
desenvolvimento do cancer de mama;

4 - Investigar a associacdo dos polimorfismos camampetros clinicos e

histopatolégicos do cancer de mama e progressaa.
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Os resultados referentes a esta dissertacdo egtéseatados em forma de

artigos. No total estdo apresentados dois artigesgqrao submetidos a publicacao.

Artigo |

Titulo: Evaluation of molecular markers GSTM1 and GSTT1 amtinical factors in
breast cancer.

Autores: Stéphanie Piacenti dos SantosSabrina Sayuri Morissugui, Anelise Russo,
Ana Paula D’Alarme Gimenez Martins, José Luis Essefrancisco, Erika Cristina
Pavarino, Eny Maria Goloni-Bertollo.

Periddico: Plos One a ser submetido.
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Titulo: Avaliagdo do geneCYP1Alem pacientes com cancer de mama.

Autores: Stéphanie Piacenti dos SantosAnelise Russo; Ana Paula D’Alarme
Gimenez Martins; José Luis Esteves Francisco; E@katina Pavarino; Eny Maria
Goloni-Bertollo.

Periddico: Breast Cancer: Basic and Clinical Researalser submetido
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Summary

Introduction: Genetic polymorphisms in genes of the superfanafyglutathione-S-
transferasesGSTM1andGSTT), which play a key role in the metabolism of xeiotios,
can be associated with susceptibility to the breastcer development. The study was
conducted to evaluate the frequency of polymorphismGSTM1and GSTT1lgenes in
women with breast cancer (patients) compared withsé observed in women without
history of cancer (controls), and the associatioh tbese polymorphisms with
clinical/epidemiological parameterslaterials and Methods: Were evaluated 752 women
(219 patients and 533 controls). Genomic DNA wasaeted from blood samples and
molecular analysis was performed by the Polyme€@isan Reaction (PCR). For statistical
analysis, was used multiple logistic regression descriptive statisticResults: Statistics
showed that age 50 years (OR = 3.22, 95% CI = 2.30 — 4.51, p <D(#nd alcohol
consumption (OR = 1.60, 95% CI = 1.13 — 2.27, p68)0Owvere associated to the breast
cancer development, while smoking a8&TMland GSTT1null genotypes presented no
associationGSTM1and GSTT1polymorphisms presented no relationship with thaaal
and histopathological parameters or molecular sadstyf breast cancer. Ninety-two percent
of tumors were invasive ductal, 66% were gradé3fo were larger than 2 cm, the stages Il
(35.3%) and Il (31.2%) were the most prevalentd &7Y.7% were molecular subtype
luminal B. Conclusion: Individuals aged> 50 years and alcohol consumers have more
chance to developing breast can€ée&TM1and GSTT1polymorphisms are not associated
to the risk of breast cancer.

Keywords: Breast cancer, genetic polymorphism, glutathioaesferase, xenobiotics.
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Introduction

Breast cancer is the most common malignancy ands¢lwend leading cause of
cancer-related death in women worldwittidn Brazil and most other countries the cases of
this malignancy are still growing™. Therefore, this disease is an important publiaithe
problem that should be studied.

Although it is known that avoiding exposure to tot@ maintaining a healthy
weight, staying physically active throughout lifand consuming a healthy diet can
substantially reduce the risk of developing canmerying from cancéP. The primary
prevention of this malignancy is not completely gbe due to the variety of risk factors
and genetic alterations that are involved in thelagy®.

An important challenge in research about cancemierstand how these genetic
alterations are associated with tumorigenesis. Smligiduals have an increased risk of
developing cancer because the differences in tradtabolism®®).

The elimination of many xenobiotics from the bodymediated by two classes of
enzymes sequentially: phase | oxidation enzymemchyome P450 (CYP); and phase Il
enzymes, which include a variety of enzyme famibesh as N-acetylating enzymes (N-
acetyltransferase — NAT), glutathione-S-transfesa$&ST) and methyltransferases (MT).
Phase Il enzymes promote the conjugation of thdized molecule with a functional group.
This process becomes the metabolite more wateblgodnd facilitates its elimination from
the body’.

Polymorphisms of genes that encode enzymes invalvedenobiotic metabolism
can modify the functions of these enzymes, regylin the incorrect activation or
detoxification of carcinogens, such as metabolitds tobacco and alcohol. Thus,

polymorphisms of genes, such as members of therfanpiéy of cytochrome P450 (CYP)
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and glutathione-S-transferase (GST) has been assdcwith carcinogenesis in several
cancer types, including lun§’, prostate®, colorectal *®, head and neck!>34647
esophagu$?, liver *® and breast canc&r®16"

Deletion polymorphism ilGSTM1and GSTT1genes can result in no enzymatic
activity and influence on treatments such as cheerapies'®?®. However, the number of
studies for each functional polymorphism is stéry limited, making it difficult to confirm
positive associations®”. Regarding the association of these polymorphiswith
carcinogenesis, results of studies suggest thasuiseeptibility for breast cancer can be
modulated by the presence@8TM1andGSTT1null genotype&2®,

This study aimed to determine the frequency of malsphisms inGSTM1 and
GSTT1genes in a sample of women with breast canceraarwhtrol group without breast
cancer, and evaluate whether these variants adbcfmes for the development of breast
cancer. The relation of these polymorphisms withichl/ epidemiological parameters and

risk factors such as obesity, exposure to alcohotl dobacco, nulliparity, and

histopathological characteristics of the tumorsenadso investigated.

Materials and Methods

A total 752 women were included in this study, 28@men with histologically
confirmed breast cancer, diagnosed at Servico dedBlogia e Obstetricia/Unidade de
Mastologia do Hospital de Base/Faculdade de Medidile S&o José do Rio Preto
(FAMERP), Sao Paulo, Brazil, and 533 healthy womath no previous history of cancer

and without family histories of cancers (controls).
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The study was approved I§omité de Etica em Pesqui$GEP) of Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Pre®4397/2012) andComité Nacional de Etica em
PesquisaCONEP, and written consent was obtained fromatiigpants.

Both cases and controls completed a questionnaateassessed parameters such as
sowal/epidemiological data (age and exposure tohalcand tobacco). Cases were also
guestioned about body mass index (BMI) and numbpregnancies.

Medical records were also reviewed to obtain dedailclinicopathological
information including stage of breast cancer tuhased on the tumor size (T), lymph node
involvement (N) and metastasis (M) according to plaeameters of Union International
Cancer Control (UICG}® e American Joint Commitee for Cancer (AJCC) andemdar
subtypes determined through immunohistochemicaimbr&ers: luminal A (Estrogen
receptor (ER) positive and/or progestin receptd®)(PBositive, Human Epidermal Growth
Factor Receptor (HER2) negative and proliferaticarkar Ki-67 <14%), luminal B (ER
and/or PR, HER2 — and Ki-67>14% or ER+ and/or PR and HER2+), HER2
overexpressed (ER PR—, HER2+) or triple negative (ER, PR—, HER2-) 429

Genomic DNA was extracted from peripheral bloodoadmg to the technique of
Miller et al. 1988, with modifications®”. Molecular analysis 0iGSTM1 and GSTT1
homozygous deletions was performed by Polymerasen(Reaction (PCR). The fragment
of the CYP1Algene was amplified in the same reaction to use ja@sitive control of the
reaction.

PCR reaction was performed using 25 p/L of eacimgmj 1.5 mM of MgGl, 1.23
umol/L of each desoxynucleotide triphosphate, 1.&f Waq DNA polymerase (Fermentas),
100 ng of genomic DNA, using Mastercycler perso(@&bpendorf). The reaction was

preincubated for 4 min at 94°C for denaturationRR®onditions were 2 min at 94°C, 1 min
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at 59°C, and 1 min at 72°C, for 35 cycles. Thelfexdension was performed at 72°C for 10
min. The amplified DNA was electrophoresed in 1.8¢@arose gel stained with red gel,
under constant current of 110V for 60 minutes amosequent visualization in ultra-violet
light.

To examine the association between genotypes andetrelopment of breast cancer,
we calculated the odds ratios (ORs) and 95% coméelentervals (95% CIs), using multiple
logistic regression analysis with Minitab/ Window¥ersion 12.22 and GraphPad InStat —
version 3.0 software. P-values < 0.05 were consdistatistically significant. The clinical
and pathological features, such as tumor type,egraize and classification of molecular

subtypes of tumors were also analyzed by desceistiatistics.

Results

This study included a total number of 752 womelkf @iagnosed with breast cancer
(patients) and 533 cancer free (controls). Multlplgistic regression evaluated the effects of
the variables: age, smoking, alcohol drinking amtiymorphisms inGSTM1and GSTT1
genes in the breast cancer development.

Age > 50 years (OR = 3.22, 95% CI = 2.30 — 4.51, p <0D\@hd alcohol drinking
(OR = 1.60, 95% CI = 1.13 — 2.27, p=0.008) showmphicant association with the
development of breast tumor. Breast cancer patiésit8o) presented a slightly higher
prevalence of th&sSTM1null genotype compared to the controls (49%). H@mvethis
difference was not statistically significant. Siamito theGSTM1genotype, the presence of
null genotypeGSTT1was not associated with an increased risk fordbreancer (Table 1).

The patients were divided in two groups: patienttheut metastasis and patients

with metastasis. Comparing the groups, no significifferences were observed@5TM1
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and GSTT1genotype frequencies, showing no relationship eetwthese polymorphisms
and the presence of metastasis. Age, tobacco onalconsumption, body mass index and
parity were not associated to metastasis (Table 2).

We analyzed if null genotype &@STM1andGSTT1could affect smokers or alcohol
consumers in relation to the risk of breast camselopment, due to the critical role of
GSTs in the elimination of exogenous carcinogemmgounds. However, no significant
results were found.

In relation to clinical and histopathological paeters, the most common
histological type was invasive ductal (92.2%), turgade Il and T2 tumors (between 2 and
5 cm) were more frequent (66% and 31.6%, respdgjivtages Il (35.3%) and Il (31.2%)
were the most prevalent. Luminal B was the mogjuemt molecular subtype among cases
(47.7%) (Table 3). The polymorphisms were not assed with the molecular subtypes or

TNM status of breast cancer (Table 4).

Discussion

This study showed that age50 years can be a risk factor for the breast gance
development. This is in agreement with the liten@tilhat considers aging as risk factor in
many cases of breast cané&!. Regarding alcohol drinking, Coronado and collegue
review article in 2011, and others studies condutti@t alcohol intake can be a risk factor
for breast cancef®*® The results of present study agree with theseltsedaut disagree
with a study that found no relationship betweers thabit and the development of breast
cancer ®¥

Although study of Magnusson et al. (2007) indicstteoking as a risk factor for the

development of breast canc&?. In this study this relationship was not foundvasl as
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various studie$***®. However, the relative frequency shows that 33df%atients were
smokers while 26.7% of controls were smokers.

The frequencies 06STM1and GSTT1null genotypes observed in this study were
not different from those described in previous pations involving subjects from Brazil
B, We did not observe an association between Gi$SM1 null or the GSTT1 null
genotypes and an increased risk for breast cafbey.supports the findings of Zgheib et al.
(2013) ), Sohail et al. (2013¥®, Chacko et al. (2005¥®, and Unlu et al. (2008%°.
However, in others studies the n@STM1and GSTT1was associated with breast cancer
risk ¥22% In contrast, Kaushal et al. (2018 study showed thaBSTT1null andGSTM1
null genotypes conferred 41% less and 55% les<ceetusk to breast cancer.

Comparing the patient groups with or without metsist no significant differences
were found iINnGSTM1and GSTT1polymorphisms frequencies, showing that thereds n
relationship between these polymorphisms and tfesepce of metastasis. This result is not
supported with concrete data in the literature,ibistpossible that the absence of metastasis
should be the best response to chemotherapy. Studes showed that thé STM1null
genotype is associated with increased succes®itréatment with chemotherapeutic drugs
(18,19).

The high frequency of invasive ductal, higher ti8886, is also reported by studies
about this type of carcinomf&. The histological grade of the tumor is one of thest
consistent prognostic factors to guide adjuvargtiment in invasive breast carcinofi&sin
this study, similar to others described in literafigrade Il tumors were more prevalent.

Regarding the tumor size, it is important emphatize this is a determinant factor

in indication of treatment. Some studies presegidr prevalence of tumors smaller than 2
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cm related to the best progno&%°®. However, in this study only 23.4% of patients had
tumors with these dimensions.

About the molecular subtype, luminal B was the mmsvalent in the analyzed
patients. There is a contradiction in relation tbeo studies, which showed the luminal
subtype A, with a better prognosis, as the mogjuieet typ&°*? GSTM1and GSTT1
polymorphisms were not associated to the molecsildatypes or TNM status of breast
cancer in the present study. There are few datataihe frequency ofST genotypes
according to the molecular subtypes in the litgmtuSignificant GSTT1 and GSTM1
genotype-phenotype association were not also obdey Savukaityt and collegues in
Lithuanian patient$*®. In another study performed in Thailand ®88TT1and GSTM1
polymorphisms showed no significant associatioth&clinical and pathological parameters
comprising lymph node, estrogen receptor (ER), @stayone receptor (PR), HER- 2, tumor
size and age at diagnosis of patiefis Furthermore, in patients with invasive breast
carcinoma the frequencies @STT1 and GSTM1 polymorphisms were not different

according to the TNM status after chemotherapy

Conclusion

Age > 50 years and alcohol consumption are risk facforsdeveloping breast
cancer. Patients in this study did not have sorfhe prognosis, because the prevalence of
tumors larger than 2 cm and luminal B moleculartyod. Considering the complex process
of carcinogenesis and this multifactorial etiologyis essential further studies to elucidate
the association between these genetic polymorphismenobiotic metabolizing genes and

epidemiological variables of breast carcinoma.
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Table 1. Epidemiological variables, risk factors aB&TM1andGSTT1polymorphisms in

breast cancer risk.

Variable

Age

Smoking

Alcohol

drinking

GSTM1

GSTT1

<50
>50

No

Yes

No

Yes
Present
Null
Present

Null

Cases Controls
(N=219) (N=533)
N (%) N (%)
85 (38.8) 320 (60)
134 (61.2) 213 (40)
151 (69) 381 (71)
68 (31) 152 (29)
132 (60) 363 (68)
87 (40) 170 (32)
107 (49) 275 (51.6)
112 (51) 258 (48.40)
167 (76) 400 (75)
52 (24) 133 (25)

OR? (95% CI)® P value

1 (reference)

3.22 (2.30 — 4.51) <0.001
1 (reference)

1.01 (0.70 — 1.45) 0.970

1 (reference)

1.60 (1.13 —2.27) 0.008

1 (reference)

0.94 (0.68 — 1.30) 0.706

1 (reference)

1.00 (0.68 — 1.46) 0.981

20dds ratio® 95% Confidence Interval.
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Table 2. Epidemiological variables, risk factors and polyptasms in metastasis risk.

Variables

Age (year)

Smoking

Alcohol

drinking

BMI

Parity

GSTM1

GSTT1

<50
>50
No
Yes
No

Yes

Present
Null
Present

Null

Patients with Patients
Metastasis  without
(N=118) Metastasis
(N=94)
N (%) N (%)
58 (49.15) 46 (49)
60 (50.85) 48 (51)
80 (67.8) 67 (71.3)
38 (32.2) 27 (28.7)
74 (62.7) 53 (56.4)
44 (37.3) 41 (43.6)
33 (28) 30 (32)
85 (72) 64 (68)
106 (89.8) 82 (87.2)
12 (10.2) 12 (12.8)
60 (51) 42 (44.7)
58 (49) 52 (55.3)
93 (78.8) 69 (73.4)
25 (21.2) 25 (26.6)

OR? (95% CI)®

1 (reference)
0.89 (0.50 — 1.58)
1 (reference)
1.23 (0.65 — 2.33)
1 (reference)
0.70 (0.39 — 1.27)
1 (reference)
1.25 (0.68 — 2.29)
1 (reference)
0.83 (0.34 — 1.99)
1 (reference)
0.78 (0.45 — 1.37)
1 (reference)

0.74 (0.38 — 1.43)

P value

0.697

0.518

0.242

0.479

0.671

0.391

0.370

20dds ratio” 95% Confidence Interval



Artigo Cientifico25

Table 3. Clinicopathological characteristics of breast @nc

Cases (N=218)*

Variable N(%)
Invasive ductal carcinoma 201 (92.2)
Ductal carcinoman situ 3(1.3)
Histology Invasive lobular carcinoma 2 (1.0)
| 38 (17.4)
Tumor Il 144 (66)
Grade 1] 36 (16.5)
Tis 5 (2.3)
Tl 68 (31.2)
Tumor T2 69 (31.6)
Size T3 34 (15.6)
T4 42 (19.3)
0 3(1.4)
I 32 (14.7)
Stage Il 77 (35.3)
1 68 (31.2)
\Y, 38 (17.4)
Luminal A/B(Hybrid) 27 (12.3)
Molecular Luminal A 39 (18)
Subtype Luminal B 104 (47.7)
HER2 overexpressed 18 (8)
Triple negative 30 (14)

*Numbers may not add up to 218 because of missita. d
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Table 4. Association betweenGSTM1 and GSTT1 polymorphisms and clinical and

histopathological characteristics of breast cancer.

GSTM1 GSTT1
Clinical and histopathological ~ N(%) OR? (95% CI)° P value OR? (95% CI)° P value
Parameters
Luminal A
LumB/HER-2/Triple 168(81.6) 1(Reference) 1(Reference)
Luminal A 38(18.4) 0.91(0.44-1.87) 0.788 1.38(0.59-3.19) 6.45
Luminal B
LumA/HER-2/Tripl 86(41.8) 1(Reference) 1(Reference)
Luminal B 120(58.2)  1.42(0.80-2.52) 0.233 0.71(0.36-1.39) 0.319
HER-2
LumA/LumB/Triplo 188(91.3) 1(Reference) 1(Reference)
HER-2 18(8.7)  0.83(0.31-2.23) 0.709 0.58(0.15-2.16) 0.415
Triple negative
LumA/LumB/HER-2/Lum Hib 176(85.4) 1(Reference) 1(Reference)
Triple negative 30(14.6)  0.63(0.28-1.44) 0.274 1.78(0.74-4.30) 0.201
TNM status
Stage |/ 1l 112 (51.4) 1(Reference) 1(Reference)
Stage Il / IV 106 (48.6) 0.89 (0.51-1.55)  0.692 0.93 (0.48-1.79) 0.827

20dds ratio? 95% Confidence Interval.
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RESUMO

Introducdo: As enzimas codificadas pelogenes da superfamilia Citocromo P450
desempenham um papel fundamental no metabolism@mizbidticos e os polimorfismos
genéticosCYP1A1*2Ae CYP1A1*2Cpodem estar associados com a susceptibilidade ao
desenvolvimento do cancer de mama.

Objetivo: O presente estudo foi realizado para avaliar danpdismos CYP1A1*2A
(rs4646903) eCYP1A1*2C(rs1048943) em mulheres com cancer de mama (pas)ent
comparado com os individuos sem historico de cafuoentroles), no risco de desenvolver
cancer de mama, e investigar a associacdo desdasoniemos com parametros
epidemioldgicos, clinicos e histopatolégicos dasdtes.

Casuistica e métodosForam incluidos 752 individuos no estudo, 219 gydes e 533
controles. A andlise molecular foi realizada poiae PCR-RFLP e PCR em tempo real.
Para a analise estatistica foram realizados ossted# equilibrio de Hardy-Weinberg,
regressdo logistica multipla e foram consideradgsificantes intervalo de confianca de
95% e valor de g 0,05.

Resultados:O polimorfismoCYP1A1*2Afoi associado com risco para 0 cancer de mama,
nos modelos de heranca investigados. Mulheres atadei avancada (OR=2,44; IC
95%=1,76-3,39; p<0,001) e habito etilista (OR=1,46; 95%=1,04-2,06; p=0,030)
apresentaram risco aumentado para desenvolviment@mnter de mama. O polimorfismo
CYP1A1*2C(OR=0,18; IC 95%=0,05-0,63; p=0,007) foi mais fregte em tumores com
auséncia de metéstase a distancia.

Concluséo: Individuos com idade avancada, habito etilista polimorfismo CYP1A1*2A

apresentam risco aumentado para desenvolver cameemama. O polimorfismo
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CYP1A1*2Cesté relacionado as mulheres com auséncia detasetés distancia. Nossos
achados mostram que os polimorfismos no geié1lAlpodem modular o risco para
cancer de mama, bem como de malignizacdo tumonal roetastase a distancia, embora
estudos futuros com expansdo do grupo amostralimsejacessarios para melhor

compreensao do papel desses polimorfismos na ogésiese mamaria.

Palavras chave:Cancer de mama; polimorfismo genético; Citocromb@® xenobidticos.

Introducéo

O céancer é uma das principais causas de morte ndansendo responsavel por 8,2
milhdes de mortes em 20¥Y2 Em mulheres, o cancer de mama é o mais recoyreome
maior frequéncia em 140 paises do mundo, nos éumjsrincipal causa de mdfte

De acordo com a Agéncia internacional de Pesquigbse 0 cancer, 0s principais
fatores de risco incluem agentes infecciosdisnian Papiloma Virus HPV e Hepatite C),
fatores reprodutivos, hormonais, exposicdo aossrailtravioleta, alteracdes genéticas
(polimorfismos e mutacgfes) que influenciam o mdiabm de xenobidticos, tais como a
ingestdo hormonal, dieta ndo saudavel, tabacoplécpoluentes ambientdf.

Em relacdo ao céancer de mama, os disturbios hoimoteaaapia de reposicdo
hormonal, anticoncepcionais orais, obesidade ensaiEmo sdo fatores de risco ja
estabelecidos pela literatura. Além disso, nulgzte e auséncia de amamentacdo podem
conferir maior susceptibilidade para o desenvolvitnelo carcinoma mamatd>,

Os xenobioticos podem ser enddgenos, provenierdereatdes bioguimicas, ou

exdgenos, ingeridos a partir de aditivos alimestanmedicamentos, tabaco, &lcool,
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poluentes presentes no ar ou na agua, horménigsicis, entre outros. Tais compostos sdo
inicialmente transformados para serem removidosrganismd®®

Essa transformacéo ou biotransformacéo ocorre abolesmo de xenobidticos. Na
Fase I, os compostos enddgenos e exdgenos sdo teldsma reducdo, oxidagdo ou
hidroxilacdo produzindo metabdlitos mais polaréagipalmente pelas enzimas Citocromo
P450 (CYPs). Na Fase Il, os metabdlitos da Fas&olc®njugados gerando compostos
inativos e soluveis em agua, que podem ser facterexcretados. As reagfes de conjugagéo
sao realizadas principalmente pelas enzimas glataiS-transferase (GSTs). Finalmente,
na Fase lll por meio de proteinas transmembranasmpostos soluveis sao transportados
para 0 meio extracelular para posterior excrétHo-)

Até o presente, varios polimorfismos foram dessnito gene€CYP1A1lJocalizado no
cromossomo 15 (15g22-g24). O polimorfis@¥P1Al1*2Aest4 localizado na posi¢do 3798
do gene, correspondente a regido nao codificanta ¥auda poli (A). Este polimorfismo
resulta na transicdo de timina para citosina (T»*€jultando em uma sequencia de
reconhecimento da enzima de restrigdspl. O polimorfismoCYP1A1*2C localizado na
posicéo 2454 do gene, é caracterizado pela trandizadenina para guanina (AS&).

O metabolismo xenobidtico atua na detoxificacdoodganismo, e a presenca de
variantes polimérficas nos genes que codificam r@nm@as envolvidas podem causar
alteracdes metabdlicas, contribuindo para a cagéimes&**®) Polimorfismos no gene
CYP1A1foram associados com cancer de m&fie,outros tipos de cancer, como cabeca e

35129 5uIma0%Y cervical®? e trato aerodigestivo superf6?,

pescog
A identificacdo da associacdo desses polimorfisnfagres epidemioldgicos,
clinicos, patolégicos e em mulheres com carcinonea ndama poderd auxiliar no

entendimento dos mecanismos envolvidos no processplasico, além de colaborar no
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diagndstico, progndstico e tratamento. Assim, esteido teve como objetivo avaliar a
influencia dos polimorfismo€YP1A1*2Ae CYP1A1*2Cno desenvolvimento do cancer de

mama.

Casuistica e métodos

Grupo amostral: O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etic®Pesquisa
— CEP da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rim P FAMERP (parecer:
84397/2012). Foram incluidas 752 mulheres, 219epées com cancer de mama (grupo
caso) e 533 mulheres saudaveis sem historia deercaacfamilia (grupo controle), apés
assinar do termo de consentimento livre esclare@d@ntrevista com questionario
padronizado para obtencdo dos dados soOcio denmggafOs pardmetros clinicos e
histopatolégicos dos pacientes foram obtidos pao me prontuario médico.

O critério de inclusédo dos pacientes no grupo faispertencer ao género feminino
com confirmacado patologica de cancer de mama ppsla, provenientes do Servico de
Ginecologia e Obstetricia/Unidade de MastologiaHtispital de Base/FAMERP. Deste
modo, os critérios de exclusdo foram pertencer @oemp masculino e auséncia de
confirmacéo patolégica de carcinoma mamario.

Para o grupo controle, os critérios de inclusa@rforindividuos saudaveis sem
histéria de cancer na familia incluidos aleatoriai®epertencer ao género feminino, com
idade igual ou acima de 40 anos. Os critérios dtusfo foram: histéria de cancer familial,
género masculino e individuos abaixo de 40 anos.

Foram avaliados os fatores de risco e os parametioigos e histopatolégicos
relacionados ao cancer de mama. Para o habitoisédalpram considerados fumantes os

individuos que fumaram pelo menos 10 pacotes dgroigpor ano (>100 cigarros durante a
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vida)®» Foram considerados etilistas os individuos queswmiram >1 drink por semana
(um drink foi definido aproximadamente como 1,5c0z~44 mL de pinga, 4 oz ou ~118
mL de vinho contendo 12% de &lcool e 12 0z ou 86@le cerveja)*”

A classificacdo dos parametros clinicos e histdpgiwos foi realizada de acordo
com os parametros estabelecidos pela Unido IntemmedcContra o Cancé?™ Os tumores
foram classificados em relacéo a extensédo tumoyacémprometimento de linfonodos (N)

e metastase a distancia (M) (Tabela 1). A clasgifio T foi dividida em tumores de
pequena extensao (T1l, T2) e de grande extensdo T4pB, A classificagdo N foi
dicotomizada em comprometimento de linfonodos megdiNO) e positivo (N1, N2, N3).
Para a classificacdo M foram consideradas auséM@ de metastase a distancia ou
presenca (M1). O estadiamento tumoral foi classiiic de acordo com o TNR?. Os
tumores foram divididos em ndo avancado (esta@iok:1l1A e 1IB ) e avancado (estadios:
A, HIB, IIIC e IV).

De acordo com as caracteristicas de diferenciagdolac, os tumores foram
divididos em mais diferenciado (grau |, bem difeiado; e grau Il, moderadamente
diferenciado) e menos diferenciado (grau Ill, poudiferenciado; e grau 1V,
indiferenciado}?*2®

A classificag@o prognostica atual considera, alé@shclassificages histoldgicas e
TNM, os subtipos moleculares do carcinoma de mawnma gpdem exigir terapéutica
especificd?®**" Essa classificacdo considera a presenca/ausérieeceptores hormonais
de estrogénio (RE) e de progesterona (RP), anmgj#ic e/ou superexpressédo do receptor
tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humangRB) e indice de proliferacdo celular

(Ki-67). Essa classificacao fenotipica consiste eaminal A (RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-
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67<14%); Luminal B (RE+ e/ou RP+, HER2+ ou HERXi€&67>14%); Superexpressao de
HER2 (RE-, RP- e HER2+); e Triplo Negativo (RE-,-RIHER2-)?":2832:33)

Outros fatores de risco investigados incluirampierdiormonaf®** obesidade ou
sobrepeso, definido pelo indice de massa corpii&)(igual ou maior que 25 Kg/ny="
e nuliparidadé>**39 associados com maior suscetibilidade de desenveolvearcinoma

mamario.

Andlise Molecular

O DNA gendmico de leucécitos de sangue perifédicgrupo amostral foi extraido
segundo a técnica proposta por Miller et al. (198&om modificagOes, e armazenado em
freezer -70°C para a posterior genotipagem.

A metodologia de Reacdo de Cadeia da Polimeraseolkmd?fismos de
Comprimentos de Fragmento de Restrickolfmerase Chain Reaction -Restriction
Fragment Length Polymorphism — RFELPi utilizada para genotipar o polimorfismo
CYP1A1*2A(rs4646903), com a enzima de restrigdsp.“*? A reacao foi realizada com
volume final de 25uL: 1X de tampé&o 10X, e 0,8mM /gd dNTPs, 1,5mM de MgCI2,
0,5pmol de oligonucleotideos iniciadoresC1100ng de DNA gendmico e 1U de Tag DNA
Polimerase Platinum. O material foi processado ermdciclador automatico e
posteriormente submetido a digestdo enzimatica.

Para analise do polimorfism@YP1A1*2C (A>G), na posicdo 2454 do gene
(rs1048943) foi realizada a reacdo de PCR em terepbem volume final de 1QL
contendo 10ng de DNA gendmicbagman Universal PCR Master Mix BXagMar® SNP

Genotyping Assay{Assay ID C_ 25624888 50Applied Biosystems de acordo com
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protocolo do fabricante. As reacOes foram realigag@an placas de 96 pocgos, no

equipament&tep One Plys Real-Time PCR Systgpplied Biosystems)

Andlise estatistica

As estatisticas descritivas incluiram valores w®di desvio padrdo para dados
continuos e porcentagem para dados categoricosest®©de normalidade foi realizado para
verificar se os valores de idade apresentaramhiigtio normal por meio do programa de
computadorMinitab, versdo 16. Os resultados foram apresentadosdes ratio (OR) e
intervalo de confianca de 95% (IC 95%) e o nivekimificancia foi estabelecido em 5%
com px0,05. O teste de equilibrio ttardy-Weinberg HWE) foi avaliada pelo teste do qui-
quadradoy?) com o programa estatistiBioEstat 5.0

Os polimorfismos foram investigados de acordo cosnnmdelos codominante
(homozigoto selvagemws heterozigoto e homozigoto selvageahomozigoto polimorfico),
dominante (homozigoto selvagews heterozigoto + homozigoto polimérfico), recessivo
(homozigoto selvagem + heterozigotes homozigoto polimorfico), overdominante
(homozigoto selvagem + homozigoto polimdrfies heterozigoto) e aditivo (homozigoto
selvagenvs homozigoto polimérfico com peso 2 + heterozigofmlo program&NPStats
(disponivel em: <http://bioinfo.iconcologia.net/Shi&ts web>). O program&NPStats
também foi usado para avaliar o potencial de igeyaentre os polimorfismos e hébitos
tabagista (ajustado para idade e etilismo) e tti{sustado para idade e tabagismo) no risco
do carcinoma mamario.

Regresséao logistica multipla foi realizada paremenar o efeito das variaveis no

risco para o cancer de mama por meio do progimaab, versdo 16. Foram incluidas no
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modelo as variaveis: idade (referéncia: >50 ana&jiando grupo total), habito tabagista
(referéncia: ndo fumantes), habito etilista (refer& nao etilistas), polimorfismo
CYP1A1*2A (referéncia: TT),CYP1A1*2C (referéncia: AA). Também foi avaliada a
influéncia dos polimorfismos nos parametros clisi@ histopatolégicos dos tumores de
mama: tamanho (referéncia: T1 e T2), comprometimelat linfonodos (referéncia: NO),
metastase (referéncia: MO0), estadiamento (refeaéiicil, IIA e 1IB), tipo de carcinoma
(referéncia:in situ e papilifero), grau (referéncia: 0 e | ), classiido molecular dos
subgrupos (referéncia: Triplo Negativo) apdés a&jystra idade, habitos tabagista e etilista,
namero de gestacbes (referéncial gestacdes), indice de massa corporea (referéncia

<25kg/m?) e terapia hormonal (referéncia: néo f&x).u

Resultados

As frequéncias dos gendtipos para os polimorfis@¥$1A1*2Ae CYP1A1*2C
apresentaram equilibrio de Hardy-Weinberg no grogso CYP1A1*2A y* < 0,01; p =
0,98:CYP1A1*2C y* = 1,53; p = 0,22) e grupo control@YP1A1*2A¥* = 0,85; p = 0,36;
CYP1A1*2C »*=1,18; p = 0,28).

A Tabela 2 mostra a associag¢ao do polimorfi€N®®1A1*2Ae o risco para o cancer
de mama, nos modelos de heranca investigados. hgrtmo CYP1A1*2Cnao foi
associado com o cancer de mama (p>0,05). Nao &areldda interacdo dos polimorfismos
com os habitos tabagista ou etilista no risco pareer de mama (Tabela 3).

A analise de regressdo logistica modelo mostrou idqade avancada (p<0,001;
OR=2,44; IC 95%=1,76-3,39), habito etilista (p=@MOPDR=1,46; IC 95%= 1,04-2,06)

foram associados com o risco do cancer de mamaesOltado desta analise e as
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caracteristicas sociodemogréaficas das mulheresuidtad no presente estudo estéo
apresentados na Tabela 4.

As andlises de regressdo logistica dos paramelirisos e histopatoldgicos dos
tumores de mama mostraram que a presenca de pelosmen alelo polimérfico
CYP1A1*2C(padréo de heranca dominante) foi mais frequanteuenores com auséncia de
metastase a distancia (p=0,007; OR=0,18; IC 95%=0,63) ajustado para idade, habitos
tabagista e etilista, gestacdes, obesidade e @aehmpmonal (Tabela 5). Os polimorfismos

nao foram associados com os subtipos moleculareardmoma de mama (Tabela 6).
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Tabela 1.Classificacdo TNM dos tumores de mama de acordoacoiCC.

Classificagéo Caracteristica
TX Tumor ndo pode ser avaliado
TO N&o ha evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoman situ
T1 < 2 cm ha maior dimensao
T1mic Microinvasaoc< 0,1 cm na maior dimensao
Tla > 0,1 cm até 0,5 cm em sua maior dimenséo
Tlb > 0,5 cm até 1 cm em sua maior dimensao
Tlc >1 cm até 2 cm em sua maior dimensao
T2 > 2 cm até 5 cm em sua maior dimenséao
T3 >5 cm em sua maior dimensao
T4 Qualquer tamanho com extenséo direta a pareddadardc a pele
T4a Extenséo a parede toracica
T4b Edema ou ulceracdo da pele da mama, ou nddulosenstésatélites

confinados a mesma mama

T4c Ambos T4a e T4b
T4d Carcinoma inflamatario
NXx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Metastase em linfonodo(s) axilar(es), homoléiaisd, movel(eis)
N2 Metastase em linfonodo(s) axilar(es) homolatefefx®(s) ou metastase

clinicamente aparente

N2a Metastase em linfonodo(s) axilar(es) fixos
N2b Metastase clinicamente aparente
N3 Metastase em linfonodo(s) infraclavicular(es) hateral(ais) ou

clinicamente aparente em linfonodo(s) mamario(s)terimo(s)

homolateral(is) e axilares

N3a Metastase em linfonodo(s) infraclavicular(es)
N3b Metastase em linfonodo(s) mamario(s) interno(Sjilaras
N3c Metéstase em linfonodo(s) supraclavicular(es)

Mx Metastase a distancia ndo pode ser avaliada

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Metastase a distancia
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Tabela 2. Andlise dos modelos de heranga dos polimorfis@g®1A1*2Ae CYP1A1*2C

para o risco do carcinoma de mama.

Modelo Gendtipo  Caso N(%) Controle N(%) OR (IC 95%) Valor de p
CYP1A1*2A

T/T 125(57,1) 355(66,6) 1(referéncia)
Codominante T/IC 81(37) 156(29,3) 1,57(1,11-2,220,028

C/C 13(5,9) 22(4,1) 1,59(0,77-3,30)
Dominante TIT 125(57,1) 355(66,6) 1(referéncia)

T/C-C/IC  94(42,9) 178(33,4) 1,57(1,13-2,19)0,0077
Recessivo T/T-TIC  206(94,1) 511(95,9) 1(referéncia)

CiC 13(5,9) 22(4,1) 1,36(0,67-2,80) 0,4
Overdominante  T/T-C/C  138(63) 377(70,7) 1(referénci

T/IC 81(37) 156(29,3) 1,51(1,08-2,13)0,018
Aditivo 1,41(1,08-1,85) 0,012
CYP1A1*2C

T/T 172(78,5) 431(80,9) 1(referéncia)
Codominante T/IC 42(19,2) 94(17,6) 1,13(0,75-1,71),810

CiC 5(2,3) 8(1,5) 1,21(0,38-3,86)
Dominante T/T 172(78,5) 431(80,9) 1(referéncia)

T/C-C/IC  47(21,5) 102(19,1) 1,14(0,76-1,69) 0,53
Recessivo T/T-TIC  214(97,7) 525(98,5) 1(referéncia)

CiC 5(2,3) 8(1,5) 1,18(0,37-3,76) 0,78
Overdominante  T/T-C/C  177(80,8) 439(82,4) 1(refer@n

T/IC 42(19,2) 94(17,6) 1,13(0,75-1,70) 0,58
Aditivo 1,12(0,79-1,59) 0,52

20dds RatiqOR) ) ajustado para idade, habitos tabagistdistat® polimorfismos no modelo dominante.

b\/alor de p significante < 0,05.



Artigo Cientifico W7

Tabela 3.Interacdo entre os polimorfism@yP1A1*2A CYP1A1*2C habitos tabagista ou

etilista no risco para carcinoma de mama.

Variaveis Genotipo Caso N(%) Controle N(%) OR(IC 95%) Valor de p
CYP1A1*2A
Nao Tabagista T/T 84(55,6) 256(67,2) 1,00

T/C-CIC 67(44,4) 125(32,8) 1,79(1,21-2,67) 0.23
Tabagista TIT 41(60,3) 99(65,1) 1,19(0,76-1,88)

T/C-CIC 27(39,7) 53(34,9) 1,38(0,80-2,38)
Nao Etilista TIT 76(57,6) 240(66,1) 1,00

T/C-CIC 56(42,4) 123(33,9) 1,56(1,02-2,36) 0.95
Etilista TIT 49(56,3) 115(67,6) 1,56(1,00-2,42)

T/C-CIC 38(43,7) 55(32,4) 2,48(1,49-4,11)
CYP1A1*2C
N&ao Tabagista T/T 120(79,5) 310(81,4) 1,00

T/C-CIC 31(20,5) 71(18,6) 1,12(0,69-1,81) 0.89
Tabagista TIT 52(76,5) 121(79,6) 0,99(0,66-1,48)

T/C-CIC 16(23,5) 31(20,4) 1,18(0,61-2,27)
Nao Etilista T/T 106(80,3) 288(79,4) 1,00

T/C-CIC 26(19,7) 75(20,6) 0,93(0,56-1,54) 0,18
Etilista T/T 66(75,9) 143(84,2) 1,40(0,95-2,04)

T/C-CIC 21(24,1) 27(15,8) 2,27(1,21-4,27)

20dds RatiqOR) ajustado para idade e habitos tabagistailsiaet
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Tabela 4. Associacéo entre os polimorfism@YP1A1*2Ae CYP1A1*2Ce os fatores de

risco para carcinoma de mama.

Variaveis Casos (N=219) Controles (N=533) OR?(IC 95%) Valor de p
N (%) N (%)
ldade
<50 85 (38,8) 320 (60) 1 (referéncia)
=50 134 (61,2) 213 (40) 2,44 (1,76 —-3,39) <0,001
Habito Tabagista
Nao 151 (69) 381 (71) 1 (referéncia)
Sim 68 (31) 152 (29) 0,95 (0,66 — 1,37) 0,788

Habito Etilista
N&o 132 (60) 363 (68) 1 (referéncia)

Sim 87 (40) 170 (32) 1,46 (1,04 —2,06) 0,030

20dds RatiqOR) ) ajustado para idade, habitos tabagistdistate polimorfismos no modelo dominante.

b\/alor de p significante < 0,05.
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Tabela 5. Associagao entre os polimorfism@¥P1A1*2Ae CYP1A1*2Ce os parametros

clinico e histopatologicos para o carcinoma de mama

CYP1A1*2A CYP1A1*2C

Caracteristicas clinicas N(%) OR (IC 95%) Valor de p OR?*(IC 95%) Valor de p
Tamanho Tumor
TleT2 142(64,8) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
T3eT4 77(35,2) 1,72(0,85-3,50) 0,134 0,81(0,35-1,89) 0,628
Linfonodos
Nao 109(49,8) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
Sim 110(50,2) 1,46(0,72-2,96) 0,299 1,02(0,44-2,37) 0,972
Metéastase
Nao 172(78,5) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
Sim 47(21,5) 1,61(0,73-3,52) 0,236 0,18(0,05-0,63) 0,007
Grau
Oel 38(17,3) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
e lll 181(82,7) 1,18(0,45-3,07) 0,740 0,56(0,19-1,64) 0,293
Estadiamento
N&o agressivo 112(51,1) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
Agressivo 107(48,9) 1,20(0,60-2,43) 0,602 0,82(0,35-1,89) 0,635
Quimioterapia
N&o 37(16,9) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
Sim 182(83,1) 0,70(0,28-1,73) 0,438 2,01(0,62-6,53) 0,245
Radioterapia
Nao 170(77,6) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
Sim 49(22,4) 1,04(0,46-2,34) 0,919 0,62(0,22-1,74) 0,362

20dds RatiqOR) ) ajustado para idade,

b\/alor de p significante < 0,05.

habitos tabagistdistet: polimorfismos no modelo dominante.
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Tabela 6. Associacdo entre os polimorfism@YP1A1*2Ae CYP1A1*2Ce os subtipos

moleculares para o carcinoma de mama.

CYP1A1*2A CYP1A1*2C
Subtipos moleculares N(%) OR(IC95%)  Valorde p OR? (IC 95%) Valor de p
Luminal A
LumB/HER-2/Triplo/Lum Hib 181(82,6) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
Luminal A 38(17,4) 0,85(0,33-2,19) 0,743 1,11(0,36-3,41) 8,85
Luminal B
LumA/HER-2/Triplo/Lum Hib 113(51,6) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
Luminal B 106(48,4) 1,31(0,66-2,59) 0,446 0,86(0,38-1,94) 0,710
HER-2
LumA/LumB/Triplo/Lum Hib 201(91,8) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
HER-2 18(8,2) 2,41(0,77-7,61) 0,133 0,57(0,15-2,24) 0,423
Triplo Negativo
LumA/LumB/HER-2/Lum Hib 189(86,3) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
Triplo Negativo 30(13,7) 0,82(0,30-2,25) 0,694 0,80(0,22-2,91) 0,738
Luminal Hibrido
LumA/LumB/HER-2/Triplo 192(87,7) 1(Referéncia) 1(Referéncia)
Luminal Hidrido 27(12,3) 0,35(0,09-1,29) 0,114 3,00(0,70-12,78) 0,138

20dds Ratiq OR) ) ajustado para idade, habitos tabagistdista® polimorfismos no modelo dominante.
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Discussao

O presente estudo caso-controle avaliou a inflaédas polimorfismo€YP1A1*2A
e CYP1A1*2Ce fatores de risco no desenvolvimento de cancena®a e a associacao
desses polimorfismos com parametros clinicos epasblégicos dos tumores.

Nossos resultados confirmam os dados da literaturaelacéo a idade avancada e o
habito etilista como fatores preditores para o eAme mama. No que se refere a idade
avancada, estudos sugerem que polimorfismos no@Q€RrdAlforam mais frequentes em
pacientes acima de 40 anos com cancer de rft&ma.

Em relacdo ao habito etilista, estudos epidemict®yabordam a associacdo do
consumo de alcool com o cancer de mé&fiacorroborando com nossos achados. As
evidéncias epidemioldgicas apontam varios mecarsigram explicar essa associa¢cdo, como
a elevacdo dos niveis de estrogénio devido ao numste alcoof?**® visto que o
estrogénio é considerado um fator de risco benbelstzido para o cancer de math&)
Além disso, as enzimas que participam do metaboldmetanol podem atuar na formacéo
de carcin6genos toxicos que podem causar modiisacGo DNA e levar ao
desenvolvimento de cancér34°)

As enzimas CYP450 que estdo envolvidas no metabolido etanol também
possuem papel chave no metabolismo de dr8fasutros compostos xenobidticos de
origem exdégena e de compostos enddgenos, tais &oiahas graxos, colesterol, retindides,
eicosanoides, &cido biliar e vitamind’®.Deste modo, sdo importantes no desenvolvimento
de doencas relacionadas a esses compostos mepedsesCYP450, assim como alteracdes
durante os processos de fertilizacdo, implantagiapriogénese e desenvolvimento

neonatal®®
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A ativacdo de pro-carcindégenos pela superfamiliaP@30 ocorre de diversas
maneiras. A famili€YP1Alatua na formacéo de epéxido e diol-epoxidos ingeiarios a
partir da oxidag&o de hidrocarbonetos arométicdisiplicos - HAPs“Y e de semiquinonas
e quinonas reativos a partir da transformacéo deadisl para catecol estrogénios e,
subsequentemente, formacéo de semiquin@nH® Esses metabdlitos sdo mutagénicos e
podem contribuir para a atividade carcinogénicaedtrogénio no desenvolvimento do
cancer de mam®>

Alteragbes nos genes codificadores das enzimas &YFR&émo polimorfismos
genéticos podem influenciar os processos em ques eswimas atuaft*” No presente
estudo, o polimorfismaCYP1A1*2A mostrou associacdo com o0 cancer de mama em
diferentes modelos de heranca na populacdo brasiievestigada, mostrando que a
presenca de pelo menos um alelo polimorfico podeeatar o risco para o cancer de mama.
Nossos achados estdo de acordo com recente rekddéeratur®®° realizada em 55.963
casos e 76.631 controles de 268 estudos, a quibwaesse polimorfismo em diferentes
modelos de heranga, e mostrou que o polimorfi@vie1A1*2Apode estar associado com o
risco aumentado para cancer de mama.

O polimorfismoCYP1A1*2Cné&o parece desempenhar um papel importante no risco
para o cancer de mama no presente estudo, cornolmom os estudos de Amrani e
colaboradores (20189 com mulheres da Jordania na Asia (112 com carcerama e 115
sem cancer) e de Petchkovskiy e colaboradores J#31due avaliou mulheres da Russia
(670 mulheres com cancer de mama e 480 sem cancer).

No entanto, os estudos que investigam a associdgaopolimorfismos
CYP1A1*2Ae CYP1A1*2Ccom o cancer de mama tém apontado resultadostaatdk de

acordo com a populacdo estudada e o tamanho amdsstados estabeleceram essa
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associac#8’°>**® em mulheres mexican&8, embora outros estudos em mulheres
russas® asiaticaS?°” e caucasianas finlande$&s ndo evidenciaram relacdo entre esses
polimorfismos no gen€YP1Ale o cancer de mama.

O polimorfismoCYP1A1*2Cfoi mais frequente em tumores de mama em mulheres
com auséncia de metéstase a distancia no prestat® eOCYP1Alé um gene importante
da familiaCYP450e os estudos sugerem que polimorfist@d$1Alpodem ser fatores de
risco para varias doengas malignas, devido ao apel ma desintoxicacdo de carcin0genos
ambientais e na ativacdo metabdlica de composioweraires que protegem contra o
cancer® Deste modo, a contribuicdo do geD¥P1Alpara a progressao ou prevengao do
cancer depende do equilibrio entre ativacdo/detaxifio de carcin0genos e metabolismo
extra-hepatico de compostos alimentares proversatdeadieta, nos quais atuam as enzimas
CYP1A1®?),

No processo de carcinogénese as mutacdes acumellgnagualmente e as células
com mutagdes individuais competem eficazmente censétulas normais no interior do
tumor por meio da aquisicdo da capacidade de swsforanar, invadir e resistir ao
tratamento medicamentoso. Ainda ndo ha dados genénsiuficientes para elucidar os
padrdes de mutacdo somatica do tumor primario aiémmr metastatico e subsequente
resisténcia aos medicameritds Devido & heterogeneidade individual do tumor, dres
mamarios com histologia e clinica semelhantes poalemesentar diferentes progndsticos e
respostas terapéuticgs?"?®

Portanto, o presente estudo confirma os dadodefatlira e associa idade avancada
e habito etilista como fatores de risco estabetscighra o desenvolvimento de cancer de
mama. O polimorfismcCYP1Al1*2Aest4 associado ao risco aumentado para o carcinoma

mamario e a presenca do polimorfis@¥P1A1*2Cé mais frequente em mulheres com
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auséncia de metastase a distancia. Nossos achadtsm que os polimorfismos no gene
CYP1Alpodem modular o risco para o cancer de mama, bem do processo de invasao
tecidual e metéstase a distancia, embora estutim®gucom expansdo do grupo amostral
sejam necessarios para melhor compreensdo do pdgsdes polimorfismos na

carcinogénese mamaria.

Conclusoes

Idade avancada (>50 anos) e habito etilista s@oefatde risco para o desenvolvimento de
cancer de mama. O polimorfisn@YP1Al1*2Aesta associado ao risco aumentado para o
carcinoma mamario e a presenca do polimorfi€¥&1A1*2Cesta relacionada a auséncia

de metastase a distancia dos tumores de mama.
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3. Conclusoes

1. Os polimorfismos dos gen€&STM1,GSTT1le CYP1A1*2Cnédo apresentam associacao
com o desenvolvimento do cancer de mama; Mulheygagoras de pelo menos um alelo
polimorfico CYP1AX2A apresentam maior risco para o cancer de mama;

2. Mulheres com idade avancada e que ingerem bedm#dlica apresentam risco
aumentado para desenvolver cancer de mama;

3. Nao ha evidéncia de interacéo entre os polismods estudados e os fatores de risco no
desenvolvimento de tumores de mama;

4. A presenca do polimorfismBYP1A1*2Cesta relacionada a auséncia de metastase a

distancia dos tumores de mama.
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Apéndice 1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —ECL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude, resolucao 196/96)

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo de marcadores maeesile clinicos em cancer de mama
Pesquisadora ResponsavelProfa. Dra. Eny Maria Goloni-Bertollo - UPGEM: Uaide de Pesquisa em
Genética e Biologia Molecular da FAMERP;
Este estudo tem como objetivos: 1) Coletar infoeacda histéria e obter dados clinicos dos prooiar
médicos dos pacientes com cancer de mama atenuid8Ssrvico de Atendimento Ambulatorial vinculado ao
Departamento de Ginecologia e Obstetricia/Mastalatp Hospital de Base de S&o José do Rio Preto. 2
Analisar alteracdes em genes (material hereditédo) a finalidade de esclarecer o papel de fageasticos
no desenvolvimento do tumor;
Para este estudo serao utilizados dois grupos skoge 1) pacientes com cancer de mama; 2) indiwida
grupo controle, ndo portadores do tumor;
O estudo sera feito utilizando-se sangue, quec#hédo com seringa descartavel por enfermeirarisan da
colheita pode incluir inchaco e vermelhiddo no losem qualquer outro risco para minha saude;
O material (sangue) serd identificado no laboratpar cédigo formado por nimeros e letras e, ptotaninha
privacidade e identidade serdo preservadas;
O material genético (DNA), ou seja hereditarioyaixto do sangue sera armazenado no laboratoriqgauin
um banco de amostras biologicas, podendo seraddizm futuros estudos;
Todas as informagdes por mim fornecidas por meiquistionario e os resultados serdo mantidos &ta sig
gue, estes ultimos s6 serao utilizados para digélgam reunides e revistas cientificas;
Se eu concordar em participar desta pesquisa & seneordar com a retirada e uso do meu sanguaodo
descrito acima, nao terei quaisquer beneficiosi@itas financeiros sobre os eventuais resultagdesmentes
da pesquisa. Se eu ndo concordar, em doar o0 spague pesquisa ou decidir retirar meu consentomnemt
gualquer momento, minha decisdo néo influenciadehhum modo, 0 meu tratamento;
Esse estudo € importante porque pode colaborarcpafgecimento cientifico dos mecanismos envolvitms
desenvolvimento do tumor.

Declaro que, apds ter convenientemente esclarep@lo pesquisador, consinto em participar livre e
espontaneamente deste estudo sem que tenha sidet&ldba qualquer tipo de presséo.
Assim, consinto em participar do projeto de pesyjais questao.
Nome do(a) participante:
Representante legal:
RG do prontuario médico:
Data......... [ovenn. [oeiinnnnnn [ ASSINAULA e e

Declaracdo de responsabilidade: Expliquei a naturebjetivos, riscos e beneficios deste estudo.
Coloquei-me a disposicao para perguntas e res@otalilas. Obtive o consentimento de maneira livneee
coloquei a disposigéo para esclarecimento de geattjivida sobre o estudo pelos enderecos abaiicadub.
Nome do(a) pesquisador:
Data......... [eiian [eiinnnnns [ ASSINALULA eee e
Inscricdo no Conselho Regional: ...........ccmeeiiiiiiiieeeeiiieeeeeeeiiiie

Profa. Dra. Eny Maria Goloni-Bertollo — Departanwede Biologia Molecular

Av. Brigadeiro Faria Lima, no. 5416

FAMERP - Faculdade de Medicina de S.J. Rio Preto

S&o José do Rio Preto, SP - CEP 15090-000 Fone32071-5720 e-mail: eny.goloni@famerp.br
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Apéndice 2— Questionario Padronizado

QUESTIONARIO CASO CMS

Dados Gerais:

Nome:

Prontuério: Telefone:

Data de Nascimento e Local:

Endereco: N°

Bairro: Cidade: CEP:

Etnia: Profisséo: Escolaridade:

Data da coleta:

HISTORICO MEDICO
Fatores de risco:

Exposicéo ao Alcool: ( )Sim ( ) N&o - ufgio:

Exposi¢do ao Tabaco: ( )Sim ( )N&o )Ex-fumante - Duracao:

Casos na familia e Local:

Peso: Altura:

Terapia Hormonal: ~ Anticoncepcional: ( InSi ( ) Ndo Outros:

Numero de Gestacgdes: Filhos Vivos: Abortos: Natimorto:

Diabetes: () Sim () Nao Hipegga: ( )Sim ( )Ndo Outras:

Dados do Tumor:

Diagnostico: ( )Imagem () Biopsia Tipo:

Tratamento recebido:
Quimioterapia: () Sim ( ) N&o Radioterapia: ( ) Sim )N&o

Cirurgia: () Sim ( )Nao Qual:

Linfonodo: ( )Sim ( )Nao

Metastase: ( )Sim ( )N&o Local:

Responsavel pela entrevista:




