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Resumo

Em Portugal, o cancro da mama é uma das neoplasias mais comuns na mulher. E uma
doenca complexa e multifactorial em que existe uma forte influéncia de factores
genéticos e ambientais. Nos ultimos anos, os trabalhos cientificos tém procurado
identificar os factores de risco para o cancro, bem como factores que permitam melhorar

a eficécia terapéutica.

Muitos processos neoplasicos tém na sua origem a expressao alterada de alguns genes.
O BRCA1 e BRCA2 foram, até ao momento, 0s principais genes identificados para a
susceptibilidade ao cancro da mama, no entanto, as mutagdes encontradas nestes genes
S0 conseguem explicar uma pequena percentagem de todos os cancros da mama. Nos
ultimos anos, os dados experimentais sugerem que 0s estrogénios podem aumentar o
risco para o cancro da mama. Uma vez que a exposicao a estrogénios enddgenos e/ ou
exogenos € um factor de risco, pode-se considerar que os polimorfismos genéticos que
afectam a expressdo ou a actividade de produtos de genes envolvidos no metabolismo
dos estrogénios e substancias carcinogénicas podem constituir um factor de risco para o
cancro da mama. Neste trabalho estudaram-se 3 polimorfismos: o polimorfismo
CYP1B1 Val**?Leu que consiste na transversédo de um G por C no exdo 3 do gene da
CYP1BL1 resultando na substituicdo de uma valina por uma leucina no codao 432, o
polimorfismo MTHFR Ala**Val que consiste na substituicio de uma alanina por uma
valina no dominio N-catalitico do gene e o polimorfismo COMT Val**®*Met que consiste
na substituicdo de uma metionina por uma valina na posicdo 158 da COMT ligada a
membrana e na posicao 108 da COMT soluvel. Além destes polimorfismos analisou-se
também a prevaléncia das mutacdes 185delAG e 5382insC no gene BRCAL e 6174delT
no gene BRCAZ2.

Este trabalho tem como base um estudo do tipo caso-controlo, com o objectivo de
estudar se os polimorfismos CYP1B1 Val**Leu, MTHFR Ala?**Val e COMT Val**®

Met constituem factor de risco para a doenga em mulheres da Beira Interior.

Foram analisadas amostras de ADN de 62 mulheres, das quais 30 eram saudaveis e 32

tinham cancro da mama. A determinacdo dos gendtipos correspondentes aos 3

- XV -



polimorfismos e mutagGes nos genes BRCALl e BRCA2 estudados foi realizada

recorrendo a metodologia de PCR-RFLP.

Os resultados obtidos, relativamente ao polimorfismo CYP1B1 Val***Leu, sugerem que
as mulheres portadoras do genétipo VV tém maior risco para 0 cancro da mama
(OR=0,1084; IC 95% 0,0124-0,9466), enquanto que as mulheres portadoras do gendtipo
VL tém menor risco (OR=8,0000; IC 95% 2,2197-28,8327).

A andlise simultanea para CYP1B1 Val**?Leu, MTHFR Ala?*Val e COMT Val***Met
parece indicar que as mulheres com genotipos heterozigdticos tém um menor risco para

a doenca.

O estudo demonstrou também que estas diferencas parecem ser mais significativas para

as mulheres pré-menopausicas.

Existe desequilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo COMT Val**®*Met nas

mulheres da Beira Interior estudadas.
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Abstract

Breast cancer is one of the most common malignant tumours in Portuguese women. It’s
a complex and multifactorial disease where there is a strong interplay between genetic
and environmental factors. In the last years, scientific researches have been trying to

identify risks factors for cancer, as well as factors that will help to improve treatments.

The altered expression of some genes is a consequence for the initiation of many
tumours. At present, BRCAL and BRCAZ2 are the major susceptibility genes that have
been identified for breast cancer however; the mutations found in these genes can only
explain a small percent of all breast tumours. Experimental data suggests that estrogens
can increase the risk for developing breast cancer. Since exposure to endogenous and/ or
exogenous estrogens it’s a risk factor, it can be considered that genetic polymorphisms
that affect the expression or activity of the products of genes involved in the metabolism
of estrogens and carcinogens may be a risk factor for breast cancer. We studied three
polymorphisms: CYP1B1 Val**?Leu consisting in G to C transversion at exon 3 was
reported to result in valine to leucine substitution in codon 432, the MTHFR Ala®**Val
codes for an alanine to valine substitution in the N-terminal catalytic domain and
COMT Val**®Met which results in a valine to methionine substitution at codon 108/ 158
of the citosolic/ membrane-bound form of the protein. We also analyzed the prevalence
of 185delAG and 5382insC mutations in BRCAL and 6174delT mutation in BRCA2.

This work is based on a case-control study, with the aim of studying whether
polymorphisms CYP1B1 Val**Leu, MTHFR Ala?**Val and COMT Val™® constitute a

risk factor for the disease in women of Beira Interior.

We analyzed DNA samples from 62 women, of whom 30 were healthy women and 32
had breast cancer. Determinations of the genotypes corresponding to the polymorphisms
and BRCA1/ BRCA2 mutations studied were performed using a PCR-RFLP based

assay.

The results, for the polymorphism CYP1B1 Val**’Leu, suggest that women carrying the
VV genotype have a higher risk for cancer breast (OR = 0.1084; 95% 0.0124-0.9466),
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while women carrying VL genotype have a lower risk (OR = 8.0000; 95% 2.2197-
28.8327).

The simultaneous analysis for CYP1B1 Val**?Leu, MTHFR Ala’**Val and COMT
Val™Met suggests that women with heterozygous genotypes have a lower risk for the

disease.

The study also demonstrated that these differences appear to be more significant for pre-

menopausal women.

There is imbalance of Hardy-Weinberg equilibrium for the COMT Val***Met

polymorphism in women of Beira Interior studied.
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Introducdo

1 O cancro

O cancro é uma das principais causas de morte nos paises desenvolvidos. Nos Estados
Unidos e em muitos paises europeus 0 cancro € a segunda causa de morte logo a seguir
as doencas cardiovasculares (Pinheiro et al., 2003). Em Portugal, o cancro da mama é a
doenca neoplésica com maior incidéncia e mortalidade na mulher (Boyle e Ferlay,
2004).

O processo neoplasico inicia-se quando uma célula normal adquire a capacidade de se
multiplicar de forma indiferenciada e de invadir os tecidos adjacentes. Deste modo,
aumenta o namero de células que apresentam alteracdes de forma, tamanho e funcao e
gue podem possuir capacidade invasiva. Para que o cancro se desenvolva € necessario
que, de uma forma cumulativa e continuada, se produzam alteracdes celulares durante

um longo periodo de tempo (Ruddon, 1995).

A expresséo alterada de alguns genes no processo de instalacdo do cancro tem sido um
alvo de estudo por inimeros autores. Em muitos casos a existéncia de cancro é
acompanhada por mutacGes somaticas no gene p53, um supressor tumoral com funcdes
na regulacdo do ciclo celular, reparacdo de lesbes do ADN e na apoptose. As
estimativas indicam que em cerca de 40% de todos os cancros da mama esporadicos
ocorrem mutacfes neste gene. Além do gene p53, podem também ocorrer mutagdes
noutros genes supressores tumorais, como é o caso do pRB, bem como nalguns
inibidores de ciclinas dependentes de kinases e proteinas de reparacdo de lesdes do
ADN (DeBruin e Josephy, 2002; Antoniou e Easton, 2003).

Os trabalhos de investigacdo desenvolvidos nos ultimos anos tém sido fundamentais no
sentido de identificar factores de risco para o cancro, bem como factores que permitem
estabelecer o progndstico de doenca e melhorar a eficécia terapéutica.

1.1 Factores de risco para o cancro da mama

O cancro da mama € uma doenga complexa e multifactorial onde se verifica uma forte

relacdo entre factores genéticos e ambientais (Martin e Weber, 2000). Pode ser hormono
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dependente quando o seu crescimento esta associado as hormonas, € ndo hormono

dependente, quando o seu crescimento nédo € influenciado por hormonas.

Uma historia familiar de cancro da mama pode indicar por si s6 uma possibilidade
acrescida da existéncia de factor de risco genético. Os factores de risco descritos que
contribuem para a etiologia do cancro da mama podem ser factores genéticos associados
ou ndo ao metabolismo hormonal, bem como factores ambientais (DeBruin e Josephy,
2002).

1.1.1 Factores de risco associados ao metabolismo hormonal

O cancro da mama hormono-dependente tem sido relacionado com a exposi¢do aos
estrogénios. Um aumento no tempo de exposicdo aos estrogénios esta associado com o
aumento do risco, enquanto que, uma exposi¢ado reduzida parece ter um papel protector.
Factores como uma menarca precoce, nuliparidade ou uma menopausa tardia, podem
levar ao aumento do namero de ciclos menstruais e estdo associados ao aumento do
risco de desenvolvimento de cancro da mama. Pelo contrario, a diminui¢cdo do nimero
de ciclos ovulatérios, que pode ser alcangada com um periodo de lactagdo mais longo,
parece ter um papel protector (Martin e Weber, 2000; Mitrunen e Hirnoven, 2003).

Nos Gltimos anos surgiram inimeros estudos sobre a terapia hormonal de substituicao
(THS). Os resultados apresentados contradizem-se e apesar da controvérsia a volta do
tema continuar a recomendacdo para a THS mantém-se com algumas divergéncias entre

o tempo da duracéo da terapéutica e/ou doses administradas (Marsden, 2003).

1.1.2 Factores de risco nao associados ao metabolismo hormonal

Os estudos efectuados em popula¢Ges migrantes e as variacdes geogréficas da taxa de
incidéncia de cancro da mama, sugerem que aspectos como a nutri¢ao e estilo de vida
podem influenciar o desenvolvimento da doenca. A taxa de incidéncia de cancro da
mama nos paises Asiaticos e Mediterraneos € significativamente mais baixa que nos
paises Norte-Americanos, contudo, apds varias geragdes, a taxa de incidéncia de cancro

da mama na descendéncia das emigrantes asiaticas do norte da América aproxima-se da
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taxa de incidéncia americana. Estes factos sugerem que para além dos factores genéticos,
os factores ambientais associados a um estilo de vida diferente podem ter um papel na

etiologia da doenca (DeBruin e Josephy, 2002).

Actualmente a obesidade tornou-se um problema com repercussdes mundiais. O
excesso de massa corporal tem sido associado a 5% de todos os cancros na Comunidade
Europeia. Alguns autores sugerem que a obesidade nas mulheres pode aumentar o risco
para desenvolver cancro da mama, contudo, este conceito ndo se aplica da mesma forma
as fases da adolescéncia, pré-menopausa e pds-menopausa. O aumento do tecido
adiposo leva a que haja uma maior sintese de factores de crescimento provocando um
aumento prematuro dos niveis de estrogénios. Estes factores de crescimento nas
adolescentes estimulam o epitélio mamario mais cedo. O mesmo ndo acontece nas
mulheres pré-menopausicas, uma vez que as concentracdes serologicas de estradiol ndo
sdo muito afectadas pela obesidade. Neste caso a obesidade induz uma alteracdo muito
pequena no risco de desenvolvimento de cancro da mama. Nas mulheres pos-
menopausicas a obesidade aumenta os niveis de estradiol e portanto verifica-se um

aumento do risco (Gerber et al., 2003; Mitrunen e Hirnoven, 2003).

Os fitoestrogénios (FE) sdo moléculas difendlicas ndo esterdides de origem vegetal
caracterizadas pela sua accao anti-estrogénica. Demonstrou-se em células cancerigenas
in vitro, que os fitoestrogénios e os seus metabolitos tinham efeitos maltiplos desejaveis.
Estes dados verificaram-se sobretudo nas populagfes orientais em que a dieta rica em
soja e algas parece explicar a diminuicdo epidemioldgica de muitas doencas hormono-
dependentes. Hoje em dia, € do conhecimento geral que as plantas que contém FE do
tipo dos linhanos e das isoflavonas apresentam interesse na nutricdo humana. Estes
compostos bioactivos encontram-se principalmente nas sementes de soja, apesar de
estarem presentes noutros vegetais, se bem que em menor concentracdo. Os
mecanismos de ac¢do das isoflavonas podem ser dependentes ou independentes dos
receptores de estrogénios. Quando o mecanismo é dependente, exerce um efeito
antagonista/agonista estrogénico parcial sobre os receptores de estrogénios, quando o
mecanismo € independente, tem o efeito inibitorio de enzimas que metabolizam os
esterdides através da capacidade antioxidante dos FE. De certa forma, o seu efeito
inibidor de enzimas chave, entre as quais se destaca a tirosina-quinase, é responsavel

por uma cascata de efeitos inibitorios a nivel do desenvolvimento de neoplasias, como o
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bloqueio da accéo de varios factores de crescimento, por diminuicdo da sintese de
receptores destes, tais como o factor de crescimento epidérmico (EGF), o factor de
crescimento semelhante a insulina (ILGF) e o factor de crescimento tumoral (TGF).
Como consequéncia destes fendmenos surge também a inibi¢do da expresséo dos proto-
oncogenes e a estimulacdo da apoptose (Pires de Matos et al., 2005).

O consumo de alcool tem sido também apontado como um factor de risco para o cancro
da mama, embora, o alcool, por si s6, ndo seja um agente carcinogénico, & metabolizado
em potenciais compostos carcinogénicos, como por exemplo, o acetaldeido. No figado,
o0 alcool induz stress oxidativo para que outras substancias carcinogénicas possam ser
sintetizadas atraves de inducdo enzimatica. Além disto, o alcool também aumenta a
permeabilidade da membrana celular, facilitando assim o trdfego de substancias
carcinogénicas para dentro das células. No caso do tabaco, o efeito carcinogénico é
explicado pela presenca de hidrocarbonetos aromaticos. Estas substancias aromaticas
sdo capazes de se ligar ao ADN formando adutos de ADN, como estes ndo sdo
reconhecidos durante o processo de replicacdo do ADN, provocam o aparecimento de
erros, sendo estes os responsaveis pelo surgimento de células cancerigenas (Gerber et
al., 2003)

Um outro factor exdgeno que se demonstrou ser um agente etiolégico do cancro da
mama € a radiacao ionizante, e esta consegue explicar o risco aumentado para a doenca
em mulheres jovens que foram submetidas a tratamentos de radioterapia ou estiveram

expostas a radiacOes por fugas nucleares (Martin e Weber, 2000).

1.1.3 Factores geneéticos

Os factores anteriormente descritos nos pontos 1.1.1 e 1.1.2 podem também estar
associados a factores geneticos. Em geral, o cancro da mama, tem origem num conjunto
de alteracdes genéticas que sao acumuladas, resultando na activacao de proto-oncogenes
e inactivagdo de genes supressores tumorais, que podem permitir as células adquirir
resisténcia aos mecanismos de morte celular programada e conseguir assim, proliferar
ou mesmo migrar até outros tecidos do organismo, escapando assim aos controlos
habituais (Antoniou e Easton, 2003).



Introducdo

Apenas 5% a 10% de todos os casos de cancro da mama séo de origem hereditéria, isto
é, identifica-se nestes uma mutacdo no ADN germinal que, ao ser transmitida a
descendéncia, Ihe confere um risco muito aumentado de desenvolver cancro da mama
que, nalguns casos, pode chegar aos 80%. Este risco advém da elevada penetrancia
destas mutagdes (DeBruin e Josephy, 2002). Genes de elevada penetrancia, como o
BRCAL, o BRCA2 e 0 p53 apresentam variantes alélicas que predispdem os individuos

portadores dessas variantes para o cancro hereditario.

Alteracdes genéticas de baixa penetrancia em genes que codificam enzimas envolvidas
no metabolismo de carcinogénios, nas vias de biossintese e de metabolismo das
hormonas esterdides tém sido observadas em cancros da mama esporadicos. Foi
também observado que as alteracbes genéticas, nestes genes, tinham grande
variabilidade inter-individual e eram atribuidas a polimorfismos genéticos (Mitrunen e
Hirnoven, 2003). Sdo exemplos, os genes da familia da Glutatido-S-Transferase, que
codifica enzimas que catalizam a conjugacao de intermediarios quimicos reactivos com
a glutationa para formar conjugados soltveis ou o gene da N-acetiltranferase 2 (NAT2),

gue € um componente importante do metabolismo dos carcinogénios.

Os polimorfismos compreendem as variagGes na sequéncia de ADN que existem em
individuos normais de uma populacdo, em que a variante menos frequente esta presente
em pelo menos 1% dessa populacdo (Brookes, 1999). No genoma humano, as variagoes
genéticas mais comuns sao do tipo single nucleotide polymorphisms (SNPs), ou seja,
sdo variacdes que ocorrem apenas num unico nucleétido (Misra e Kim, 2007). Assim,
os polimorfismos nos genes de baixa penetrancia podem determinar sub-popula¢fes de
mulheres com maior tempo de vida de exposicdo a estes carcinogénios e aos produtos

de reaccdo resultantes do metabolismo hormonal esterdide.



Introducdo

2 Os estrogénios e o cancro da mama

Os estrogénios ou hormonas estrogénicas sdo moléculas que estdo directamente
relacionadas com o crescimento, desenvolvimento, comportamento bem como pela
regulacdo do ciclo reprodutivo (menstruacédo e gravidez), afectando muitas outras partes
do corpo humano, tais como, 0s 0ssos, a pele e o cérebro. De todas as hormonas
estrogénicas, o estradiol é a molécula mais abundante. Os estrogénios estimulam a
proliferacdo celular porque promovem a sintese de ADN e a divisdo celular nos 6rgéos
sexuais femininos (Gtero e mama), sendo também um iniciador da sintese de proteinas
especificas, resultando muitos destes efeitos de uma interaccao directa dos estrogenios
com um receptor intracelular. Estudos efectuados em modelos animais demonstraram
que os estrogénios induzem a formacéo de tumores e estdo associados com o cancro da
mama. Muitos autores sugerem que o papel dos estrogénios no cancro da mama se
relaciona com o facto de haver formagdo de adutos de ADN pelos metabolitos
estrogénicos electrofilos reactivos e formacdo de espécies reactivas de oxigénio, 0 que

leva a alteracdes do ADN por acgédo desses agentes oxidantes (Yue et al., 2003).

A estimulacdo e proliferacdo das células mamarias pelos estrogénios, aumenta as
possibilidades de uma célula adquirir uma mutacao durante a sintese de ADN que pode
levar & iniciacdo de uma neoplasia. Pensava-se que a alteragdo genética inicial aparecia
apenas devido a mutacdes espontaneas ou através de alteracdes nos genes levadas a
cabo por uma exposi¢do a radiacdo ionizante ou ao fumo dos cigarros, por exemplo. No
entanto, hoje em dia, os estudos cientificos sugerem também um papel activo dos
produtos resultantes do metabolismo dos estrogénios, pois estes produtos metabolicos
podem também actuar como iniciadores das alteracdes celulares (Mitrunen e Hirvonen,
2003).

Tem sido descrita variabilidade inter-individual no metabolismo de carcinogénios, bem
como nas vias de biossintese e metabolismo das hormonas esterdides. Esta variabilidade
tem sido atribuida a polimorfismos genéticos em genes que codificam enzimas que
intervém no metabolismo das substancias carcinogénicas € no metabolismo dos
estrogénios, como alguns membros da familia do citocromo P450. Os polimorfismos

verificados nestas enzimas podem determinar sub-populagdes de mulheres, que ao
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longo da sua vida, terdo uma maior exposi¢cdo aos estrogénios, aos seus metabolitos e a

outros carcinogenios (Mitrunen e Hirvonen, 2003).

Os dados epidemioldgicos indicam que, entre outras causas, existe um envolvimento
hormonal muito importante, nomeadamente de estrogénios, no aparecimento do cancro
da mama. Uma vez que se verifica uma associacao entre o risco de desenvolver cancro
da mama e a exposicdo prolongada aos estrogénios é importante analisar alguns
parametros relacionados com a homeostase dos estrogénios, como a sua sintese e

catabolismo (Clemons e Goss, 2001).

MMulheres Mulheres
pre-menopausicas Pos-Inenopansicas
6_: : % ; _Adipocitos
T 7 @ (R .
Ovirios ¢ 1% 4/ \ = Misculo
{ Utero
e =

Estradiol no soro
+

Mamn Metabolitos

il AN

@ . | Ossos
= Actividade . :
Q’ da avomatase /‘r Figado

Metaholismo

Figura n°l: Locais de sintese e de ac¢do dos estrogénios nas mulheres pré e pos-
menopausicas, adaptado de Clemons e Goss, 2001.

Nas mulheres em pré-menopausa, 0S Ovarios sao 0s principais responsaveis pela sintese
de estrogénios, e apenas uma pequena quantidade provém de 6rgaos periféricos. Pelo
contrario, em mulheres pds-menopausa, 0s estrogénios vém predominantemente das
reaccGes da aromatase sobre os androgénios das glandulas adrenais e dos ovarios nos

tecidos ndo gonodais: figado, musculo e tecidos gordos, figura n°l.
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A aromatase é a enzima responsavel pela ultima fase de sintese dos estrogénios (estrona
e estradiol), a partir dos substratos androgénicos, androstenediona e testoterona. Esta
enzima pertence a superfamilia do citocromo P450 e é codificada pelo gene CYP19.
Existe em grande concentragdo na placenta e nos foliculos dos ovarios e em mais baixas
concentragfes no tecido adiposo subcutaneo, no figado, musculos, cérebro e mama
normal. A sintese de estrogénios através da ac¢ao da aromatase sobre os tecidos gordos
€ um processo continuo e ndo ciclico como acontece com a sintese de estrogénios pelos
ovarios. Apesar de ainda ndo ser totalmente conhecido qual o papel fisioldgico da
sintese de estrogénios pela via da aromatase, varios cientistas tém discutido uma
possivel relacdo entre a biossintese de estrogenios no tecido adiposo e a condicao de
algumas doencas, como o cancro da mama e do endométrio (Zhu e Conney, 1998).
Estudos de imunohistoquimica em células de tumor da mama humanas revelaram que a
actividade da aromatase é mais elevada nas células dos adipécitos do estroma que
rodeia as células do carcinoma mamario do que nas células do estroma que distam do
tumor, 0 que sugere que a aromatizacdo enzimatica € uma fonte importante de

estrogénios para 0s tumores mamarios.

Os estrogénios atravessam a membrana celular e nuclear por difusdo passiva e algumas
células e tecidos especificos tém receptores de estrogénio, onde os estrogénios se ligam
formando um complexo ligando-receptor. Os niveis de receptores de estrogénios sao
baixos no tecido mamario normal, contudo, de mulher para mulher, os seus niveis
variam, sendo que os niveis mais altos se correlacionam com o aumento do risco para o
cancro da mama. Existem dois tipos de receptores, 0 o e 0 3. O receptor o apresenta
maior afinidade para os estrogénios que o receptor B. In vitro, os receptores o e 3
formam heterodimeros entre eles, em que o receptor § diminui a afinidade do receptor o
para os estrogénios, actuando como um regulador fisiolégico dos efeitos na proliferacdo
potenciados pelo receptor o.. O grau de variabilidade na expresséo dos receptores o. e 3
no tecido mamario normal é desconhecido, mas a expressao relativa do receptor oo em
relacdo ao receptor 3 € mais alta no tecido mamario tumoral do que no tecido normal, 0
que sugere que o balango entre a expressdo dos dois receptores € importante para
determinar a sensibilidade do tecido aos estrogénios e assim o risco relativo de
carcinogenese (Clemons e Goss, 2001). Além da accdo genodmica, 0s receptores de

estrogénios podem também ter uma accdo ndo gendmica, dado que estes existem na
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membrana plasmaética. Através deste processo 0s estrogénios podem activar varias
proteinas kinases e aumentar os niveis de segundos mensageiros, como o AMPc, em

poucos minutos.

Os estudos efectuados em ratos tém demonstrado que 0s estrogénios ou 0S Seus
metabolitos tém uma ac¢do carcinogénica nalguns tecidos, como os rins, o Utero e as
glandulas mamarias. Na figura n°2, pode ver-se a via de metabolismo e 0 mecanismo de
accdo dos estrogénios que pode contribuir para a ac¢do carcinogénica destes (Yager e
Davidson, 2006). Para que as hormonas estrogénicas sejam eliminadas do organismo
tém que se tornar solveis em agua, de modo a que sejam excretadas na urina e/ou fezes
e, mesmo apos a sua metabolizacdo nesse sentido, os produtos obtidos podem manter

actividade hormonal.

E
E; metaholismo E; receptor de estrogénio

/N

metaholitos Gendmico Nio-gendmico Mitocondrial

oxidatives (transcripeional) (segundo mensageira) (transecripeional)

NN

2.0H-Ey, Z0HE,,
40HE, & 40HE,

16 -OH-E; Alteragdo da expressio de genes

Ligacdo covalente 40HE, ® 40HE, quinonas *Yumento daproliferagio celular
" és proteinas e Diminuicio da apopiose
ADN

Formacio de aductos de quinonas
e lesdo oxidativa do ADIN

Figura n°2: Via de metabolismo e mecanismo de accao dos estrogénios, adaptado de Yager
e Davidson, 2006.
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Nos seres humanos, as reac¢des de metabolismo de fase | envolvem diversas enzimas
do citocromo P450, que sdo responsaveis pelas reaccOes de catdlise do metabolismo
oxidativo da estrona em estradiol. Os principais produtos destas reaccdes de catalise sdo
0 2-hidroxicatecol estrogénio em que intervém as enzimas do citocromo P450 1A1, 1A2
e 3A, enquanto que na formagdo do 4-hidroxicatecol estrogénio intervém a enzima do
citocromo P450 1B1 (Clemons e Goss, 2001). Estas reaccGes podem ocorrer por
hidroxilacdo no anel A ou no anel D e a geracdo de grupos hidroxilo em diferentes
locais da molécula de estrogénio afecta as propriedades bioldgicas dos respectivos
metabolitos, tornando-os estrogénicos, ndo estrogénicos ou mesmo carcinogénicos. Foi
demonstrado que a razao da concentracdo de 4-hidroxiestradiol para 2-hidroxiestradiol é
de 4:1 num extracto humano de cancro da mama. Assim tem sido sugerido um papel na
carcinogénese mamaria do 4-hidroxiestradiol, pois este revelou ser carcinogénico no
rim no hamster Golden Syrian, enquanto o 2-hidroxiestradiol ndo tinha este efeito
(Yager e Davidson, 2006). O 4-hidroxiestradiol é semelhante ao estradiol na sua
habilidade para se ligar ao receptor de estrogénio, activando-o. Uma vez que € um
produto hormonal activo pode estimular a proliferacdo e o crescimento celular como a
hormona parental, o estradiol, tal como também pode originar radicais livres através do

ciclo redox que induzem lesdes no ADN (Zhu e Conney, 1998).

O metabolismo adicional do catecol estrogénio leva a formacdo de semiquinonas e
quinonas. A 2,3-quinona liga-se ao ADN de forma estavel, enquanto a 3,4-quinona
consegue formar aductos instaveis com a adenina e a guanina do ADN, que leva a
depurinacgéo e a ocorréncia de mutagdes, tanto in vivo como in vitro. Para além destas
reaccBes, ocorre ainda no ciclo redox a reducdo das quinonas em hidroquinonas e
catecois, o que permite formar espécies reactivas de oxigénio, nomeadamente o ido

superdxido, causando o stress oxidativo dos lipidos e do ADN (Cavalieri et al., 2000).

As reaccdes do metabolismo de fase II, que incluem, entre outras, reaccbes de
sulfonacdo, metilacéo e reacgOes de conjugacdo com a glutationa, encontram-se também
activas no tecido mamario e podem proteger contra as lesées causadas pelos metabolitos
reactivos dos quimicos endogenos e exdgenos (Yager e Davidson, 2006). O 2-
hidroxiestradiol e o 4-hidroxiestradiol sdo inactivados pela enzima COMT (Catecol-O-

metiltransferase), as quinonas podem ser conjugadas com a glutationa, e os radicais
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superoxidos sdo reduzidos a peroxido de hidrogénio espontaneamente ou por acgdo das

superdxido dismutases (Mitrunen e Hirvonen, 2003).
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3 Polimorfismos em genes associados ao risco de desenvolver cancro da mama

As variagdes genéticas do genoma humano sdo hoje em dia uma fonte de estudo para
identificar os factores de risco ao aparecimento de cancro. O nimero de variagdes que
ocorre na sequéncia genética em cada individuo é muito elevado e representa uma
oportunidade de investigagdo da etiologia da doenga e das diferencas inter-individuais
que se verificam na resposta a terapéutica em geral e a terapéutica associada ao cancro
da mama. O estudo destas variacdes genéticas pode permitir estabelecer critérios para a

prevencao e para melhorar a eficacia terapéutica (Erichsen e Chanok, 2004)

Os principais genes até agora descritos na susceptibilidade ao cancro da mama sdo o
BRCAL1 e o BRCA2. Contudo as mutagdes encontradas nestes dois genes apenas
conseguem explicar uma pequena percentagem de todos os cancros da mama. Assim,
nos Ultimos anos, tem-se estudado os polimorfismos funcionais existentes em genes das
vias de metabolismo do estradiol/estrona, como o CYP1A1, CYP1B1 e COMT, entre
outros (Marchand et al., 2005).

3.1 Gene da CYP1B1

O gene da CYP1BL1 esta localizado no cromossoma 2, sendo constituido por 3 exdes e 2
intrbes que cobrem uma sequéncia de 8,5 kilobases de ADN gendmico. Este gene
codifica uma proteina de 543 aminoacidos, que se encontra normalmente expressa no
nucleo da maioria dos tipos celulares. A enzima CYP1B1 é expressa em varios tecidos
do organismo, no entanto, nas células tumorais verifica-se que a sua expressao apresenta
niveis mais elevados do que nas células normais dos tecidos adjacentes. Apesar da
expressao da CYP1BL1 ter sido observada em varios cancros analisados até a data (colon,
pulmao, rins, bexiga e glaucoma), a sua expressao é particularmente elevada em muitos
cancros hormono dependentes, como o cancro da mama, ovario e prostata, o que esta de
acordo com os trabalhos publicados por McFadyen et al., 1997 e Sutter et al., 1996.

Uma vez que apresenta uma expressao diferencial nos tecidos tumorais, pode ser
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considerada um alvo terapéutico para o tratamento de varios tipos de cancro (Sissung et
al., 2006).

Para 0 gene CYP1B1 estdo descritos varios polimorfismos e mutagdes. Pelo menos seis
polimorfismos neste gene foram identificados na populacdo Anglo-americana, quatro
dos quais resultam numa substituicdo de aminoacidos (Hanna et al., 2000). Foi descrita
uma mutacdo por transversdo de um G por C no exdo 3 do gene da CYP1B1 que resulta
na substituicdo de uma valina (GTG) por uma leucina (CTG) no codéo 432 (Zheng et
al., 2000). Este polimorfismo parece conferir um maior risco no desenvolvimento de
cancro da mama, contudo, nem todos os estudos demonstram esta associacdo (Wen et
al., 2005).

Algumas variantes polimorficas deste gene apresentam uma actividade catalitica 2,4 a
3,4 vezes maior, pelo que alguns polimorfismos dentro deste gene tém sido implicados
no risco diferencial de desenvolvimento de cancro da mama (Sissung et al., 2006, Wen
et al., 2005). A variante da enzima considerada wild-type depende da populagédo
estudada, segundo Sissung et al. e Taioli et al. a variante wild-type é o genétipo Leu-
Leu, segundo Zheng et al. a variante wild-type é o gen6tipo Val-Val. Contudo todos os
autores concordam que o gendtio Val-Val é aquele que expressa uma enzima com

actividade catalitica aumentada.

Assim, torna-se importante determinar qual o genétipo da enzima CYP1B1, pois ela
intervém no metabolismo dos estrogénios, sendo responsavel pela formacdo do 4-
hidroxiestradiol, um catecol estrogénio que retém uma significativa actividade
estrogénica. O aumento de sintese de 4-hidroxiestradiol induzido pelo genoétipo Val-Val
pode ser um factor de risco para o0 cancro da mama, pois este metabolito pode entrar no
ciclo redox e originar radicais livres que induzem lesdes no ADN assim como pode
aumentar os efeitos tdxicos do estradiol (Modugno et al., 2005). A CYP1B1 é também

responsavel pela activacdo de alguns hidrocarbonetos arométicos policiclicos.
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3.2 Gene da MTHFR

Durante a ultima década, os polimorfismos genéticos no gene que codifica a enzima
methilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), tém sido associados com o risco de

desenvolver cancro (Reljic et al., 2007).

Foi descrito um polimorfismo comum para este gene, o polimorfismo Ala?**Val que
consiste na substituicdo de uma alanina por uma valina no coddo 225, no dominio N-
catalitico Esta variante alélica origina uma enzima mais termolabil e com menor
actividade catalitica especifica. Foi demonstrado que para os individuos homozigéticos,
a enzima apresenta aproximadamente 30% de actividade catalitica, enquanto que para
os individuos heterozigoticos a actividade catalitica da enzima é aproximadamente 65 %
(Shrubsole et al., 2004).

A methilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) é uma enzima polimoérfica que esta
envolvida no metabolismo do folato e tem também um papel associado a metilagédo e
reparacao do ADN nas celulas que se encontram em divisdo (Semenza et al., 2003). A
MTHFR ¢ responsavel pela conversdo do 5,10-metilenotetrahidrofolato, a principal
forma de folato intracelular, em 5-metiltetrahidrofolato, a principal forma de folato em

circulagdo (Rock, Lampe e Patterson, 2000).

O polimorfismo Ala**Val tem sido associado a diversos cancros. Na maioria dos
estudos efectuados em cancro do célon e do recto, o genétipo Val/Val (CC) da MTHFR
tem sido associado, no geral, a uma reducdo do risco entre os individuos que tém um
elevado consumo de folato, no entanto, naqueles em que o consumo de folato é mais

baixo ha um aumento do risco (Langsenlehner et al., 2003).

A actividade catalitica reduzida da enzima MTHFR resulta numa diminuic¢do do produto
5-metiltetrahidrofolato disponivel para a conversdo da homocisteina em metionina pela
enzima metionina sintetase. A metionina é depois convertida em S-adenosilmetionina,
um importante dador de grupos metilo para a metilagio do ADN e para as reacgoes
catalisadas pela COMT (Marchand et al., 2004). Fenémenos epigenéticos, como a
activacdo de protooncogenes por hipometilacdo das suas regides promotoras, a

inactivacdo de genes supressores tumorais por hipermetilacdo ou a alteracdo dos
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padrdes de metilacdo do gene do receptor de estrogénio podem estar associados com a
carcinogenese das celulas mamarias. Na auséncia destes eventos, pode ocorrer
instabilidade gendmica, que pode ser critica para a transformacdo oncogénica das
células humanas. Como o folato é importante para a manutencédo da sintese e metilacéo
do ADN, pode haver uma ligac&o entre a enzima MTHFR e a carcinogénese (Campbell
et al., 2002).

Ndo esta ainda esclarecido o papel que desempenham os polimorfismos do gene
MTHFR com o risco de cancro da mama, e 0s estudos ja publicados apresentam

algumas divergéncias (Jakubowska et al., 2007).

3.3 Gene da COMT

A existéncia de um polimorfismo do tipo SNP na regido codificante do gene da COMT
humana tem como resultado a substituicdo de uma metionina por uma valina na posi¢ao
158 da COMT ligada a membrana e na posicdo 108 da COMT solavel. Este
polimorfismo codifica uma variante da enzima catecol-O-metiltransferase (COMT)
termolabil, que no caso dos homozig6ticos LL (COMT-LL) confere um decréscimo da
actividade enzimatica especifica. Os individuos heterozigéticos (COMT-HL)
apresentam uma actividade enzimatica intermédia e os individuos homozigéticos wild-
type HH (COMT-HH) tém uma actividade enzimatica alta (Modugno et al., 2004).

A COMT pode ser encontrada tanto na forma de uma proteina soltvel, como na forma
de uma proteina ligada & membrana. Ambas as proteinas séo codificadas por um Unico
gene no cromossoma 22g11.2, mas para que a sua expressdo se inicie sdo precisos
diferentes promotores (Sazci et al., 2004). Esta enzima encontra-se distribuida por
varios tecidos do organismo, principalmente no cérebro, figado, rins, endométrio e na
mama. No sangue é encontrada principalmente nos eritrocitos. Os seus substratos
fisiolégicos incluem uma grande variedade de compostos quimicos, tais como,
neurotransmissores catecolaminicos e catecéis estrogénios enddgenos e exo0genos
(Thompson et al., 1998).
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A COMT é a principal responsavel pela inactivacdo dos catecois estrogénios, ou seja, 0
2-hidroxiestradiol e o 4-hidroxiestradiol. Estes dois produtos sdo produzidos pelas
reaccGes inerentes ao metabolismo dos estrogénios, tém actividade hormonal e
produzem stress oxidativo, o qual é responsavel por alteracdes na sequéncia de ADN,
figura n°3 (Matsui et al., 2000).

2-Catecol meto

COMT ‘
Conjugacio com
2,3-catecol & glutationa GST

/ P 450 /
Oxlgério
Ddactos

P- 45':' mpemxm 23-guinona ——=

tavels de A0
El e E2 P-450s Sermqmnnnas st ireis
34 quinona —1’&&'51;:05 4= ADN
\\R\ Ef;f? \\R\ ;/f/ purinacio
34 catecol Conjugagdo com a

glutationa GET

COMT }

A Catecol metox

Figura n°3: Produtos resultantes da oxidacéo dos estrogénios, adaptado de Cavalieri et al.,
2000.

Estudos prévios sobre a reactividade quimica e a potencial genotoxicidade dos catecdis
estrogénios sugeriam que a O-metilacdo enzimética era uma via de destoxificacdo para
estes metabolitos dos estrogénios. Contudo, existem hoje em dia varios estudos que
indicam que os efeitos bioldgicos do 2-metoxiestradiol ndo estdo associados com o
estradiol ou com outros produtos metoxi derivados do estrogénio. Sendo uma das
principais fungdes da COMT a inactivacdo de catecdis toxicos enddgenos e/ou
exogenos com actividade bioldgica, tem-se associado esta enzima com o risco de cancro
da mama (Zhu e Conney, 1998). Tendo em conta o papel funcional da COMT e da
CYP1B1 nas vias do metabolismo dos estrogénios, torna-se também importante

considerar qual é o seu efeito combinado (Ritchie et al., 2001).
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4 Os genes de susceptibilidade do cancro da mama BRCA1 e BRCA2

A andlise genética de varias familias com agregacdo de mdultiplos casos de cancro da
mama e dos ovarios permitiu a localizacdo do primeiro gene de susceptibilidade do
cancro da mama no brago curto do cromossoma 17 na posicdo 21.3 (King et al. 1990).
O gene BRCAL foi identificado atraves de clonagem posicional em 1994. Este gene
cobre aproximadamente 100 kilobases de sequéncia gendmica, distribuida em 24 exdes
e codifica uma proteina de 1863 aminoacidos. O gene BRCAL tem homologia com o
dominio “RING” finger na extremidade amino-terminal, com uma sequéncia de
localizagdo nuclear (NLS) no exdo 11 e com uma regido C-terminal conservada, a
BRCT. Analises posteriores efectuadas em familias com histdria de cancro da mama
ndo ligado ao BRCA1 levaram a descoberta de outro gene de susceptibilidade do cancro
da mama, o0 BRCA2. O BRCAZ2 esta localizado no cromossoma 13 na posicdo gql2,
cobre 70 kilobases de sequéncia gendmica, distribuida por 27 exdes e codifica uma
proteina de 3418 aminoacidos, como se pode ver na figura n°, (Easton e Thompson,
2004).

BRCAIL (1863 ammoacidos) Dotnini
0Iinios

Domini 100 anunodcidos = C— Activacio de BROT
RING NLS1 NLS2 ligacio RADS] tran 4

HAL|E| 7 (a|pa il 13 13 [14) 15 1] - ]

[ !

185delAC 5382insC
BRCA2 (3418 amumnoacidos)

100 aminodcidos « =

repeticies BRC/ ligacio RADS]

Activacio da
transcrigdo

3T . 0 1 18817

! [

000del5 6174delT

ML5= sinal de localizacio nuclear
&g getas indicam as mutagdes fundadoras para a populagdo islindica (999del®) e populagdo
de Judeus Ashkenaz, as secgdes mumeradas representam os exdes.

NLS; NII_SZ

LIL -l ar

Figura n°4: Dominios funcionais e mutac¢@es fundadoras dos genes BRCAL e BRCAZ2,
adaptado de Thompson e Easton, 2004.
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No BRCA1 o exd@o 11 compreende 60 % de todo o gene, o que faz com que seja um dos

maiores alvos para a ocorréncia e detec¢cdo de mutacdes (Dufloth et al., 2005).

MutagOes germinativas nos genes BRCA1 e BRCAZ2 representam um factor de
predisposicdo genética e dependendo da populacdo em estudo, explicam 15% a 45% do
cancro da mama hereditario e pelo menos 80% dos casos familiares de cancro da mama
e ovario. Mulheres com mutacdes no gene BRCAL tém, ao longo da vida, um risco de
cancro da mama que atinge os 60% a 80% e um risco de cancro do ovario de 20% a
40%. No caso de mulheres portadoras de mutacdes no gene BRCA2, o risco de cancro
da mama € de 60% a 85% e o risco de cancro do ovario é de 10% a 20% (Antoniou et
al., 2003).

Seguindo o conceito do modelo de “two-hit” proposto por Knudson (1971) para a
inactivagdo de um gene supressor tumoral, tanto o BRCA1 como o BRCA2 sdo
considerados genes supressores tumorais classicos por duas razbes. Primeiro, as
mutacdes germinativas do BRCAL e/ou BRCA2 (“first hit”) estdo associadas com o
desenvolvimento de tumores, e levam a uma predisposi¢do para desenvolver cancro da
mama nos seus portadores. Segundo, a perda de heterozigotia (perda do alelo wild-type),
“second hit” é frequentemente observada em tumores da mama esporadicos e familiares.
Estes dois eventos levam a inactivacdo da funcdo de gene supressor tumoral e a perda

do controlo do crescimento celular (Hofmann e Schlag, 2000).

O gene BRCAI, nos tecidos em rapida proliferacdo celular, pode ajudar a manter a
integridade do material genético. Tanto o BRCAL como o BRCAZ2 interagem com a
proteina Rad51, uma proteina que esta implicada na recombinacao e reparacdo do ADN.
O facto de se ter verificado que a proteina BRCAL tinha interaccdo com o gene p53
reforca a teoria de que o gene BRCAL esta envolvido na reparacdo das lesdes do ADN.
Foi demonstrado que o BRCAL actua como um co-activador transcricional e aumenta a
transcricdo dependente dos promotores P21 e BAX. Para além do p53, foram
identificados outros genes que interagem com o BRCAL, como o caso do c-myc e do
gene de susceptibilidade do retinoblastoma (RB1). O c-myc € um oncogene que esta
directamente ligado a carcinogénese mamaria e € um dos genes de resposta rapida
activados na fase Gi, 0 que resulta na activacdo de um namero de outros genes com

fungdes no ciclo celular. Assim, o papel priméario do BRCAL prende-se com a resposta
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as lesbes do ADN, pelo processamento de sinais que chegam apds uma lesdo (Clarke,
2000; Arai et al., 2004). Alguns estudos demonstraram também um envolvimento do
BRCAL e do BRCA2 em complexos que se activam para reparar as falhas da cadeia
dupla de ADN e iniciam a recombinacdo homologa, ligando assim a manutengdo da
integridade do material genético a supressdo tumoral (Yoshida e Miki, 2004). Para além
destes factos, verificou-se que a expressao do BRCAL é induzida durante a puberdade e
gravidez, quando os niveis de estrogénios se encontram muito elevados, pelo que se
julga que os estrogénios possam estimular a expressdo deste gene (Duncan, Reeves e
Cooke, 1998). Estudos in vitro, em células de cancro da mama humanas demonstraram
que a proteina BRCAL inibia as vias de transcricdo mediadas pelo receptor de
estrogenio o (RE-a) relacionadas com a proliferacdo celular. Assim, durante os
periodos de rapida divisdo e multiplicacdo celular, o BRCAL pode também suprimir os

sinais de iniciacao induzidos pelos estrogenios por activacdo do RE-a (Clarke, 2000).

Ate a data foram encontradas centenas de mutagdes nos genes BRCAL1 e BRCA2. As
mutacdes identificadas estdo distribuidas por toda a regido codificante destes genes. A
maioria das mutacdes conhecidas é da linha germinativa e resultam na formacdo de
proteinas truncadas, causadas por mutacGes do tipo “frameshift” ou “nonsense “ou por
alteracdes nos locais de “splicing” (Hofmann e Schlag, 2000). Estdo descritas mais de
600 mutacdes para o gene BRCAL e 450 mutag0es para o gene BRCAZ2, de acordo com
informacgdes do Breast Cancer Information Core website (Dufloth et al., 2005).

A maioria das mutacBes encontradas nestes dois genes tem uma origem geografica
distinta, no entanto, algumas sdo partilhadas por varias populacGes. Nestes genes,
observa-se a existéncia de varias mutacGes fundadoras. O efeito fundador é a ocorréncia
com elevada frequéncia de uma ou mais mutacdes especificas numa populacédo, devido
a presenca dessas mesmas mutacdes num ancestral. Nos judeus Ashkenazi, as mutacdes
185delAG e 5382insC no BRCA1 e 6174delT no BRCA2 compreendem quase a
totalidade de todas as mutacGes encontradas nestes genes para esta populagdo. Estas
mutacbes tambeém foram observadas em caucasianos ndo judeus mas com uma
incidéncia muito menor. Existem também outras mutacdes fundadoras do BRCAL e
BRCAZ2 identificadas na Finlandia, Islandia, Russia, Polonia e Noruega, entre outros
(Thompson e Easton, 2004).
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Historicamente, na regido da Beira Interior existe uma das maiores comunidades de
origem judaica do pais. Na literatura dos ultimos anos tem-se vindo a fazer referéncia ao
facto de que na populacdo judaica, as trés mutacdes fundadoras nos genes BRCA1L e
BRCA2 sdo responsaveis pela vasta maioria dos cancros familiares hereditarios da
mama e do ovario. Assim, com a realizacdo deste trabalho, houve um interesse em
verificar a existéncia destas mutacdes (185delAG, 5382insC e 6174delT) nas mulheres

estudadas.
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2 Objectivos

Este trabalho tem como objectivo estudar os polimorfismos CYP1B1 Val**?Leu,
MTHFR Ala?®*Val e COMT Val**®Met como factores de risco de cancro da mama em

mulheres da Beira Interior.

Para alcancar estes objectivos:

- Determinou-se a distribuicdo por frequéncias dos polimorfismos CYP1B1 Val**?Leu,
MTHFR Ala**Val e COMT Val**®Met em mulheres com cancro da mama e em

mulheres sem qualquer patologia;

- Analisou-se a relacdo entre a distribuicdo por frequéncias dos polimorfismos

estudados e a susceptibilidade para o desenvolvimento de cancro da mama,;

- Analisou-se a prevaléncia de algumas mutacGes nos genes BRCAL1 e BRCA2 em

mulheres com diagnoéstico de cancro da mama da Beira Interior.
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3 Material e Métodos

3.1 Material

3.1.1 Amostra populacional

A amostra populacional é constituida por 62 mulheres da Beira Interior, das quais 32
tém cancro da mama e 30 sdo mulheres saudaveis. Todas as mulheres envolvidas neste
estudo deram o seu consentimento prévio através de um protocolo de colaboragéo entre
o Centro de Investigacdo das Ciéncias da Saude (CICS) e o CHCB. O trabalho decorreu
entre Marco de 2007 e Outubro de 2007.

= Mulheres com cancro da mama

Analisaram-se amostras de sangue de 32 mulheres com cancro da mama com idades de
diagnostico compreendidas entre 0s 27 anos e 0s 79 anos (idade média de diagnostico
de 54,0 anos; desvio padrdo (dp) de 21,2 e mediana de 54,0 anos). O diagnostico foi
efectuado com base nalgumas caracteristicas clinico-patolégicas como o exame
mamario, determinacdes bioquimicas dos marcadores Cal5.3 e CEA e a avaliacdo do
estadiamento do tumor de acordo com o sistema TNM (Tumor, Nodulo, Metastase). Em

alguns casos ndo foi possivel obter informacdes relativamente ao estadio do tumor.
= Mulheres saudaveis
Analisaram-se também amostras de sangue de 30 mulheres saudaveis com idades

compreendidas entre os 21 anos e 0s 62 anos (idade média de 45,5 anos; dp de 10,7 e
mediana de 47,0 anos)

3.1.2 Colheita das amostras de sangue

A colheita das amostras de sangue foi efectuada por puncdo venosa sob vacuo para

tubos de colheita com EDTA. Foram colhidos cerca de 2 mL de sangue total.
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3.1.3 Reagentes usados na elaboracéo do trabalho experimental

Kit de extraccio de ADN genomico, Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison USA)

Agarose (Seakem LE Agarose, BMA Rockland, ME USA)

Tampéo TAE 1x (0,04 M Tris acetato e 1 mM de EDTA)

Enzimas de restricdo: Eco571, Hinf I, Nlalll, Ddel e BbrPI (Fermentas,
Life Sciences)

dNTP’s (Amersham Biosciences)

Cloreto de magnésio, tampao de amplificacdo e Taq Polymerase
(Promega, Corporation)

Brometo de etidio (stock solution, Amresco)

Tampao de aplicacdo (Loading Buffer, Takara Bio Inc.)

Marcador de ADN (GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Fermentas Life

Sciences).

3.1.4 Aparelhos usados na elaboracéo do trabalho experimental

Espectofotometro Pharmacia Biotech (Ultraspect 3000, UV, Visivél)
Termociclador (Thermo Electron Corporation)

Aparelho com lampada de luz ultra-violeta Vilber Lourmat
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3.2 Métodos

3.2.1 Extraccao de ADN das amostras de sangue total

Para se efectuar a extraccdo do ADN do sangue usou-se um Kit de extraccdo de ADN
gendémico, Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison USA) de acordo

com o seguinte procedimento:

Sangue + Soluc¢éo de

lise celular
Solucéo de lise nuclear +

solucéo de precipitacdo de
proteinas

=§ 0=

centrifuoacio

{

@ sobrenadante
- ¢
isopropanol

Solucéo de Lavar com
rehidratacéo de etanol a 70%
ADN

Todos os reagentes e amostras foram usados nos volumes indicados no manual técnico

gue acompanha o Kit.
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3.2.2 Determinacdo da pureza e concentracdo do ADN

A pureza do ADN foi obtida através da determinacgdo da absorvéncia (Abs.) a 260 nm e
280 nm, num espectofotometro Pharmacia Biotech (Ultraspect 3000, UV, Visivél).
Considerou-se de elevada qualidade o ADN cuja a razdo Abs,eo/Abs,gg Se situou entre
1,8e2,0.

A concentracédo de cada amostra ADN foi determinada por espectofotometria, segundo a
equacao:
[ADN]=D.0.260%50 ng/mLxfd

em que, D.O.,4 € a densidade observada a 260 nm e fd, o factor de diluicdo. Para cada
amostra utilizou-se 10 uL de ADN total, ajustando-se o volume para 500 uL com &gua

MiliQ, obtendo-se entdo um factor de diluigcdo de 50.

3.2.3 Determinacéo dos genétipos dos polimorfismos Val***Leu do
gene da CYP1B1, Ala*®Val do gene da MTHFR e Val***Met do gene da
COMT por PCR-RFLP

A determinacdo do genétipo dos polimorfismos Val**’Leu do gene da CYP1B1,
Ala?®Val do gene da MTHFR e Val**®Met do gene da COMT foi efectuada por
amplificacdo de ADN através de PCR (Polymerase Chain Reaction). A digestdo dos
fragmentos de ADN foi efectuada por enzimas de restricio e a analise desses

fragmentos por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism).
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3.2.3.1 Determinac&o do genétipo do polimorfismo Val**Leu do gene
da CYP1B1

3.2.3.1.1 Amplificagio de ADN por PCR (Polymerase Chain

Reaction)

Para um volume total de 50 pL adicionou-se 200 ng de ADN gendémico, 10 pmol de
cada primer (metabion), 10 mM de dNTP’s, 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) e
1U de Taq Polymerase. Os primers usados para amplificacdo do fragmento de ADN

pretendido estdo descritos na tabela n° 1 (Zheng et al.; 2000).

Tabela n°1: Sequéncia dos primers usados para amplificacdo de ADN do gene da CYP1B1.

Primer Sequéncia
CYP1 5'-TCA CTT GCT TTT CTC TCT CC-3’
CYP2 5'-AAT TTC AGC TTG CCT CTT G-3’

A amplificacdo dos fragmentos do gene da CYP1B1 foi efectuada num termociclador,
onde se incluiu sempre um controlo negativo (reac¢do sem adicdo de amostra de ADN).

As condic¢des do programa estdo referidas na tabela n°2.

Tabela n°2: Programa de PCR usado para amplificacdo de fragmentos de ADN do gene da

CYP1BL1.
Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
94 1 min x1
9 30s
60 30s x35
72 40 s
72 7 min x1

Estas condicBes permitem a amplificacdo de fragmentos de ADN com 650pb. A
amplificacdo de cada fragmento de ADN foi confirmada através da analise de 10 uL de
produtos de PCR por electroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de

etidio (0,5 ng/mL). Os géis foram preparados com tampdo TAE, sendo este tambem
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usado como tampéao de electroforese. As amostras foram aplicadas no gel apds a mistura
com 1 puL de tampé&o de aplicacdo. Em todos os géis foi aplicado um marcador de ADN.
Os géis foram visualizados com uma lampada de luz ultra-violeta, num aparelho Vilber

Lourmat, figura n°6.

S m—— - < 650pb

Figura n°: Resultado da reac¢do de PCR do gene CYP1B1 em gel de agarose a 2%.

3.2.3.1.2 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism)

Para se determinar o gendtipo de cada amostra de ADN efectuou-se uma digestdo de 16
horas a 37 °C, usando como enzima de restricdo a Eco571. A composicdo de cada
reaccao esta referida na tabela n°3.

Tabela n°3: Composic¢éo da reaccéo de digestdo usando a enzima de restri¢cdo Eco571, para
determinacdo do genétipo do gene da CYP1B1.

Reagentes Volume (uL)
Produtos de PCR 25,0
H,O estéril 18,8
Tampéo G* 5,0
SAM* 1,0
Enzima (Eco571)* 0,2

*Fermentas, Life Sciences

Apos a digestdo, os produtos resultantes foram analisados por electroforese em gel de
agarose a 2% corado com brometo de etidio (0,5 pug/mL). O peso molecular da(s)
banda(s) correspondente(s) ao genétipo homozigotico Val-Val é de 650pb; 650pb,
340pb e 310pb para o genodtipo heterozigdtico Val-Leu; e 340pb e 310pb para o
genotipo homozigético Leu-Leu (figura n°7).
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Val-Val Leu-Leu Val-Leu

s o0
& 340pb
-_ == 310pb

Figura n%: Resultado do PCR-RFLP para o gene CYP1B1 em gel de agarose a 2%.

3.2.3.2. Determinagc&o do genétipo do polimorfismo Ala?**Val do Gene
da MTHFR

3.2.3.2.1 Amplificacdo de ADN por PCR

Para um volume total de 50 uL, cada reaccdo de PCR foi preparada como no ponto
3.2.3.1.1 e os primers usados para amplificacdo do ADN do gene da MTHFR estdo

descritos na tabela n°4 (Semenza et al.; 2003).

Tabela n°4: Sequéncia dos primers usados para amplificacdo de ADN do gene da MTHFR.

Primer Sequéncia
Fol 1 5'-TGA AGGAGA AGG TGT CTG CGG GA-3’
Fol 2 5’-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3’

A amplificacdo do ADN foi efectuada no mesmo termociclador referido anteriormente.

O programa de amplificagcdo encontra-se resumido na tabela n°5.
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Tabela n°: Programa de PCR usado para amplificacdo de fragmentos de ADN do gene da

MTHER.
Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
94 2 min x1
9 30s
61 30s %30
72 1 min
72 2 min x1

Estas condigcOes permitem a amplificacdo de fragmentos de 198pb. Cada fragmento de
ADN foi analisado através de electroforese em gel de agarose a 2% (Seakem LE
Agarose, BMA Rockland, ME USA), com tampao TAE corado com brometo de etidio
(0,5 ng/mL). Na figura n°8 pode ver-se a banda de 198pb observada através de uma

lampada de ultravioleta, correspondente a regido do gene MTHFR que se amplificou.

< 198pb

Figura n°7: Resultado da reaccdo de PCR do gene MTHFR em gel de agarose a 2%.

3.2.3.2.2 RFLP

O gen6tipo de cada amostra de ADN foi determinado através de uma digestdo de 16
horas a 37 °C, usando como enzima de restricdo a Hinfl. A composi¢éo de cada reac¢do

esta referida na tabela n°6.
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Tabela n°6: Composicao da reaccdo de digestdo usando a enzima de restri¢do Hinfl, para
determinacdo do genétipo do gene da MTHFR.

Reagentes Volume (uL)
Produtos de PCR 20,0

H,0 estéril 24,5

Tampédo R* 5,0
Enzima (Hinfl)* 0,5

*Fermentas, Life Sciences

Apés a digestdo, os produtos resultantes foram analisados por electroforese em gel de
agarose a 5%, com tampdo TAE corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL). O peso
molecular da(s) banda(s) correspondente(s) ao genotipo homozigético wild type CC é
de 198pb; 198pb, 175pb e 23pb para o gendtipo heterozigdtico CT; e 175pb e 23pb para
0 genotipo homozigético TT (figura n°9). O fragmento de 23pb ndo é possivel

visualizar-se.

Cct TT CC

< 198pb
& 175pb

Figura n°8: Resultado do PCR-RFLP para o gene MTHFR em gel de agarose a 5%.

3.2.3.3 Determinacao do gendtipo do polimorfismo Val***Met do Gene
da COMT

3.2.3.3.1 Amplificacdo de ADN por PCR

Para um volume total de 50 pL adicionou-se 200 ng de ADN gendémico, 10 pmol de

cada primer (metabion), 10 mM de dNTP’s, 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) e
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1U de Taqg Polymerase. As sequéncias dos primers usados para amplificagdo do ADN
do gene da COMT estdo descritas na tabela n® 7 (Lanca et al., 2001).

Tabela n°7: Sequéncia dos primers usados para amplificacdo de ADN do gene da COMT.

Primer Sequéncia
C: 5’-GCC CGC CTG CTG TCA CC-3’
Cu 5°-CTG AGG GGC CTG GTG ATA GTG-3’

A amplificagdo dos fragmentos do gene da COMT foi efectuada no mesmo
termociclador referido em pontos anteriores e o programa de amplificacdo encontra-se

resumido na tabela n°8.

Tabela n°8: Programa de PCR usado para amplificacdo de fragmentos de ADN do gene da

COMT.
Temperatura (°C) Tempo NUmero de ciclos
94 2 min x1
94 30s
59 30s %30
72 45
72 2 min x1

As condic¢des usadas permitem a amplificacdo de fragmentos de ADN com 210pb. Os
fragmentos de ADN foram analisados através de electroforese em gel de agarose a 2%,
com tampdo TAE corado com brometo de etidio (0,5 ug/mL). Na figura n°10, pode-se

ver o tamanho da banda dos fragmentos amplificados.

e |

- 10D

&

Figura n®9: Resultado da reaccdo de PCR do gene COMT em gel de agarose a 2%.
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3.2.3.3.2 RFLP

Determinou-se o gendétipo de cada amostra de ADN através de uma digestdo a 37 °C
durante 16 h, usando a enzima de restricdo Nlalll. A composicdo de cada reaccdo esta

referida na tabela n°9.

Tabela n°9: Composicéo da reacc¢éo de digestdo usando a enzima de restricdo Nlalll, para
determinacdo do gendétipo do gene da COMT.

Reagentes Volume (uL)
Produtos de PCR 22,0
Tampéo G* 2,5
Enzima (Nlalll)* 0,5

*Fermentas, Life Sciences

Os produtos resultantes foram analisados por electroforese em gel de agarose a 5%, com
tampdo TAE corado com brometo de etidio (0,5 ng/mL). O peso molecular da(s)
banda(s) correspondente(s) ao genotipo homozigético LL ¢é de 114pb, 36pb e 35pb, para
0 genotipo heterozigdtico HL é de 114pb, 96pb, 36pb, 35pb e 18pb, e para o gendtipo
homozig6tico HH é de 96b, 36pb, 35pb e 18 pb (figura n°11). O fragmento de 18pb é

por vezes de dificil visualizag&o.

< 114pb
< 96pb

< 36, 35pb
< 18pb

Figura n°10: Resultado do PCR-RFLP para o gene COMT em gel de agarose a 5%.

-35-



Materiais e Métodos

3.2.4 Analise do genotipo das mutacgdes 185delAG, 5382insC no gene
BRCA1 e 6174delT no gene BRCA2, por PCR-RFLP

Para determinar a existéncia destas trés mutagdes, procedeu-se a amplificacdo de ADN
através de PCR, seguindo-se a digestdo dos fragmentos de ADN por enzimas de

restricdo e a anélise desses fragmentos por RFLP.

3.2.4.1 Amplificacdo de ADN por PCR

A composicdo de cada reaccdo de PCR foi idéntica para todas as mutacfes estudadas,
com excepcao da sequéncia de primers, isto é, usou-se um par de primers diferentes
para cada mutagdo. Assim, para um volume total de 50 uL adicionou-se 200 ng de
ADN gendmico, 10 pmol de cada primer (metabion), 10 mM de dNTP’s, 1,5 mM de
cloreto de magnésio (MgCl,) e 1U de Tag Polymerase. Os primers usados para
amplificacdo dos fragmentos de ADN pretendidos estdo descritos na tabela n°® 10
(*Abeliovich et al., 1997, "Backe et al., 1999).

Tabela n°10: Sequéncia dos primers usados para amplificacdo de ADN para as 3 mutacdes
estudadas nos genes de susceptibilidade do cancro da mama (BRCAL/2).

Tamanho do fragmento
Mutacéo Primers (pb)

wild type mutacgéo

a | -GAAGTT GTCATTTTATAA ACCTTT-3’
185delAG 170 168
5-TCACTT ACC AGA TGG GAG AC-3’

. b 5’-CCA AAG CGA GCA AGA GAATCT C-3
5382insC 270 270
5’-GGG AAT CCA AAT TAC ACA GC-3’

a 5’-TGG GAT TTT TAG CAC AGC ACG-3’
6174delT 148 147
5-CTGGTC TGAATGTTCGTT AC-3’

A amplificacdo dos fragmentos de ADN, correspondente a localizagdo de cada uma das
trés mutacdes nos genes BRCA1/2, foi efectuada num termociclador, onde se incluiu
sempre um controlo negativo. As condices dos programas estdo resumidas nas tabelas
n°ll e 12.
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Tabela n°11: Programa de PCR usado para amplificacdo de fragmentos de ADN do gene
BRCAL e BRCAZ2 correspondentes as mutacdes 185delAG e 6174delT, respectivamente.

Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
94 3 min x1
94 30s
55 30s %30
72 30s
72 10 min x1

Tabela n°12: Programa de PCR usado para amplificacdo de fragmentos de ADN do gene
BRCAL correspondente @ mutacdo 5382insC.

Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
94 3 min x1
94 30s
61 30s %30
72 30s
72 5 min x1

A amplificacdo de cada fragmento de ADN foi confirmada por electroforese em gel de

agarose a 2%, corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL). O tampdo usado na

preparacdo do gel foi o TAE, sendo este também o tampé&o de electroforese. Aplicaram-

se 10 uL de cada produto de PCR no gel ap6s a mistura com 1 uL de tampéo de

aplicacdo (Loading Buffer, Takara Bio Inc.). Os géis foram observados com uma

lampada de luz ultra-violeta, figura. n°12.

<270pb

e 6174delT

e

——

—— < 148pb

Figura n°11: Resultado da reaccéo de PCR para os genes BRCA1 e BRCA2 em gel de

agarose a 2%.
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3.24.2 RFLP

A presenca e/ou auséncia de mutacdes foi determinada por meio de uma digestdo a 37°C
durante 16 horas. Foram usadas 3 enzimas de restricdo diferentes. Para a mutagédo
185delAG usou-se a Hinfl, para a mutacdo 5382insC usou-se a Ddel e para a mutagdo
6174delT usou-se a BbrPl. A composicéo de cada reaccdo de digestdo para determinar a

presenca de cada uma das mutacdes estudadas encontra-se referida na tabela n°13.

Tabela n°13: Composicéo de cada reaccdo de digestao usando a enzima de restricéo
especifica para determinacéo da presenca das mutacdes em estudo nos genes BRCA1/2.

Mutacgéo Reagentes Volume (uL)
Produtos de PCR 20,0
H.O 24,5
185delAG
Tampéo R* 5,0
Enzima (Hinfl)* 0,5
Produtos de PCR 20,0
) H.0 24,5
5382insC
Tampéo Tango* 50
Enzima (Ddel)* 0,5
Produtos de PCR 20,0
H.O 24,5
6174delT
Tampéo Tango* 50
Enzima (BbrPI)* 0,5

*Fermentas, Life Sciences

Os produtos resultantes foram analisados por electroforese em gel de agarose a 5%, com
tampdo TAE corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL). A sequéncia de primers
escolhida para determinar a presenca destas mutacdes, permite que as enzimas de
restricdo escolhidas apenas facam a digestdo dos fragmentos correspondentes ao
gendtipo wild type de cada mutacdo. Assim, através das imagens obtidas por luz
ultravioleta para cada gel de agarose, foi possivel determinar a presenca ou auséncia
destas mutacgdes, figura n°13. O peso molecular da(s) banda(s) correspondente(s) ao

gendtipo homozigotico wild type para a mutacdo 185delAG é de 150pb e 20pb, para a

-38 -



Materiais e Métodos

mutacdo 5382insC é de 214pb, 36pb e 20pb, e para a mutacdo 6174delT € de 127pb e
21 pb.

Figura n°12: Resultado do PCR-RFLP para os genes BRCA1 e BRCA2 em gel de agarose

185delAG 5382 insC

wt  wt wt Ht

< 270pb

< 234pb
< 214pb

< 170pb
< 150pb

6174delT

wt - gen6tipo wild type
Ht — gendtipo heterozigético

a 5%.

3.2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi efectuada através do programa SAS
(SAS, 1989: Institute Inc. SAS/STAT User’s Guide, Versao 6, 4% edicdo, volume 1,
Cary, NC. SAS Institute Inc.).

A Tabela n° 14 apresenta 0 numero de mulheres com cancro da mama e saudaveis

distribuidas pelos gendtipos estudados.
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Tabela n°14: Distribuicao por genoétipo das mulheres que integraram o estudo.

Genes
CYP1B1 MTHFR COMT
LL VL VvV TT CT CcC LL HL HH
Mulheres com
9 13 7 3 16 13 13 12 7
cancro da mama
Mulheres
o 3 26 1 2 16 12 9 16 5
saudaveis

As diferentes variaveis (mulheres com cancro da mama versus mulheres saudaveis para

cada gendtipo e em todas as combinacfes de 2 e 3 gendtipos) foram analisadas em

tabelas de contingéncia 2x2 e utilizou-se o teste de Qui-Quadrado (y?) para determinar

0 grau de associacao entre elas. A auséncia de associacdo s6 foi considerada quando a

significancia estatistica foi inferior a P < 0,05.

Este trabalho compreende também um estudo do tipo caso-controlo para avaliar o risco

para o cancro da mama associado a cada um dos genoétipos da CYP1B1, da MTHFR e

da COMT, foi calculado o valor de Odds Ratio (OR) com um intervalo de confianga de

95% (IC 95%). O valor de OR num estudo deste tipo indica a magnitude do risco

relativo associado a cada genotipo.

O equilibrio de Hardy-Weinberg na populacéo estudada foi analisado pelo teste do

Para esta analise assumiu-se que:

Mulheres com menos de 50 anos — geragéo seguinte

Mulheres com mais de 50 anos — geracéo inicial
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4 Apresentacao e Discussao dos Resultados
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4 Apresentacéo e discussao dos resultados

4.1 Distribuicdo por frequéncias dos genétipos para a CYP1B1 Val**?Leu

Das 32 mulheres que constituem a populagdo de mulheres com cancro da mama apenas
se conseguiu determinar 0s genotipos para o gene da CYP1B1 em 29. Na literatura
estdo descritos varios polimorfismos para o gene CYP1B1. O polimorfismo Val**’Leu
no gene CYP1B1 localiza-se no coddo 432 do exdo 3, neste exdo estdo descritos
polimorfismos para mutagdes no coddo 449 e coddo 453. Dada a proximidade que
existe entre estes coddes, pode existir interferéncia com os locais de ligagdo dos primers

utilizados para o estudo do polimorfismo Val***Leu do gene CYP1B1

A distribuicdo por frequéncias dos genétipos para CYP1B1 Val**?Leu para a populacio
de mulheres saudaveis (n=30) e populacdo de mulheres com cancro da mama (n=29)
encontra-se descrita na tabela n°15.

A diferenca para a distribuicao por frequéncias dos gendtipos do gene CYP1B1 para a

populacdo MS e para a populacdo MCM ¢ estatisticamente significativa.

Existem mais mulheres com o genotipo heterozigético Val-Leu na populagdo MS
(86,67%) do que na populacido MCM (44,83%), pelo contrario encontra-se maior
namero de mulheres MCM com geno6tipo homozigotico Leu-Leu e Val-Val. A analise
dos resultados pelo teste do %2 indica que a diminuicdo do nimero de mulheres que
apresentam o genotipo heterozigético (VL) constitui um factor de risco, mais do que a
presenca de mulheres com genotipos homozigoéticos (OR=8,000; IC 95% 2,2197 -
28,8327). Considerando que o valor de OR indica o risco relativo de determinado
acontecimento podemos considerar que as mulheres com gendtipo heterozigotico (VL)

para a enzima CYP1B1 tém 8 vezes menos risco de desenvolver cancro da mama.
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Tabela n°15: Populacdo de mulheres com cancro da mama vs Populagdo saudavel: distribuicdo por frequéncias dos genétipos para CYP1B1

Val*?Leu.
) Mulheres com cancro
Mulheres saudéaveis
da mama )
(n=30) Odds Ratio IC 95% P
(n=29)
n % n %
Genotipo
\AY/ 1 3,33 7 24,14 0,1084 0,0124 - 0,9466 0,0257*
VL 26 86,67 13 44,83 8,0000 2,2197 - 28,8327 0,0007*
LL 3 10,00 9 31,03 0,2469 0,0592 - 1,0306 0,0448*

* Significativo para P<0,05
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Num estudo do tipo caso-controlo, Kocabas et al. indicou que as mulheres portadoras
do gendtipo VV teriam um risco aumentado para o cancro da mama, 0 que esta de
acordo com 0s nossos resultados para a populacdo de mulheres MCM (OR=0,1084; IC
95% 0,0124-0,9466). O valor de OR para o0 genétipo VV foi calculado pelo teste exacto
de Fisher para validacdo dos resultados, uma vez que apenas uma mulher da populacédo

MS era portadora deste gendtipo.

No trabalho realizado por Bailey et al., o autor refere que as mulheres Caucasianas
portadoras do gen6tipo VV tinham maior percentagem de cancro da mama que era REs”
e RPs", sugerindo que este polimorfismo pode ser importante para a expressdo destes
receptores esterdides no cancro da mama (Zheng et al., 2000). No presente estudo nédo

se analisou a relacdo deste pardmetro com a presenca ou auséncia de REs e RPs.

Actualmente é referido que a exposicdo prolongada aos estrogénios € um factor
determinante para os cancros hormono-dependente. Até ao momento, na literatura tém
sido consideradas duas hipdteses para explicar a etiologia deste tipo de cancro. A
primeira refere que o cancro hormono-dependente pode desenvolver-se devido a
ocorréncia de mutagdes espontaneas como resultado do aumento da proliferacéo celular
associada ao aumento dos niveis de estrogénios. A segunda hipotese refere que este tipo
de cancros ocorre devido aos efeitos genotoxicos dos metabolitos da CYP1B1, como o
4-hidroxiestradiol. Ambas as hipdteses ndo sdao mutuamente exclusivas e podem

contribuir significativamente para a etiologia deste tipo de neoplasia.

A CYP1B1 ¢ expressa em maior quantidade nos tumores da mama, sendo a responsavel
pela formagdo de 4-hidroxiestradiol, um metabolito carcinogénico com actividade
estrogenica. Alem disto, a CYP1B1 parece também estar implicada na activacdo
metabolica de um variado nimero de carcinogénios ambientais, tais como, arilaminas,
aminas heterociclicas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Foi demonstrado que a
substituicdo de uma leucina por uma valina aumenta a actividade da enzima numa
variedade de substratos, que incluem procarcinogénios e as hormonas esterdides
produzidas nas gonadas. O aumento da formacdo de 4-hidroxiestradiol induzido pela
CYP1B1 pode ser um possivel factor de risco para o cancro da mama. Segundo
Parachini et al, as mulheres portadoras do gendétipo homozig6tico para a leucina tém

uma maior concentracdo de 2-hidroxiestrona e 16-hidroxiestrona no plasma que as
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mulheres portadoras dos outros gendétipos da CYP1B1, pelo que apresentam um risco
mais baixo para o cancro da mama, pois estes metabolitos ndo tém associados efeitos

carcinogénicos.

A analise da distribuicao por frequéncias dos alelos V e L dos genotipos para CYP1B1

Val**Leu pode ser observada na tabela n°16.

Tabela n°16: Distribuicdo por frequéncias dos alelos V e L dos genétipos para CYP1B1

Val**?Leu.
Mulheres saudaveis Mulheres com cancro da mama
Alelos (n=30) (n=29)
n % n %
V 28 46,67 27 46,55
L 32 53,33 31 53,45

Verifica-se que ndo existem diferencas estatisticamente significativas na distribuicao

por frequéncias dos alelos V e L.

O equilibrio de Hardy-Weinberg afirma que para uma populacdo mendeliana, dentro de
determinadas condigdes, as frequéncias alélicas permanecerdo constantes de uma
geracdo para a outra. Quando se analisou o equilibrio de Hardy-Weinberg para as
populacBes MS e MCM verificou-se que a distribuicdo por frequéncias dos genotipos
para CYP1B1, em ambas as populacBes estd de acordo com o esperado, segundo 0s
principios deste equilibrio (P=0,7083 para a diferenca de geracGes na populacdo MS e
P=0,1359 para a mesma diferenca na populacdo MCM). Na tabela n°17, encontra-se a
distribuicdo por gendtipo para CYP1B1 Val**Leu para a geragéo inicial (mulheres com
mais de 50 anos) e geragdo seguinte (mulheres com menos de 50 anos), na populagao
MS versus populacdo MCM.
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Tabela n°17: Distribuicdo por genétipo para CYP1B1 Val***Leu nas mulheres da

populacdo MS e MCM, na geracdo inicial e geracdo seguinte.

Mulheres saudaveis

Mulheres com cancro da mama

LL VL VvV LL VL \AY
(n=3) (n=26) (n=1) (n=9) (n=13) (n=7)
Geracao
o 2 9 0 4 8 1
inicial
Geracéo
) 1 17 1 5 5 6
seguinte
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4.2 Distribuicdo por frequéncias dos genétipos para a MTHFR Ala***Val

A distribuicdo por frequéncias dos genétipos para MTHFR Ala**Val para a populacio
de mulheres saudaveis (n=30) e populacdo de mulheres com cancro da mama (n=32)

encontra-se descrita na tabela n°18.

Na populacdo MS podemos observar uma frequéncia de 40,0% para o genétipo CC,
53,33% para o genotipo CT e 6,67% para 0 genotipo TT. Relativamente a populacéo
MCM, observamos uma frequéncia de 40,62% para o gendétipo CC, 50,00% para o
gendtipo CT e 9,38% para 0 gendtipo TT.

Né&o existem diferencas estatisticamente significativas entre as duas populagdes para 0s
diferentes gendtipos do gene MTHFR.

Existem poucos estudos que avaliem a associacdo entre o polimorfismo MTHFR
Ala?®Val e o risco para 0 cancro da mama e os resultados que apresentam sio
controversos. No presente trabalho as frequéncias alélicas e genotipicas do gene
MTHFR sé@o semelhantes entre as duas populacdes estudadas (MCM e MS), pelo que
parece n3o haver associacdo entre o polimorfismo MTHFR Ala***Val e o risco para o
cancro da mama. Este resultado esta em desacordo com um estudo prévio efectuado por
Gershoni-Baruch et al., no qual o autor verificou que o gen6tipo homozigético TT se
encontrava associado de forma estatisticamente significativa com um diagnostico de
cancro da mama bilateral ou com cancro da mama e do ovario simultaneamente, numa
populacdo de mulheres de origem judaica. Outro estudo efectuado por Sharp et al.,
revelou ndo haver diferenca estatisticamente significativa nas distribuicbes dos
gendtipos para MTHFR numa populacdo de mulheres escocesas com cancro da mama,

num estudo do tipo caso-controlo.
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Tabela n°18: Populacao de mulheres com cancro da mama vs Populagdo saudavel: distribuicao por frequéncias dos genotipos para MTHFR

Ala**Val.
) Mulheres com cancro
Mulheres saudéaveis
da mama )
(n=30) Odds Ratio IC 95% P
(n=32)
n % n %
Genotipo
CC 12 40,00 13 40,62 0,9744 0,3529 - 2,6899 0,9600
CT 16 53,33 16 50,00 1,1429 0,4216 — 3,0983 0,7930
TT 2 6,67 3 9,38 0,6905 0,1072 — 4,4489 0,6955

* Significativo para P<0,05
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Os resultados de Campbell et al., sugerem que a baixa actividade da MTHFR associada
ao gendtipo TT, aumenta o risco para o cancro da mama. Segundo Shrubsole et al.,
existe uma associacgdo entre o consumo de folato e o risco para o0 cancro da mama, pois
entre as mulheres com um consumo elevado de folato o risco diminui. O baixo consumo
de folato esta associado a uma deficiente incorporacao das bases de uracilo na cadeia de
ARN e a quebras nos cromossomas, bem como & metilacio aberrante do ADN. E
possivel que as mulheres portadoras do gendtipo TT sejam particularmente susceptiveis
aos efeitos carcinogénicos associados a uma insuficiéncia dos niveis de folato. O
genotipo TT na presenca de uma baixa concentracdo de folato esti associado a um
aumento dos niveis de homocisteina, a uma diminui¢cdo do numero de folatos metilados

e, portanto, a reducdes na metilacdo do ADN genomico.

A acumulacdo de homocisteina pode representar outro mecanismo para explicar o
aumento do risco. Nos portadores do gendétipo TT, a baixa actividade da enzima
MTHFR juntamente com a reduzida remetilacdo da homocisteina em metionina, leva ao
aumento dos niveis de homocisteina, para os quais foi demonstrado, em modelos
experimentais, que promoviam o crescimento de células tumorais (Jakubowska et al.,
2007). Assim, o efeito da MTHFR no risco para o cancro da mama numa populagdo em
particular pode depender dos niveis de consumo de folato dessa populacdo. Neste
trabalho ndo foram obtidos dados relativos & concentragdo sérica de folato na populagao
em estudo e, portanto, ndo se pode estabelecer qualquer relagéo.

A andlise da distribuicdo por frequéncias dos alelos C e T dos genétipos para MTHFR

Ala**Val pode ser observada na tabela n°19.

Tabela n°19: Distribuicao por frequéncias dos alelos C e T dos genétipos para MTHFR

Ala*Val.
Mulheres saudaveis Mulheres com cancro da mama
Alelos (n=30) (n=32)
n % n %
C 40 66,67 42 65,62
T 20 33,33 22 34,38

=49 -




Apresentacdo e Discussdo dos Resultados

Verifica-se que a distribuicdo por frequéncias dos alelos C e T ndo tem diferenca

estatisticamente significativa nas populagdes estudadas.

A distribuicdo das frequéncias por genotipo de ambas as populacgdes esta de acordo com
os principios de Hardy-Weinberg para populacdes em equilibrio (P=0,6121 para a
diferenca de geracdes na populacdo MS e P=0,8666 para a mesma diferenca na
populacdo MCM). Na tabela n°20, encontra-se a distribui¢do por genétipo para MTHFR
Ala**Val para a geracéo inicial e geracdo seguinte, na populacdo MS versus populacio
MCM.

Tabela n°20: Distribuicio por genétipo para MTHFR Ala**Val nas mulheres da
populacdo MS e MCM, na geracéo inicial e geracéo seguinte.

Mulheres saudaveis Mulheres com cancro da mama
CcC CT TT CcC CT TT
(n=12) (n=16) (n=2) (n=13) (n=16) (n=3)
Geracéo
o 4 7 0 6 8 1
inicial
Geracao
) 8 9 2 7 8 2
seguinte
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4.3 Distribuicdo por frequéncias dos genétipos para a COMTVal**®Met

A distribuicio por frequéncias dos genétipos para COMT Val'®Met para a populacio
de mulheres saudaveis (n=30) e populacdo de mulheres com cancro da mama (n=32)

encontra-se descrita na tabela n°21.

Né&o se verificou diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo dos genotipos

do gene da COMT para as diferentes populagdes estudadas.

Os resultados mostram que existem mais mulheres com o genotipo heterozigotico HL
na populacdo MS (53,33%) do que na populacdo MCM (37,50%). Em relacdo ao
gendtipo homozigotico LL, o que se verifica € que a sua presencga é maior na populacéo
MCM (40,62%) do que na populacdo MS (30,00%). O mesmo acontece com o genétipo
HH, esta mais presente nas mulheres da populacdo MCM (21,88%) do que nas mulheres
da populacdo MS (16,67 %).

A COMT é uma enzima de fase Il que estd implicada na inactivacdo do catecol
estrogenio atraves da transferéncia de um grupo metilo. O catecol estrogénio pode
também ser metabolizado em quinonas e semiquinonas, as quais possuem propriedades
carcinogénicas e entram no ciclo redox produzindo espécies reactivas de oxigénio
responsaveis pela inducéo de lesdes no ADN. A COMT cataliza a metilagdo do catecol
estrogenio em 2-metoxiestradiol e/ ou 4-metoxiestradiol, diminuindo o potencial efeito
carcinogénico destes metabolitos. De facto, é referido na literatura que o 2-
metaxiestradiol parece mesmo inibir o crescimento tumoral. A presenca de uma
metionina na posi¢do 108/158 do gene da COMT, designada por COMT-L (low activity)
estd associada a uma diminuicdo da actividade da enzima e consequentemente ao

aumento de catecol estrogénio no ambiente celular.
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Tabela n°21: Populacdo de mulheres com cancro da mama vs Populagéo saudavel: distribuicdo por frequéncias dos genétipos para COMT Val**®

Met.
Mulheres saudaveis Mulheres com cancro
(n=30) da mama Odds Ratio IC 95% P
(n=32)
n % n %
Genotipo
HH 5 16,67 7 21,88 0,7143 0,1997 - 2,5550 0,6039
HL 16 53,33 12 37,50 1,9048 0,6915 - 5,2467 0,2106
LL 9 30,00 13 40,62 0,6264 0,2187 —1,7942 0,3822

* Significativo para P<0,05
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Neste estudo ndo se verificou qualquer associacdo entre os diferentes genotipos para a
COMT e o risco para o cancro da mama, P> 0,05, tabela n°21. Esta auséncia de
associacao tambem foi observada por Kocabas et al., num estudo populacional de
grandes dimens@es. Apesar dos resultados ndo terem significado estatistico, verifica-se
que, mesmo assim, na populacdo MCM existe uma maior frequéncia do gendtipo LL do

que na populacdo MS.

A distribuicdo por frequéncias dos alelos H e L dos genétipos para COMT Val***Met é
diferente entre as duas populacgdes estudadas, pois verifica-se que na populacdo MS o
alelo L esta menos presente, enquanto o alelo H estad mais presente, como se pode ver na
tabela n°22.

Tabela n°22: Distribuicao por frequéncias dos alelos H e L dos genétipos para COMT

Val**®Met.
Mulheres saudaveis Mulheres com cancro da mama
Alelos (n=30) (n=32)
n % n %
H 26 43,33 26 40,62
L 34 56,67 38 59,38

A andlise do equilibrio de Hardy —Weinberg indicou que existe um desequilibrio entre
as populagfes estudadas, uma vez que na populacdo MS, P ¢ igual a 0,0314 para a
diferenca de geracdes, enquanto que na populacdo MCM, P para a diferenca de geragoes
é igual a 0,2851. O desequilibrio verificado na populacdo MS pode indicar que esta
populacdo ndo é representativa da populacdo geral. Num estudo efectuado por Lavigne
et al., a frequéncia do genétipo LL para COMT era de 25% para as mulheres
Caucasianas, neste estudo verifica-se uma frequéncia de 30%, ligeiramente superior. Na
tabela n°23, encontra-se a distribuicdo por genétipo para COMT Val**®Met na geragéo

inicial e geracdo seguinte, na populacdo MS versus populacdo MCM.

-53-




Apresentacdo e Discussdo dos Resultados

Tabela n°23: Distribuicdo por genétipo para COMT Val™*®Met nas mulheres da populagéo
MS e MCM, na geracao inicial e geracao seguinte.

Mulheres saudaveis

Mulheres com cancro da mama

LL HL HH LL HL HH
(n=9) (n=16) (n=5) (n=13) (n=12) (n=7)
Geracao
o 1 6 4 6 4 5
inicial
Geracéo
) 8 10 1 7 8 2
seguinte

Na popula¢do Caucasiana estima-se que a frequéncia do alelo L varia entre 0s 49% e 0s

63%, sendo significativamente mais alta que a frequéncia verificada para as populagoes

asiaticas, 24% a 33%. Assim no mundo inteiro as frequéncias do alelo L e do genotipo

LL variam consoante o grupo étnico.

No nosso estudo, toda a populacdo estudada tem maior frequéncia do genétipo LL do

que o que seria de esperar para uma populacdo Caucasiana, 0 que pode ser uma

caracteristica da populacédo da Beira Interior.
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4.4. Distribuicdo por frequéncias dos genétipos para CYP1B1 Val**Leu versus
idade

Foi efectuada uma categorizacgdo da idade em dois grupos: o primeiro inclui as mulheres
das populagdes MS e MCM com idade inferior a 50 anos e o segundo inclui as mulheres
das populacbes MS e MCM com idade igual ou superior a 50 anos. Inicialmente,
também se efectuou a analise estatistica considerando o grupo de mulheres pré-
menopausicas e pos-menopausicas (resultados ndo mostrados) e como os resultados
obtidos foram coincidentes com a analise efectuada por idades, podemos considerar

abaixo dos 50 anos pré-menopausa e acima dos 50 anos pés-menopausa.

Tabela n°24: Populacéo saudavel vs Populacdo de mulheres com cancro da mama:
distribuic&o por frequéncias dos genétipos para CYP1B1 Val**Leu para idade inferior a

50 anos.
Mulheres Mulheres com
. saudaveis cancro da .
Genotipo Odds Ratio IC 95% P
(n=30) mama (n=29)
<50 Anos
LL 3,33% 17,24% 0,1222 0,0126 —1,1881 0,0728
3,0704 —
VL 56,67% 17,24% 18,7000 0,0004*
113,8904
vV 3,33% 20,69% 0,0926 0,0097 -0,8818 | 0,0318*

* Significativo para P<0,05

No grupo de mulheres com idade inferior a 50 anos existem diferencas estatisticamente
significativas na distribuicdo por frequéncias dos gendtipos para CYP1B1 Val**Leu
entre as duas populagdes. O aumento do gendtipo heterozigotico descrito no ponto 4.1 é
evidenciado no grupo de mulheres pré-menopausicas. A presenca do gendtipo
heterozigético VL para CYP1B1 na populacdo MS com idade inferior a 50 anos parece
conferir um risco 18 vezes menor para o cancro da mama (OR=18,7000; IC 95% 3,0704
— 113,8904), tabela n°24. Também se verifica um aumento do risco para o cancro da
mama nas mulheres pré-menopausicas com genétipo VV da populagio MCM
(OR=0,0926; IC 95% 0,0097-0,8818). No gréafico n°l, encontra-se representada a
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distribuicdo por frequéncias dos genétipos para CYP1B1 Val**’Leu nas mulheres com

menos de 50 anos das duas populacdes estudadas.

60 n=17

50

40

@ MS (<50 anos)

30 m MCM (<50 anos)
n=6

20 1 n=5 n=>

Frequéncia (%)

10
n=1 n=1

LL VL \AY
Genatipo

Graéfico n°1: Distribuicao por frequéncias dos gendtipos para CYP1B1 Val**Leu na
populacdo de mulheres saudaveis vs populacdo de mulheres com cancro da mama com
idade inferior a 50 anos.

Segundo Paracchini et al., o risco para o cancro da mama parece ser maior para a classe
de idades entre os 45 anos e 0s 59 anos, enquanto que para mulheres muito jovens ou
muito velhas é mais baixo. Uma possivel explicacdo para este facto pode envolver a
alteracdo dos niveis de estrogénios e, portanto, as alteracdes no metabolismo dos
estrogénios que ocorrem préximo da menopausa. A actividade da CYP1B1 é diferente
consoante, se trate de mulheres pré-menopausicas ou pés-menopausicas, uma vez que

0s niveis de estrogénios em circulacdo e nos tecidos diferem nestas mulheres.
A distribuicdo por frequéncias dos genétipos para CYP1B1 Val**Leu na populagdo de

mulheres saudaveis e populacdo de mulheres com cancro da mama com idade superior a

50 anos encontra-se na tabela n°25.
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Tabela n°25: Populacéo saudavel vs Populacdo de mulheres com cancro da mama:
distribuicgo por frequéncias dos genétipos para CYP1B1 Val**Leu para idade superior a

50 anos.
Mulheres Mulheres com
saudaveis cancro da )
Genotipo Odds Ratio IC 95% P
(n=30) mama (n=29)
>50 Anos
LL 6,67% 13,79% 0,5000 0,0724 - 3,4536 0,4780
VL 30,0% 27,59% 2,8125 0,4222 - 18,7350 0,2761
vV 0% 3,49% -- -- 0,5417

Neste caso, para idades iguais ou superiores a 50 anos ndo se verificam diferencas
estatisticamente significativas entre a populacdo MS e populagdo MCM, considerando
todos os genotipos. No grafico n°2, esta representada a distribuicdo por frequéncias para

CYP1B1 Val**?Leu para as duas populacdes com idade acima dos 50 anos.
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Graéfico n°2: Distribuicao por frequéncias dos gendtipos para CYP1B1 Val**Leu na
populacédo de mulheres saudaveis vs populacdo de mulheres com cancro da mama com
idade superior a 50 anos.

Zheng et al., observou uma associacéo entre o genétipo LL para CYP1B1 e o aumento
do risco para a doenca em mulheres chinesas pos-menopausicas, este resultado nédo €

verificado no nosso estudo. O estudo efectuado por Le Marchand et al., demonstrou ndo
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haver associacdo entre 0 genotipo VV e 0 risco para a doenga numa amostra de
mulheres pds-menopausicas. No nosso estudo ao contrario deste autor, a associacdo
entre o0 genotipo VV e o risco de cancro da mama parece significativo para as mulheres
pré-menopausicas, alias as diferencas de distribuicdo por frequéncia dos gendtipos para
CYP1B1 Val***Leu parecem no geral ter significado estatistico apenas para as mulheres

pré-menopausicas, grafico n°3.

Frequéncias (%)

LL

E MS (<50 anos)
0 MCM (<50 anos)
B MS (>50 anos)
O MCM (>50 anos)

VL

Genotipo vV

Gréfico n°3: Distribuicdo por frequéncias dos gendtipos para CYP1B1 Val**Leu na
populacdo de mulheres saudaveis vs populacao de mulheres com cancro da mama.
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4.5. Distribuicdo por frequéncias dos gendtipos para MTHFR Ala?*Val versus
idade

A anéalise da distribuicdo por frequéncias dos genétipos para MTHFR Ala**Val na
populacdo de mulheres MS e populacdo de mulheres MCM com idades inferiores a 50
anos esta representada no grafico n°4. Nao existe diferenca estatisticamente significativa

entre as duas populacdes, MS e MCM.
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Graéfico n°4: Distribuicdo por frequéncias dos genétipos para MTHFR Ala***Val na
populacdo de mulheres saudaveis vs populacao de mulheres com cancro da mama para
idade inferior a 50 anos.

A distribuicdo por frequéncias dos gendtipos para MTHFR Ala®**Val na populagdo de
mulheres MS e MCM com idades superiores a 50 anos esta representada no grafico n°5.
Também neste caso, ndo se verifica nenhuma diferenca estatisticamente significativa

entre as duas populagdes.

Ao contrario do nosso estudo, um trabalho realizado por Semenza et al., demonstrou
que os genotipos da MTHFR néo diferiam nas mulheres em pds-menopausa com cancro
da mama, no entanto, para um subgrupo de mulheres em pré-menopausa encontrou

associacao entre o genotipo TT e o risco de cancro da mama.
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Grafico n°5: Distribuicéo por frequéncias dos genétipos para MTHFR Ala**Val na
populacdo de mulheres saudaveis vs populacdo de mulheres com cancro da mama para
idade superior a 50 anos.

Contudo para outros autores as mulheres pds-menopausicas, portadoras do genétipo TT
sdo candidatas a utilizacao da terapia hormonal de substitui¢do. O trabalho desenvolvido
por Le Marchand et al., mostrou uma associagdo inversa entre o gendétipo TT e o cancro
da mama em mulheres pds-menopausicas com uma terapéutica de THS. Uma vez que 0s
resultados dos estudos clinicos séo tdo divergentes permanece ainda por esclarecer se
existe ou ndo uma associacdo entre os efeitos dos estrogénios e o folato no cancro da

mama.
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4.6. Distribuicdo por frequéncias dos genétipos para COMT Val**Met versus
idade

A distribuicdo por frequéncias dos genétipos para COMT Val***Met na populacio de
mulheres MS e populacdo de mulheres MCM com idades inferiores a 50 anos esta
representada no grafico n°6.

O estudo efectuado por Thompson et al., indicou que o alelo L estava associado a um
aumento do risco para o cancro da mama nas mulheres pré-menopausicas, pelo
contrario no nosso estudo parece ndo haver associa¢do entre o genétipo LL e o risco de
doenca nas mulheres pré-menopdusicas, pois ndo se verifica nenhuma diferenca

estatisticamente significativa entre as duas populagdes.
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Gréfico n°6: Distribuicdo por frequéncias dos genétipos para COMT Val***Met na
populacdo de mulheres saudaveis vs populacdo de mulheres com cancro da mama para
idade inferior a 50 anos.

A distribuicdo por frequéncias dos genétipos para COMT Val***Met na populacio de
mulheres MS e MCM com idade superior a 50 anos esta representada no grafico n°7.
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Gréfico n°7: Distribuicdo por frequéncias dos gendtipos para COMT Val**®*Met na
populacdo de mulheres saudaveis vs populacdo de mulheres com cancro da mama para
idade superior a 50 anos.

Verifica-se que na populacdo MS ha uma diminuigdo do gendtipo LL e um aumento do
gendtipo HH nas mulheres pds-menopausicas. Em relagdo as mulheres da populagéo
MCM observa-se um menor numero de mulheres com genoétipo heterozigético (HL) e
um maior nimero de mulheres com gen6tipo homozigético HH, o que em termos de
metabolismo de estrogénios se traduz numa degradacdo mais eficiente do catecol

estrogénio que é sintetizado pela enzima CYP1B1, nomeadamente o 4-hidroxiestradiol.

O estudo realizado por Huang et al., revelou uma associa¢do positiva nas mulheres
Tailandesas em pds-menopausa portadoras do gendétipo LL e o risco de cancro da mama.
Modugno et al., também observou um aumento do risco associado ao gendtipo LL nas
mulheres com idade superior a 50 anos, contudo, o autor ndo obteve resultados
estatisticamente significativos. No nosso estudo também verificamos uma associacao

entre o gendtipo LL e o risco de cancro da mama nas mulheres p6s-menopausicas.
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4.7 Distribuicdo por frequéncias dos genétipos para CYP1B1 Val*?Leu, MTHFR
Ala?*Val e COMT Val**®*Met versus histéria familiar na populacdo de mulheres

com cancro da mama

A histéria familiar foi definida pela presenca de casos de cancro da mama e/ ou do
ovario nos familiares directos. Na populacdo MS nenhuma mulher tem histéria familiar

de doenca.
A anélise dos resultados ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas entre as

mulheres da populagdo MCM com histéria familiar e as mulheres da mesma populacéo

sem historia familiar, para todos os genes estudados.
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4.8 Distribuicdo por frequéncias para CYP1B1 Val**?Leu, MTHFR Ala*®Val e
COMT Val**Met

Nos ultimos anos, os trabalhos cientificos realizados tém procurado identificar factores
de risco para o cancro da mama. Os polimorfismos genéticos que afectam a expressdo
ou a actividade de produtos de genes envolvidos no metabolismo dos estrogénios

podem constituir um factor de risco para a doenca.

Na combinacdo do gendtipo VL para CYP1B1 e LL para COMT, verificou-se que
existe diferenca estatisticamente significativa entre a populacdo MS e a populagédo
MCM, tabela n°26.

Tabela n°26: Populacéo saudavel vs Populacao de mulheres com cancro da mama.
Distribuicdo por frequéncias dos genétipos VL para CYP1B1 Val**’Leu e LL para COMT

Val*®*Met.
. MS MCM Odds
Genotipo ] I1C 95% P
(n=30) (n=32) Ratio
CYP1B1 VL
26,67% 6,25% 5,4545 1,0536 — 28,2390 0,0400*
vs COMT LL

* Significativo para P<0,05

Os resultados estatisticos da tabela n°26 foram obtidos pelo teste exacto de Fisher.
Verifica-se que a combinacao destes dois gendtipos indica que a populacdo MS parece
ter um risco cerda de 5 vezes menor para o cancro da mama do que a populacdo MCM
(OR=5,4545; IC 95%: 1,0536 - 28,2390). No grafico n°8, esta representada a
distribuicdo por frequéncias para o genotipo VL para CYP1B1 versus o genotipo LL

para COMT, para as duas populagdes em estudo.
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Gréfico n°8: Distribuicao por frequéncias dos gendtipos VL para CYP1B1 Val**Leue LL
para COMT Val'*®*Met na populacio de mulheres saudaveis vs populacdo de mulheres
com cancro da mama.

As enzimas CYP1B1 e COMT tém uma interaccao funcional bem estabelecida, ou seja,
a CYP1B1 é responsavel pela sintese de 4-hidroxiestradiol, enquanto, a COMT
metaboliza esse produto em 4-metoxiestradiol, diminuindo assim o seu potencial
carcinogénico. Por esta razdo torna-se essencial avaliar o efeito combinado destas duas
enzimas. Os resultados deste estudo parecem indicar que os genotipos VL para CYP1B1
e LL para COMT estdo associados a um menor risco de doenca, e ja no ponto 4.1
tinhamos observado que as mulheres portadoras do gendtipo heterozigético para

CYP1B1 Val**2Leu parecem ter menor risco para o cancro da mama.
Na tabela n°® 27, encontram-se os resultados do genétipo VL para CYP1B1 versus HL

para COMT para a populacdo MS e MCM. Observam-se diferencas estatisticamente

significativas entre as duas populacdes.
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Tabela n°27: Populacéo saudavel vs Populacdo de mulheres com cancro da mama.
Distribuicdo por frequéncias dos genétipos VL para CYP1B1 Val**’Leu e HL para COMT

Val**Met.
) MS MCM Odds
Gendtipo ) IC 95% P
(n=30) (n=32) Ratio
CYP1B1 VL
46,67% 21,88% 3,1250 1,0370 — 4,4175 0,0393*
vs COMT HL

* Significativo para P<0,05

Na populacdo MS, 46,67% das mulheres séo portadoras do genétipo VL para CYP1B1
e HL para COMT para apenas 21,88% de mulheres na populacdo MCM. A presenca
destes dois gendtipos parece conferir um risco cerca de 3 vezes menor para 0 cancro da
mama as mulheres da popula¢do MS (OR= 3,1250; IC 95 %: 1,0370 — 4,4175).

No gréafico n°9, esta representada a distribui¢do por frequéncias dos genotipos VL para

CYP1BL1 versus o gendtipo HL para COMT nas duas popula¢fes estudadas.
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Grafico n°9: Distribuicéo por frequéncias dos genétipos VL para CYP1B1 Val**Leu e HL
para COMT Val'*®*Met na populacéo de mulheres saudaveis vs populacdo de mulheres
com cancro da mama.

A auséncia do gendtipo heterozigotico nas mulheres da populacio MCM parece

constituir um factor de risco. O genotipo heterozigético, tanto para a CYP1B1 como
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para a COMT confere as enzimas uma actividade intermédia, pelo que a sintese de 4-
hidroxiestradiol pela CYP1B1 e a metilacdo deste pela COMT provavelmente,
encontra-se em equilibrio, no que diz respeito aos efeitos dos produtos do metabolismo

dos estrogénios.

Na tabela n° 28, estdo os resultados do gendtipo VL para CYP1B1 versus o genétipo CT
para MTHFR na populacdo saudavel e popula¢do com cancro da mama. Verifica-se que
existe diferenca estatisticamente significativa entre as duas populacdes e o valor de OR
parece indicar que a populagdo MS tem um risco 7 vezes menor para o cancro da mama
do que a populagdo MCM, para esta combinacdo de genotipos (OR= 7,0000; IC 95%:
1,9683 — 24,8951).

Tabela n°28: Populacéo saudavel vs Populacdo de mulheres com cancro da mama.
Distribuico por frequéncias dos genétipos VL para CYP1B1 Val***Leu e CT para

MTHFR Ala**Val.
_ MS MCM Odds
Gendtipo ) IC 95% P
(n=30) (n=32) Ratio
CYP1B1 VL
50,00% 12,50% 7,0000 1,9683 — 24,8951 0,0014*
vs MTHFR CT

* Significativo para P<0,05

Na combinacdo do gendtipo VL para CYP1B1 em simultdneo com o gendtipo CT para
MTHFR observou-se que 50 % de mulheres na populacdo MS eram portadoras destes
gendtipos, contra apenas 12,50% de mulheres na populacdo MCM. Este facto parece
indicar que os gendtipos heterozigdticos para CYP1B1 e MTHFR estdo associados a um
menor risco de doenca. No grafico n°10, pode ser observado a distribuicdo por
frequéncias dos genotipos VL para CYP1B1 versus CT para MTHFR nas populacdes
MS e MCM.
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Gréfico n°10: Distribuicdo por frequéncias dos genétipos VL para CYP1B1 Val**Leu e
CT para MTHFR Ala?*Val na populagio de mulheres saudaveis vs populagéo de
mulheres com cancro da mama.

No nosso estudo verifica-se, no geral, que os gendétipos heterozigéticos para CYP1B1
Val**Leu, MTHFR Ala**Val e para COMT Val'*®Met estdo associados a um menor

risco de doenca.
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4.9 Distribuicdo por frequéncias para CYP1B1 Val**?Leu, MTHFR Ala*®Val e
COMT Val**®Met versus idade

Na tabela n° 29, encontram-se os resultados para a combinacdo dos gendétipos VL para
CYP1B1 versus CT para MTHFR para a populacdo MS e MCM com idade inferior a 50

anos.

Tabela n°29: Populacéo saudavel vs Populacao de mulheres com cancro da mama.
Distribuicso por frequéncias dos gendtipos VL para CYP1B1 Val**Leu e CT para
MTHFR Ala**Val para idade inferior a 50 anos.

Mulheres | Mulheres com
L. saudaveis cancro da Odds
Genaotipo ) IC 95% P
(n=30) mama (n=32) Ratio
<50 Anos
CYP1B1 VL vs
30,00% 3,13% 14,4000 | 1,5767 —131,5166 | 0,0084*
MTHFR CT

* Significativo para P<0,05

No ponto 4.8 (tabela n°28), na combinacdo do gendtipo VL para CYP1B1
simultaneamente com o gendétipo CT para MTHFR observou-se que 50 % das mulheres
da populacdo MS apresentava esta combinacdo, contra apenas 12,50% de mulheres na
populacdo MCM. Assim, verifica-se que dos 50% de mulheres da populacdo MS que
sdo portadoras destes dois genotipos, 30% tem menos de 50 anos, contra apenas 3,13%,
num total de 12,50%, de mulheres da populacdo MCM. A presenca desta combinagéo
de genoOtipos € estatisticamente significativa para as mulheres pré-menopausicas.
Podemos entdo considerar, que nas mulheres em pré-menopausa, a actividade destas
enzimas parece ter um papel mais importante, pois existe maior sintese e concentracéo
de estrogénios no ambiente celular, e portanto, existe maior possibilidade para a
ocorréncia de toxicidade induzida pelos estrogénios e pelos seus metabolitos. No
grafico n°11, pode ser observado a distribui¢do por frequéncias dos gendtipos VL para
CYP1B1 e CT para MTHFR, na populacdo MS e MCM com idade inferior a 50 anos.
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Gréfico n°11: Distribuicdo por frequéncias dos genétipos VL para CYP1B1 Val**Leu e
CT para MTHFR Ala**Val na populagio de mulheres saudaveis vs populagéo de
mulheres com cancro da mama com idade inferior a 50 anos.

Os resultados para a combinacéo do genoétipo CT para MTHFR com o genotipo HL para

COMT para a populacdo MS e MCM, com idade acima dos 50 anos encontram-se na

tabela n°30. Estes resultados estatisticos foram obtidos pelo teste exacto de Fisher.

Tabela n°30: Populacéo saudavel vs Populacdo de mulheres com cancro da mama.
Distribuicéo por frequéncias dos genétipos CT para MTHFR Ala?*Val e HL para COMT
Val**®*Met para idade superior a 50 anos.

Mulheres Mulheres com
L. saudaveis cancro da Odds
Genotipo ) IC 95% P
(n=30) mama (n=32) | Ratio
>50 Anos
MTHFR CT
16,67% 3,13% 11,6667 | 1,1122 —122,3807 | 0,0204*
vs COMT HL

* Significativo para P<0,05

Observa-se que na populacdo MS com mais de 50 anos, 16,67% das mulheres sdo

portadoras destes dois genotipos, para apenas 3,13% de mulheres na populagdo MCM,

grafico n°12.
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Gréfico n°12: Distribuicdo por frequéncias dos genétipos CT para MTHFR Ala**Val e
HL para COMT Val"*®Met na populagio de mulheres saudaveis vs populacdo de mulheres
com cancro da mama com idade superior a 50 anos.

Uma diminuicdo na actividade da enzima MTHFR associada ao gendétipo TT resulta
numa diminuicdo de 5-metiltetrahidrofolato, necessario para a conversdo de S-
adenosilmetionina (SAM). O SAM é o dador de grupos metilos para as reac¢des de

metilagdo do catecol estrogénio catalizada pela COMT.

Neste estudo, os gendtipos heterozigéticos CT para MTHFR e HL para COMT parecem
conferir um risco para a doenca cerca de 12 vezes menor (OR=11,6667; IC 95%
1,1122-122,3807), as mulheres da populacdo MS com mais de 50 anos, tabela n°30.
Assim, verifica-se que a presenca de genotipo heterozigético para MTHFR e para

COMT parece estar associada a um risco menor de cancro da mama.
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4.10 Distribuicdo por frequéncias para CYP1B1 Val*?Leu, MTHFR Ala**Val e
COMT Val**®Met, simultaneamente

Na combinagdo dos genétipos para CYP1B1 Val**’Leu, MTHFR Ala***Val e COMT

Val™® Met, simultaneamente, verificou-se que existem diferencas estatisticamente

significativas entre a populacdo MS e a populacdo MCM, tabela n°31.

Tabela n°31: Populacéo saudavel vs Populacdo de mulheres com cancro da mama.
Distribuico por frequéncias dos genétipos VL para CYP1B1 Val**?Leu, CT para MTHFR
Ala’*Val e HL para COMT Val**® Met.

) MS MCM Odds
Gendtipo ) IC 95% P
(n=30) (n=32) Ratio
CYP1B1 VL
vs MTHFR CT | 26,67% 3,13% 11,2727 1,3138 - 96,7224 0,0113*
vs COMT HL

* Significativo para P<0,05

Verificou-se que 26,67% das mulheres da populacdo MS apresentava genotipo

heterozigotico para todos o0s genes, enquanto apenas 3,13% das mulheres da populacéo

MCM eram portadoras desta combinacéo de gendtipos, gréfico n°13.

Frequéncia
(%)

30
251
20+
15
10

5.

0-

CYP1B1 VL vs MTHFR CT vs COMT HL

Genétipo

o MS
= MCM

Graéfico n°13: Distribuicdo por frequéncias dos genétipos VL para CYP1B1 Val**’Leu, CT
para MTHFR Ala**Val e HL para COMT Val*® Met na populag&o de mulheres saudaveis
vs populagdo de mulheres com cancro da mama.
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Observa-se que as mulheres portadoras dos gendtipos heterozigoticos parecem ter um
risco cerca de 11 vezes menor para o cancro da mama (OR=11,2727; IC 95% 1,3138 -
96,7224). Pode-se entdo considerar que as mulheres com gendtipos heterozigoticos
parecem estar mais protegidas para a doenca, que aquelas que tém genotipos

homozigéticos.

Foi ja referido ao longo deste capitulo que os genes da CYP1B1, da MTHFR e da
COMT codificam enzimas que tém intervencdo no metabolismo do estrogénios de uma
forma directa ou indirecta, e que estabelecem entre elas uma ligagdo funcional. Mais
directamente, a CYP1B1 e a COMT fazem, respectivamente, a sintese e degradacao de
catecol estrogénio, nomeadamente o 4-hidroxiestradiol, produto com propriedades
carcinogénicas e que pode ser téxico para as células. Indirectamente, a MTHFR
converte o folato intracelular em 5-metiltetrahidrofolato, sendo este um produto
necessario para a conversao de SAM, que por sua vez € necessario para as reacgoes de
metilacdo da COMT.

Verificamos, que em 7 mulheres da populagdo MCM o diagnéstico de cancro da mama
foi efectuado ha mais de cinco anos, pelo que estas mulheres ja ultrapassaram a taxa de
sobrevida de cinco anos, importante no tratamento de todas as neoplasias. Observamos
que estas mulheres na sua maioria tinham gendtipos heterozigéticos para a CYP1B1,
MTHFR e para a COMT, o que evidencia os resultados do nosso estudo, 0s quais
parecem indicar que as mulheres portadoras dos gendtipos VL para CYP1B1, CT para

MTHFR e HL para COMT tém menor risco para o cancro da mama.
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4.11 Distribuicdo por frequéncias para as mutagdes 185delAG, 5382insC no gene
BRCAL e 6174delT no gene BRCA2

As mutagdes no gene BRCAL1 estéo ligadas a 60% — 80% dos casos de cancro da mama
hereditario. No caso do BRCA2, a mutacdo estd ligada a uma menor percentagem de
cancros da mama. As mutacfes encontradas nestes genes estdo associadas a uma
antecipacdo do risco de cancro da mama, ou seja, as mulheres portadoras de mutacgdes
nestes dois genes podem desenvolver a doenca em idade mais jovem. A maioria dos
casos de cancro da mama nao tem origem hereditaria, contudo, nas mulheres em que
existe um antecedente familiar o rastreio da doenga numa idade mais jovem pode ser

importante.

Neste estudo, ndo se verificou a presenca das mutagoes 185delAG, 5382insC no gene
BRCAL e 6174delT no gene BRCA2, tanto na populacdo de mulheres saudaveis como
na populacdo de mulheres com cancro da mama. Apenas temos um caso em que 0
resultado do PCR-RFLP para a mutacdo 5382insC no gene BRCAL é duvidoso,
aguardamos o resultado da sequenciacdo directa do ADN.
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5 Conclusoes e Perspectivas Futuras
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Conclui-se que:

Este estudo demonstra que as mulheres portadoras de genoétipos heterozigéticos para
CYP1B1 Val**?Leu, MTHFR Ala?®*Val e COMT Val**®Met parecem ter um risco
menor para o cancro da mama. Esta diminuicdo do risco estd em maior evidéncia nas

mulheres pré-menopausicas.

As mulheres com genétipo VV para CYP1B1 Val***Leu apresentam um risco associado
ao cancro da mama aumentado. Este aumento do risco esta acentuado para as mulheres

abaixo dos 50 anos.

Existe um desequilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo COMT Val**®Met na

populacdo de mulheres da Beira Interior estudadas.

Perspectivas futuras

Dado que os polimorfismos nos genes estudados podem ser um factor de risco para o
cancro da mama, em trabalhos futuros deve-se considerar o alargamento da amostra

populacional para que esta represente melhor a populagéo geral.

A inclusdo de mais dados relativos a doenca, como o tipo histolégico, grau de
metastizacdo nos nddulos axilares e o envolvimento bilateral, bem como as
caracteristicas e habitos das mulheres, como o indice de massa corporal, 0 uso de
contracepgdo, entre outros, pode dar mais informagdo e estimar melhor o risco de

doenca para cada mulher.
O conhecimento dos gendtipos associados a estes polimorfismos pode ajudar, nos

préximos anos, a redefinir estratégias de prevencdo e terapéuticas adequadas a cada

individuo.
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Anexos

Tabela n°32: Local de corte das enzimas de restri¢cdo usadas para digestdo dos fragmentos
de ADN amplificados.
Enzima de restricéo Local de corte
5S.GVANTC...3
Hinfl
3J..CTNAGA...%
5. CTGAAG(N);V...3
Eco571
3J.GACTTC(N)un...5
5S..CACVGTG..¥
BbrPI
3.GTGaACAC...%
5.CATGV...3
Nlalll
3J.MANGTAC...%
5..CYTNAG...3
Ddel
3J..GANT2C...5
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