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Idade, sexo, perfil alimentar e perfil de genes relacionados a interacdo com o
meio ambiente sdo reconhecidos fatores de predisposicdo ao cincer. Assim, a dieta é
considerada um fator importante em 20 a 50% de todos os casos de cancer, atuando ao lado
de outros fatores como idade, predisposicdo genética, hdbitos de vida, tabagismo,
sedentarismo e agressores ambientais. Os genes da familia da Glutationa S- Transferase
constituem um dos mais primitivos mecanismos de defesa de todos os seres vivos contra as
agressOes ambientais, mas pouco se sabe acerca de sua interagdo com outros fatores de
risco. O objetivo deste estudo foi correlacionar os polimorfismos dos genes GSTMI,
GSTT1 e GSTP1, em pacientes com cancer de tiredide, ovario e prostata, com os hébitos
alimentares da populacdo de Campinas. A elevada miscigenagdo da populagdo brasileira
prové um modelo unico para este tipo de estudo ja que diminui o viés da etnicidade na
distribuicdo de polimorfismos populacionais.

Foram genotipados 883 individuos - controle e 395 pacientes com cancer de tiredide,
prostata e ovario para GSTM1, GSTT1 e GSTP1. Os pacientes foram submetidos a um
questiondrio de avaliacio de seus habitos alimentares, exercicio fisico, fumo e condi¢des de
satde.

A avaliacdo do perfil alimentar mostrou que ambos os grupos, de pacientes e de controles,
possuiam alimentagdo rica em gorduras e acucares, com contetido insuficiente de fibras,
frutas e vegetais. Ambos os grupos apresentavam insuficiente atividade fisica, mas nao
houve diferenga entre pacientes e controles em relagdo ao perfil alimentar ou ao exercicio
fisico. Ja o habito de fumar era mais freqiiente entre pacientes com cancer (30.89%) do que
nos controles (23.99% - X2; p<0.027). Os polimorfismos de GSTPI foram relacionados a
cancer no sexo masculino (p<0.001). Homens que apresentavam o polimorfismo do gene
GSTP1 apresentavam 2.58 vezes maior risco para desenvolver neoplasias do que a
populacdo - controle (OR=2.58; 95% CI: 1.63-4.06). A andlise de regressdo logistica
multivariada demonstra que a combinagdo da heranca de GSTM1 e GSTTI nulos aumenta
em 88% as chances de desenvolver cancer em homens acima de 45 anos (p=0.035;
OR=1.88; 95% CI:1.05-3.39).

Em conclusdo, este estudo sugere que o perfil alimentar altera o risco para cancer e o perfil
de GST modifica o risco individual para aparecimento do cancer e estd relacionado com

idade e sexo.
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Background: Glutathione-S-Transferase gene family has an important role in the
biotransformation and detoxification of different xenobiotics and endogenous compounds.
The high admixture of the Brazilian population may represent a unique model in which the
types and frequency of genetic polymorphisms of GST enzymes are less influenced by

ethnicity.

Objective: In order to evaluate the influence of GST profile in different age and gender
groups regarding the risk to develop cancer, we studied GSTTI1, GSTMI1, GSTP1 in
1278 Brazilian individuals comparing 395 individuals with confirmed diagnosis of ovarian,
prostate or thyroid cancer to 883 cancer-free control subjects. We used a polymerase chain

reaction-based assay for genotyping.

Results: GSTP1 polymorphism was related to cincer in males (p<0.001). Indeed,
men that presented a polymorphic GSTPI gene were 2.58 times more susceptible to
develop malignancies (OR=2.58; 95% CI: 1.63-4.06). Multivariate analysis of GSTT1 and
GSTM1 in the stratified groups demonstrated that GSTT1 and GSTM1 combined null
inheritance in men over 45 years old increased by 88% their chance to develop a

malignancy (p=0.035; OR=1.88; 95% CI:1.05-3.39).

Conclusions: Our data support previous case-control studies suggesting that

GST genotypes and nutrition modify individual risk of environmentally-induced cancers.
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1.1- Cancer e sua incidéncia no Brasil

Todos os dias, milhdes de células se dividem no organismo adulto normal.
A cada divisdo celular, estamos expostos a sofrer o efeito dos inimeros carcindgenos
ambientais. Isso ocorre porque a célula necessita romper uma série de barreiras fisioldgicas

para se tornar cancerigena (Ward , 2002).

Anormalidades tanto nos genes estimuladores de divisdo celular, chamados de
oncogenes, como nos protetores ou bloqueadores do ciclo celular, chamados de genes
supressores tumorais, podem conferir a uma célula vantagens de crescimento e

desenvolvimento sobre as células normais (Ward , 2002).

Cada uma das proteinas envolvidas no ciclo celular é codificada por um gene.
Mutagdes nesses genes podem levar a desregulacdo do ciclo celular (Ward, 2002).
No entanto, um unico gene alterado geralmente ndo é capaz de conferir um fenétipo
tumoral. Sdo necessdrios varios danos genéticos que se adicionam e sobrepdem até levar a
célula danificada a tornar-se independente dos controles de ciclo celular e capaz de escapar

dos vérios mecanismos de controle que detectam e reparam ou eliminam células

danificadas, impedindo- as de passar para as células filhas esses tais danos (Ward, 2002).

Possuimos uma série de mecanismos de detec¢do e defesa contra estes danos a
nivel celular (Weinberg, 1989). Substancias nocivas sdo prontamente eliminadas de nosso
trato gastro-intestinal ou, quando atingem a corrente sanguinea, por uma série de sistemas
de defesa enzimdticos. Se, no entanto, estas substancias chegarem a nivel celular, ainda
dispomos de uma extensa e ativa rede de genes é capaz de detectar minimas anormalidades,
como mutagcdes em uma Uunica base na seqiiéncia de DNA, corrigi-las ou,
na impossibilidade de tal correcdo, impedir o prosseguimento do ciclo celular
(Ward, 2002). De modo geral, considera-se que as anormalidades genéticas ocorrem,

ou sdo fixadas, durante a replicacio do DNA ou a mitose (O Nell et al, 2000).

O cancer € um dos mais antigos males da humanidade. No Brasil, os dltimos
dados apontam que ocorreram 472.050 casos novos de cincer em 2006'. A distribuicdo dos

casos novos de cancer, segundo a localizacdo priméria, € bem heterogé€nea entre estados e

1www.inca.gov.br (acesso em 10/2006)
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capitais do pais, assim como entre o sexo masculino e feminino, o que fica bem

. . < - . . )
evidenciado ao se observar a representacdo das diferentes taxas brutas de incidéncia”.

As regides Sul e Sudeste, como mostram as tabelas 1 e 2, apresentam as

maiores taxas de incidéncia.

O aumento da incidéncia de cancer em certas regides tem sido relacionado com
a alimentagdo. As taxas de mortalidade por cancer estdo diretamente relacionadas a fatores
ambientais, genéticos e sociais, como os meios de assisténcia a saude.

(Booling, et al, 2006).

2www.inca.gov.br (acesso em 10/2006)
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Tabela 1 e 2- Cancer e sua incidéncia no Brasil

BRASIL

Regiao Estimativa dos Casos Novos
Masculino Feminino Total
Norte 8.360 8.910 17.270
Nordeste 34.290 40.480 74.770
Centro-Oeste 14.240 13.910 28.150
Sul 53.420 48.690 102.110
Sudeste 124.260 125.490 249.750
BRASIL 234.570 237.480 472.050
Localizacao Norte  Nordeste Centro-Oeste Sul Sudeste
Primaria
Mama Feminina 1.110 7.120 2.520 9.540 28.640
Traquéia, Bronquio 990 3.350 1.590 7.230 14.010
e Pulmao
Estomago 1.260 3.680 1.310 4.670 12.280
Prostata 1.680 8.730 3.050 9.200 24.620
Colo do Utero 1.610 4.410 1.430 3.840 7.970
Codlon e Reto 520 2.450 1.320 5.920 15.150
Esofago 220 1.230 550 3.180 5.400
Leucemias 510 1.820 630 1.850 4.740
Cavidade Oral 380 2.170 670 2.520 7.730
Pele Melanoma 140 450 240 1.790 3.140
Outras Localizagoes  4.230 15.560 6.520 27.520 71.020
Subtotal 12.650 50.970 19.830 77260  194.700
Pele ndo Melanoma  4.620 23.800 8.320 24.850 55.050
TOTAL 17.270 74.770 28.150 102.110  249.750

Introdugdo
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1.2- Cancer de Tireoide

A tiredide € uma pequena glandula situada na garganta, abaixo da laringe e é
responsdvel pela produgcdo de dois hormonios: tiroxina (T4) e triiodotironina (T3),

que sdo fundamentais para a manutencdo do equilibrio metabélico do organismo”.

Nodulos de tiredide sdo extremamente comuns. Estima-se que 10% da
populacdo do Brasil venham a desenvolver um ndédulo palpavel durante a vida e vérios
dados indicam que este numero deve ser ainda maior em nosso pais onde, até poucas
décadas atrds, ainda havia extensas dreas carentes de aporte adequado de iodo na
alimentacdo ( Welker e Orlov, 2003; Knobel e Medeiros - Neto, 2004; Tomimori et al,
1995; Furlanetto et al, 2000). Dois grandes estudos populacionais, o de Whickham na
Inglaterra e o de Framinghan nos Estados Unidos, descrevem, respectivamente,
nddulos solitdrios palpdveis em 5,3% das mulheres e 0,8% dos homens, e 6,4% das

mulheres e 1,6% dos homens (Tunbridge et al, 1977; Vander et al, 1954).

z

A maioria dos nddulos tiroidianos € causada por doencas benignas,
como nddulos coldides, cistos e neoplasias foliculares benignas de modo que menos de 5%
dos pacientes sdo portadores de cancer de tiredide (Tan e Gharib , 1977; Hegedus et al,
2003). A neoplasia da tire6ide ndo responde por mais do que 1% de todas as neoplasias
malignas, correspondendo a cerca de 0,5% das neoplasias descritas em homens e

1,5% daquelas que aparecem em mulheres* (Jemal et al, 2004).

Por outro lado, a incidéncia de cancer de tiredide vem aumentando no mundo
todo, de acordo com estatisticas recentes’. Além disso, a prevaléncia do cancer de tiredide
apresenta grande variacdo geografica. No Japao atinge 1.4/100.000 habitantes e no Kuwait
relata - se que acomete 10,5% das mulheres (Burguera e Gharib, 2000;
Schulumberger et al, 2000). Dados brasileiros também mostram esta grande variedade na

incidéncia em diversos estados do pais (Coeli et al, 2005). Sem duvida, parte destes dados

3www.abcéncer.org.br (acesso em 09/2006)

*National Cancer Data www.cdc.gov/cancer/cancerburden/; americam cancer society www.cancer.org/
(acesso em 10/2006)

°National Cancer Data www.cdc.gov/cancer/cancerburden/; americam céncer society www.cAncer.org/
(acesso em 10/2006)
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deve estar relacionada ao melhor acesso ao Sistema Unico de Saude e a melhores meios de

diagnostico, como no estado de Sdo Paulo. No entanto, a grande variedade também em

outros estados de similar nivel socio-econdmico-cultural e similar qualidade de servigos de

atendimento em satdde, como mostram as figuras 1 e 2 abaixo, indica que outros fatores

também devem contribuir para tal divergéncia na incidéncia.
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Figura 1- Taxa de incidéncia de cancer da glandula tiredide (IC 95%), ajustada por idade,

segundo municipio de residéncia - Homens.
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Figura 2- Taxa de incidéncia de cancer da glandula tire6ide (IC 95%), ajustada por idade,

segundo municipio de residéncia - Mulheres.

Dentre os fatores de risco para cancer de tiredide temos: radiacdo ionizante,
predisposicao familiar, ingestdo deficiente de iodo, fatores hormonais e reprodutivos,

fatores étnicos e geograficos, dieta e drogas6.

Nosso laboratério tem demonstrado que o perfil genético para uma série de
enzimas de detoxificacdo também é fator de predisposicdo ao cancer diferenciado da

tiredide (Morari et al, 2002; Granja et al, 2004; Granja et al, 2004; Granja et al, 2005).

1.3- Cancer de Ovario

Os ovdrios fazem parte do 6rgdo reprodutor feminino. Situadas na pélvis,
um do lado esquerdo e o outro do lado direito do utero e desempenham duas principais
fungdes que sdo armazenar os 6vulos, liberando um a cada més, podendo iniciar um
processo de fertilizacdo e a producdo de hormonios sexuais femininos, como o estrogeno e

L. . 7
a progesterona, necessarios para o ciclo menstrual .

®National Cancer Data www.cdc.gov/cancer/cancerburden/; americam céncer society (acesso em 10/2006)
7WWW.abcémcer.org.blr (acesso em 8/2006)
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O cancer de ovdrio apresenta sintomas como dor, pressao abdominal e sensacao
de peso na pélvis, dor lombar, ndusea, distensdo abdominal, prisdo de ventre e flatuléncias,

z . 8
podendo ocorrer também sangramento uterino .

O cancer de ovdrio € o cancer ginecoldgico mais dificil de ser diagnosticado:
cerca de 3/4 dos tumores malignos de ovdrio apresenta-se em estigio avancado no
momento do diagnéstico inicial. E o cancer ginecolégico de maior letalidade, embora seja

.s A , 9
menos freqiiente que o cancer de colo do utero”.

No Brasil, corresponde a cerca de 2 a 3% dos canceres femininos.
Fatores hormonais, ambientais e genéticos estdo relacionados com o seu aparecimento.
Cerca de 90% dos canceres de ovario sdo esporadicos, isto €, ndo apresentam fator de risco
reconhecido. Cerca de 10% dos canceres de ovario apresentam um componente genético ou

familiar. Hist6ria familiar € o fator de risco isolado mais importante.

A presenca de cistos no ovdrio é bastante comum entre as mulheres.
O perigo s6 existe quando eles sao maiores que 10 cm e possuem dreas s6lidas e liquidas.

) o o 10
Nesse caso, quando detectado o cisto, a cirurgia € o tratamento indicado .

Os fatores de risco mais consistentes estdo relacionados com aspectos
reprodutivos tais como paridade, amamentacdo, infertilidade, drogas para o tratamento,
terapia de reposicdo hormonal na menopausa, idade da menarca, menopausa tardia,

ligadura tubdria e histerectomia (Hankinson et al, 1995).

1.4- Cancer de Prostata

A préstata faz parte do sistema reprodutivo masculino. E uma glandula que esta
localizada no interior da pélvis, atrds do pubis e acima do reto, circunda os primeiros

2,5 centimetros do canal que transporta a urina para O meio externo, a uretra.

8www.inca.gov.br (acesso em 8/2006)
9www.inca.gov.br (acesso em 8/2006)
10www.inca.gov.br (acesso em 11/2006)
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E o érgdo responsdvel pela producdo do fluido seminal que nutre, protege e transporta os

ol
espermatozoéides .

O cancer de prostata (CaP) € a primeira neoplasia, exceto pele ndo melanoma,
mais prevalente nos homens brasileiros, segundo estimativas do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) , que prevé a ocorréncia de 47.280 casos novos a cada 100 mil homens'?.

Devido a alta incidéncia e gravidade, o CaP € considerado um problema de saude publica.

Considera-se o CaP um cancer de terceira idade, uma vez que cerca de 34 dos
casos em todo mundo ocorrem a partir dos 65 anos de idade'. Menos de 1% dos casos
acomete individuos com idade inferior a 40 anos. Observa-se a incidéncia acumulada da
doenca em cerca de um em cada sete homens que atingem a oitava e nona décadas de vida
(Parker et al, 1999; Jemal et al, 2003). Acredita-se que, a exemplo de outros tipos de tumor,
fatores genéticos, hereditarios, hormonais, fatores de crescimento, exposicdo ambiental e
comportamento  dietético estejam relacionados ao desenvolvimento do CaP

(Brawley et al, 1996; Mettlin et al, 1997; Gronberg et al, 1997).

Muitos homens portadores de CaP mantém-se assintomdticos € morrem por
outras causas nao relacionadas ao cancer propriamente dito. O nimero estimado de homens
portadores de cancer prostdtico latente, isto €, um tumor que estd presente na glandula,
porém que ndo serd detectado ou diagnosticado na vida do paciente, é maior que os
portadores da doencga clinicamente detectados (Oota et al, 1961; Franks et al, 1964;
Lundberg et al, 1970; Akazaki et al, 1973; Hutchison et al, 1976; Dhom et al, 1979).
N3ao se sabe o porqué de alguns tumores permanecerem clinicamente silenciosos enquanto
outros sdo agressivos. Este fato tem sido atribuido a vérios fatores, entre os quais a idade
avancada no momento do diagnéstico e a um crescimento tumoral lento
(Ruijter et al, 1999). No entanto, acredita-se que outros fatores como raca, culturas, dieta,

hormoénios e particularmente fatores genéticos relacionados a velocidade e diferenciacao

celular, possam estar envolvidos (Franks et al, 1973; Rous et al, 1976).

11www.abcﬁncer.org.br (acesso em 09/2006)
12www.incan.gov.br (acesso em 11/2006)
Bwww.inca.gov.br (acesso em 10/2006)
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Existem diferencas marcantes na incidéncia do CaP e na sua mortalidade em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As diferencas na mortalidade em varios paises do
mundo vém sendo atribuida a fatores genéticos, ambientais e sociais (Hass et al 1997),

além de fatores alimentares (Holmes et al, 2006).

A figura 3 demonstra essa diferenca atribuida as regioes.

Taxas brutas de mortalidade
por 100,000 homens:

Ms.03a13.63

5.51a 8,03
Hae4a 551
O196a 3,64

www.inca.gov.br, acesso em 11/2006

Figure 3- Representacdo espacial das taxas brutas de mortalidade por 100.000 homens,

entre 1995 e 1999.
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1.5- Agentes carcinogenos e sistema de defesa

Cancer € um processo evolutivo causado pela interacdo gene - meio ambiente
(Vineis, 2003). Somos constantemente expostos a uma crescente lista de compostos
quimicos carcinogénicos, virus transformadores de células, exposi¢do a radiacdo UV e a
radiacdo ionizante, entre outros agentes toxicos encontrados no meio ambiente
(Schottenfeld e Beebe, 2005). Além disso, compostos eletrofilicos, radicais livres e uma
série de produtos do nosso proprio metabolismo podem causar danos a nossas células
quando inapropriadamente metabolizados, inadequadamente eliminados ou produzidos em
excesso (Vineis et al, 2004 ; Carbone et al, 2004). Estima-se que as influéncias ambientais
contribuam com mais de 80% dos fatores envolvidos no surgimento do cancer esporadico
(Palli et al, 2000). Acredita-se que seres humanos chegam a consumir 1,5 gramas de
pesticidas naturais por dia, na forma de fendis provenientes de plantas e flavondides de
alimentos, entre outras substiancias toxicas (Ames et al, 1990; Ames e Gold, 1990;
Goldman e Shields, 2003 ; Thilly et al, 2003). Pode-se incluir nas influéncias ambientais
comportamentos sociais como tabagismo, consumo de alimentos e bebidas, poluigdo,

agentes quimicos industriais, entre outros (Palli et al, 2000).

O contato com esses agentes carcinogénicos € provavelmente responsavel por
uma elevada freqiiéncia de mutacdes no DNA (Nielsen et al, 1996; Bodiwala et al, 2003;
Goldman e Shields, 2003 ; Thilly et al, 2003). Individuos expostos a poluentes do ar,
como oficiais de policia, motorista de Onibus, vendedores de rua e residentes em dareas
urbanizadas altamente poluidas tendem a apresentar elevada freqiiéncia de modifica¢des no
DNA (Nielsen et al, 1996). Alteragdes cromossdmicas foram encontradas em tecidos de
mucosa do célon, bexiga, nariz, pulmdo e em mama destes individuos, sugerindo que altos
niveis de anormalidades possam ser preditivos para o aparecimento de cancer (Peluso et al,
1997; Perera et al, 1995; Tan et al, 1995). Canceres como de pulmdo, mama,
prostata e colo tém se tornado mais freqiiente em paises onde existem fatores de risco como
fumo, héabitos alimentares pouco saudaveis, exposi¢do a produtos quimicos, agentes fisicos

carcinogénicos € no proprio meio ambiente (Tan et al, 1995).
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Estudos epidemiol6gicos mostram que o fumo € o principal carcinégeno do
mundo moderno (Trichopoulos et al, 1996). O cigarro causa cancer de pulmao,
de vias aéreos superiores, de esdfago, de bexiga e de pancreas. Provavelmente também esta
implicado no cancer de estdomago, figado, rim, na leucemia mieléide e no cancer de c6lon

(Trichopoulos et al, 1996).

Hébitos alimentares modernos, particularmente a elevada ingestdo de gordura
saturada e a baixa ingestdo de fibras também tém sido fortemente relacionada com o cancer
de célon. A obesidade aumenta o risco de cancer de endométrio e, por razdes ainda pouco
claras, do cancer de c6lon, rim e vesicula. O consumo de dlcool predispde ao cancer do
trato digestivo, respiratério e a cirrose alcodlica podendo levar ao cancer de figado.

(Trichopoulos et al, 1996).

Virias formas de irradiacdo também t€m sido implicadas na génese de diversos
tipos de cancer. Existem evidéncias de que a radiacdo ionizante produz cancer de tiredide e
de que a radiagdo ultravioleta predispde ao cancer de pele e se relaciona de forma clara com
o melanoma maligno (Ward, 2002). Além dos agentes fisicos e quimicos,
agentes bioldgicos tém sido reconhecidos como importantes desencadeadores do processo
de tumorigénese. O papiloma virus tem sido identificado em 18% a 95% dos carcinomas de
colo uterino e embora a infec¢do viral sozinha nao seja suficiente para iniciar o processo de
transformag¢do maligna do epitélio cervical (Kim et al, 1997; Zur et al, 2001).
Numerosas evidéncias indicam que a presenga do virus predispde a alteracdes genéticas

adicionais ( Kim et al, 1997; Zur et al, 2001).

Viérios agentes quimicos altamente suspeitos ou comprovadamente
carcinogénicos para o homem, incluem produtos naturais e subprodutos industriais,
aflatoxina B1, que € wum contaminante comum de cereais € amendoim;
micotoxina produzida pelo Aspergillus flavus; cloreto de vinila, um produto da industria;

benzopireno, um poluente ambiental (Drinkwater e Sugden, 1991).

A probabilidade do desenvolvimento do cincer depende da resposta natural de
cada organismo as diferentes exposi¢Oes a agentes agressores diversos. Os seres humanos

possuem diferente susceptibilidade aos diversos agressores ambientais e também estdao
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relacionados a polimorfismos genéticos que ocorrem na populagdo, em especial nos genes
envolvidos na predisposi¢do especifica para cancer, ativacdo metabdlica ou detoxificacdo
de agentes tOxicos ambientais, controle e reparo de DNA ou dano celular
(Vineis et al, 2003; Lichtenstein et al 2000; Vineis et al 2001; Autrup et al, 2000 ;
Clapper et al, 2000). Assim, uma susceptibilidade maior ou menor ao cancer advém da
inter—relacdo entre os fatores ambientais quimicos, fisicos e bioldgicos de agressdo as
células, chamados de fatores xenobidticos (nome atribuido a agentes quimicos
ndo- nutritivos) e fatores genéticos que cada individuo possui, € que sdo capazes de

neutralizar tais carcinégenos ambientais. (Vineis et al, 2003; Vineis et al, 2001).

O metabolismo de xenobidticos ocorre gracas a acdo de uma série de enzimas
oxidativas que podem ser divididas em fases I e II. As enzimas de fase I inativa os
carcindgenos ou, eventualmente, ativam alguns compostos de maneira a torni-los mais
facilmente identificaveis pelas enzimas de fase II, consideradas principalmente protetoras ja
que detoxificam esses agentes carcindgenos, neutralizando-os ou eliminando-os
(Guengerich et al, 1997). Grande parte dos xenobidticos que entram no corpo,
incluindo agentes quimicos carcindgenos, sdo pouco soliiveis em dgua e ndo podem ser
diretamente eliminados pelos rins, fezes ou respiracdo. Dependem, portanto, da acdo das

enzimas de fase II (Autrup et al, 2000).

A propria longevidade deve estar relacionada com caracteristicas multifatoriais
fortemente dependentes da interacdo entre fatores genéticos e fatores ambientais.
Isto estd bem exemplificado pelo fato de individuos com menor idade geralmente serem os

de menor propensdo a uma série de doengas, incluindo o cancer (Gerdes et al, 2000).

1.6- Sistema Glutationa S- Transferase

Glutationa S- transferase (GSTs) ¢ uma familia de genes importantes na
detoxificagdo de diferentes xenobidticos e compostos endégenos. Codificam enzimas de
fase II envolvidas na biotransformagdo , o qual é caracterizada pela conjugacdo de

compostos insoldveis em dgua ou de substratos lipofilicos. As GSTs catalizam reacdes
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que eliminam uma série de pré—carcindgenos, como os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos presentes na fumaca do cigarro; drogas farmacolédgicas, incluindo paracetamol;
agentes quimioterdpicos e radicais livres gerados durante estress oxidativo (Strange et al,
2001; Strange et al, 1998; Thier et al, 2003). Sua acdo baseia-se na conjugacdo com a
glutationa, além de diminuir a reatividade, aumenta a solubilidade de xenobidticos
hidrofébicos e reduz a meia-vida desses compostos no corpo. Desse modo, o conjugado €
transportado para fora da célula por uma bomba de fluxo de glutationa S- transferase
ATP- dependente e, a seguir, é eliminado pela urina e bile (Hayes et al, 1995). As GSTs
também tem se mostrado inibidoras na acdo do mecanismo da jun kinase, que ¢é um
importante  sinalizador no mecanismo de ativacio de genes citoprotetores

(Adler et al, 1999).

As GSTs sdo bem caracterizadas, por serem polimoérficas e sua freqii€ncia
depende da etnia (Bailey et al, 1998; Roth et al, 2000). Atualmente sdo conhecidas oito
classes de GST: Alpha, Kappa, Mu, Omega, Pi, Sigma, Theta e Zeta ( Stucker et al, 2002;
Oude et al, 2003).

Polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP! sdo bastante estudados por
estarem associados com diferentes tipos de céncer, particularmente causados por cigarro
(Strange e Fryer, 1999), resisténcia a tratamento quimioterdpico e drogas

(Hayes e Pulford, 1995; Lear et al, 1996; Fryer et al, 2000).

Os genes que codificam as isoemzimas do sistema glutationa S-transferase
GSTT1 e GSTM1 possuem uma variante alélica nula na qual o gene inteiro estd ausente e,
portanto, ndo existe producdo da respectiva enzima. Acredita-se que, por ndo possuirem tais
enzimas, individuos com gendtipo nulo tornam-se mais susceptiveis a desenvolverem
cancer. Por outro lado, estes individuos respondem melhor a determinadas drogas
quimioterdpicas (Arai et al, 1999; Hayes e Pulford, 1995; Seidegard et al, 1998;
Pemple et al, 1994).

O gene GSTM1 estd localizado no cromossomo 1p13.3, e de 20 a 50% dos
individuos ndo expressam a enzima devido a delecao do gene em homozigose ou alelo nulo

(Bailey et al, 1998; Roth et al, 2000). GSTMI1 estd envolvida na detoxificacdo de
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metabodlitos quimicos reativos derivados do cigarro, como benzopireno e outros
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e aflatoxina B1 (presente no amendoim)

(Ketterer et al, 1992; Hayes e Pulford, 1995; Raney et al, 1992; Satrange e Fryer, 1999).

O gene GSTTI estd localizado no cromossomo 22pl11.2 e 20 a 60% dos
individuos nao expressam a enzima correspondente (Pemple et al, 1994; Rebbeck et al,
1997). GSTT1 metaboliza vérias substancias com potencial carcinogénico, incluindo os
mono—halometanos, os quais s3o amplamente utilizados como agentes metilantes,
pesticidas, solventes industriais e grande nimero de agentes quimicos presentes no cigarro

(Guengerich et al, 1995).

O gene GSTP1 estd sempre expresso. No entanto, ele possui um polimorfismo
envolvendo a troca de uma isoleucina por uma valina , resultando em uma substitui¢do de
aminoécidos lle/Val no exon 5 (I105V) que produz trés variantes alélicas, as variantes em
homozigoze lle/lle e Val/Val e a variante em heterozigose lle/Val. As variantes lle/Val e
Val/Val possuem estabilidade e atividade especifica menores do que as enzimas que
contém a isoforma Ile/Ile ( Ali - Osmam et al, 1997). Assim, essa variante enzimatica
possui menor capacidade de detoxificacdo dos cacindégenos quando comparados com a
enzima codificada pelo gene de tipo selvagem, denominado lle/lle (Johansson et al, 1998;
Hu et al, 1997). Ao contrdrio, a hiperrexpressdo de GSTP1 causa resisténcia a diversas
drogas anti-neoplésicas e a presenca do polimorfismo do “locus” desse gene pode diminuir
a eficdcia terapéutica de quimiterdpicos como o clorambucil e o ciclofosfamida

(Henderson et al, 1988).

A expressao do gene GSTP1 também vem sendo associada ao desenvolvimento
de uma série extensa de neoplasias, particularmente relacionadas ao tabagismo, incluindo
tumores de cabeca e pescoco, mama, pulmdo e prostata ( Stucker et al, 2002;

Oude et al, 2003).

1.7- Alimentacao como fator de risco para cancer

Desde 1970, pesquisadores de todo mundo vém mostrando que pessoas que tem
uma dieta alimentar que inclui muitas frutas e vegetais apresentam menor probabilidade de

adquirir alguns tipos de cancer (Tijhuis e Visker et al, 2006).
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A dieta € considerada um fator importante em 20 a 50% de todos os casos de
cancer, atuando ao lado de outros aspectos como idade, predisposicdo genética,
habitos de vida, tabagismo, sedentarismo e fatores ambientais. A obesidade contribui para o
aumento do risco de cancer de modo geral em 14 a 20%, incluindo cancer da tiredide,

prostata, ovdrio, entre outros. (Kushi et al, 2006).

Nos mecanismos envolvidos temos: efeitos da gordura e do agucar no
metabolismo, fun¢des imunes, niveis hormonais (insulina e estradiol) e fatores que regulam
o ciclo celular (Kushi et al, 2006). Estima-se que seria possivel evitar 35% de cancer
apenas alterando a dieta (Eichholoza et al, 2000). Assim, o risco estaria reduzido em

2\3 com a modificacdo a dieta (Booling et al, 2006).

Substancias toxicas podem ocorrer naturalmente nos alimentos ou serem
introduzidas durante o processamento para O consumo, COmMO aminas aromaticas
heterociclicas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos que se foram durante a preparacao
doas alimentos e que induzem danos no DNA das células (Waters et al, 1996).
Essas substancias sdo formadas durante o cozimento e fritura de carnes e podem induzir
experimentalmente tumores de préstata, pulmao, coloretal e ovério (Cross Aj et al, 2005).
Ao contrério, antioxidantes contidos na dieta aumentam a prote¢cio do DNA e aumentam a

eliminagdo de radicais livres por vdrias reacdes metabdlicas (Pool-Zobel et al, 1997).

Vegetais, frutas e cereais contém uma grande variedade de substancias
quimiopreventivas, muitas das quais ainda pouco estudadas (Waladkhani e Clemens, 1998;
Eichholozer et al, 2000). Vérios alimentos, principalmente as frutas, verduras e legumes,
contém agentes antioxidantes tais como as vitaminas C, E e A, a clorofilina, os flavondides,
carotendides, curcumina e outros que sdo capazes de restringir a propagacao das reagcdes em
cadeia e as lesdes induzidas pelos radicais livres (Stavric 1994; Fotsis et al., 1997;

Pool-Zobel et al, 1997).

A avaliagdo de consumo de alimentos visa medir as condi¢des nutricionais de
uma populacgdo, suas condicdes e tendéncias (Vasconcellos e Anjos 2001; Brussaard et al,
2002) identificando grupos com risco nutricional (Haveman-nies et al, 2001;

Dixon et al, 2004). Foi desenvolvido em 1994 por Kant, com o objetivo de criar um

Introdugdo

51



instrumento de medida da qualidade global da dieta, que refletisse um gradiente de risco
para muitas doencas cronicas relacionadas com a alimentacdo (Cox et al, 1997;
Patterson et al, 1994). Para uma avaliagio global, o Indice Dietético (ID) surge como uma
alternativa, apresentando varidveis comuns, como consumo de gorduras, frutas, verduras,
legumes e cereais (Kant et al, 1996), sendo considerado uma ferramenta que proporciona
melhor avaliacio da dieta e maior aplicabilidade em estudos epidemioldgicos
(Drewnowski et al, 1996; Kant et al, 1996). No entanto, devido a relacdo entre a dieta e
prevencdo de doencas, tornou-se importante a avaliacdo também da qualidade da dieta.

(Drewnowski et al, 1996;.)

A avaliagc@o do consumo alimentar tem sido um aspecto cada vez mais referido
quando se trata de estimar a associacdo entre os fatores da dieta e o cancer, uma vez que se
acredita que o periodo de indu¢do dessa enfermidade pode ocorrer muitos anos antes de sua
manifestacdo clinica. (Naves, 2006)

Muitas investigacdes sobre o papel da dieta no desenvolvimento de doencgas
cronicas, especialmente no caso de alguns tipos de cancer, utilizam o desenho de estudo em
que a dieta é geralmente avaliada a partir das informagdes referentes ao consumo alimentar.
O QFCA (Questionédrio de Freqiiéncia do Consumo Alimentar ) , que pode ser quantitativo,
semi-quantitativo ou apenas qualitativo, consiste numa lista definida de itens alimentares
para os quais os respondentes devem indicar a freqiiéncia do consumo num periodo de
tempo determinado. A freqiiéncia do consumo costuma ser relatada, por exemplo,
através de categorias que objetivam caracterizar um gradiente de ingestdo como,
por exemplo, mais de trés vezes ao dia, 2-3 vezes ao dia, 1 vez por dia, 5-6 vezes por
semana, 2-4 vezes por semana, 1 vez por semana, 1-3 vezes por més, raramente ou nunca

(Koifman et al, 1999) .

Nesse trabalho foi utilizada a caracterizacdo de: D- Consumo didrio;

E- Consumo eventual € N- Nunca ou raramente consumidos.

1.8- Radicais livres e antioxidantes
Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou nas
membranas celulares e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta

relacionado com o seu sitio de formacdo (Anderson et al, 1996; Yu e Anderson, 1997).
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A formagdo de radicais livres in vivo ocorre via agdo catalitica de enzimas durante os
processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo celular e pela
exposicao a fatores exdgenos. Contudo, na condi¢do de pré-oxidante a concentragdo desses
radicais pode aumentar devido a maior geracdo intracelular ou pela deficiéncia dos
mecanismos antioxidantes (Cerutti, 1991, Ceruti, 1994). O desequilibrio entre moléculas
oxidantes e antioxidantes que resulta na inducdo de danos celulares pelos radicais livres

tem sido chamado de estresse oxidativo (Sies et al, 1993).

A ocorréncia de um estresse oxidativo moderado € acompanhada
freqiientemente do aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, mas a producao de uma
grande quantidade de radicais livres pode superar tal aumento causando danos e morte
celular (Anderson, 1996). A produgdo continua de radicais livres durante os processos
metabolicos levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para
limitar os niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos (Sies et al, 1993).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecao dos organismos:

e O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres € impedir a sua formacgao,
principalmente pela inibicdo das reacdes em cadeia com o ferro e o cobre

(Barnett e King, 1995).

e Os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo
celular ou por fontes exdgenas impedindo o ataque sobre os lipideos, os aminoacidos das
proteinas, a dupla ligacdo dos 4cidos graxos poliinsaturados e as bases do DNA,
evitando a formacao de lesdes e perda da integridade celular. Os antioxidantes obtidos
da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os flavondides e carotendides sao

extremamente importantes na interceptacdo dos radicais livres (Barnett e King, 1995).

e Outro mecanismo de protecio € o reparo das lesdes causadas pelos radicais.
Esse processo estd relacionado com a remocdao de danos da molécula de DNA e a

reconstituicdo das membranas celulares danificadas (Barnett e King, 1995).

e Em algumas situagdes pode ocorrer uma adaptacdo do organismo em resposta a geragao
desses radicais com o aumento da sintese de enzimas antioxidantes

(Barnett e King, 1995).
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Os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado, principalmente,
o uso de nutrientes isolados no tratamento e prevencdo de doencas.
Entretanto, nos alimentos sdo encontradas grandes variedades de substiancias que podem
atuar em sinergismo na protecdo das células e tecidos (Jacob et al, 1995; Niki et al, 1995;
Hercberg et al., 1998). O efeito cooperativo entre as vitaminas C e E € freqlientemente
mencionado na literatura, mostrando que a interagdo dessas vitaminas € efetiva na inibi¢do

da peroxidacao dos lipideos da membrana e na protecao do DNA (Gey,1998).
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2- OBJETIVOS
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2.1- Objetivo geral

Analisar fatores de risco a que a populacio de Campinas estd sujeita na

susceptibilidade ao desenvolvimento do céncer.

2.2- Objetivos especificos

2.2.1- Correlacionar os polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTPI1 com o

risco para ocorréncia de cancer de tiredide, ovario e prostata.

2.2.2- Analisar o perfil alimentar da populagdo da regido de Campinas, definindo se

este constitui fator de risco para desenvolvimento de cancer.

2.2.3- Correlacionar os perfis genotipicos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 com
outros fatores conhecidos de risco para cancer tais como etnia, sexo, idade,

tabagismo e alimentacdo.
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- Material

Neste estudo de tipo caso-controle foram analisadas 883 amostras de individuos
normais e 395 de pacientes com cancer, incluindo tumores malignos de tiredide,

préstata e ovario.

Todos os individuos-controle e pacientes submetidos a essa pesquisa foram
devidamente informados dos objetivos da presente investigacdo e assinaram o Termo de
Consentimento Informado (anexo), conforme as determinagdes do Comiteé de Etica em
Pesquisa — FCM/ UNICAMP, durante o periodo de 1999 a 2006. Todos os participantes do
estudo foram entrevistados para obtengdo de caracteristicas que incluiam etnia, sexo, idade

e habito de fumar. A tabela 3 resume as caracteristicas destes 883 individuos - controle.

Tabela 3- Caracteristicas clinicas dos individuos do grupo-controle

Sexo Etnia Fumo
M F B NB S N
42.1 % 57,8 % 85.2 % 14.7% 76 % 23.9 %

Dados de pacientes com cancer, tais como idade, sexo, etnia, diagndstico,
habito de fumar, além de dados clinicos especificos, incluindo resultados
andtomo-patolégicos de bidpsias e exames laboratoriais foram coletados,
seguindo conforme protocolo - padrao do nosso Laboratério de Genética Molecular do
Cancer para estudo de pacientes no Hospital das Clinicas da FCM-UNICAMP para cancer
de ovdrio, préstata e tiredide, conforme previamente descrito em diversas publicacoes
(Morari et al, 2002; Granja et al, 2004; Granja et al, 2004; Morari et al, 2006).
Todos os pacientes participantes da pesquisa tiveram uma mostra de sangue periférico

coletada durante uma visita de rotina para seguimento no Hospital das Clinicas da

FCM-UNICAMP.
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Para a coleta dos individuos-controle, foram recrutados doadores de sangue
sauddveis e voluntdrios entre funciondrios e estudantes que tém contato com nosso

Laboratério de Genética Molecular do Cancer.

Foram coletados 3 ml de sangue periférico em tubo contendo EDTA que foram

estocados em geladeira a 4° C até o seu processamento, detalhado a seguir.

Critérios de inclusio e exclusao

Foram recrutados individuos com idade entre 16 a 81 anos, com moradia fixa

na regido de Campinas e sem historia sugestiva de cancer familiar.

Para que os pacientes fossem incluidos no estudo era necessdrio que
apresentassem diagnéstico estabelecido de cancer de tiredide, prostata ou ovario. Pacientes
portadores de bodcio benigno, tumores de ovdrio benignos e de hiperplasia prostatica
benigna foram excluidos desse estudo. Mulheres griavidas e criancas que ndo apresentassem

consentimento formal e firmado dos pais para sua participacdo também foram excluidos.

A tabela 4 resume as caracteristicas dos 395 pacientes estudados.

Tabela 4- Caracteristicas clinicas dos individuos do grupo com cancer.

Sexo (n) Etnia (n) Fumo (n)
Cancer
M F B NB S N
Tireoide 25 149 144 30 58 99
Prostata 153 125 28 43 69
Ovario 68 65 3 6 62

Foram incluidos 174 casos de portadores de cincer da tiredide, 153 casos de

portadores de cancer da préstata e 68 casos de portadores de cancer de ovério.
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3.2- Métodos
Extracao de DNA de leucdcitos

Lise das hemdcias foi feita a partir de sangue periférico coletado em tubos
contendo EDTA usando tampao de lise de hemécias (descricao na tabela 4). Em seguida foi

feita lise dos leucdcitos em tampao com incubagao a 37° C durante 30 minutos.

Tabela 5- Reagentes utilizados na extracdo de DNA de sangue periférico

Reagentes utilizados na extracao

de DNA de leucécitos Concentragio
Tampao de lise de hemécias NaCL (10mM), MgCL2 (SmmM), Tris-HCL(10 mM, pH 7,5)
Tampao de lise de leucdcitos NaCL (5N), EDTA (0,2 M), Tris-HCL (10 mM, pH 7.5), Uréia
SDS 20%
Fenol Saturado com Tris Fenol; Tris (10mM, pH 8)
Cloroférmio-dlcool-isoamilico 24:1
Acetato de sédio M
Etanol 100%
Etanol 70%
TE Tris (10mM); EDTA (1mM)

Os produtos de extragdo obtidos por ambos os procedimentos descritos foram
avaliados e quantificados com o auxilio de espectrofotometria e em gel de agarose a

0.8% como mostram as figuras 4 e 5.

Analise dos genes GSTM1, GSTT1 E #-GLOBINA

Os genes GSTM1 e GSTT1 foram amplificados por reagdo em cadeia de
polimerase (PCR) utilizando-se um termociclador da marca Perkin Elmer.

Uma PCR-multiplex foi otimizada para detectar a presenca ou auséncia dos genes GSTM1
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e GSTT1 incluindo o gene S globina como controle da integridade do DNA de nossas
amostras. Os reagentes utilizados estdo descritos na Tabela 6 e as condi¢des de PCR estao

resumidas na Tabela 7.

B- globina ;
GSTT1 o -
GSTM1 -

Figura 4- Neste gel de agarose a 2% mostramos o resultado de uma PCR multiplex,
na qual utilizamos trés pares de primers. Na primeira banda observamos o
gene B globina que foi utilizado como controle, abaixo o gene GSTT1 e o gene
GSTMLI. Os pacientes 1 e 7 possuiem os genes GSTT1 e GSTM1. Ja o paciente
2 ndo possui o gene GSTTI, os pacientes 4 e 5 ndo possuem o gene GSTM1 e o
paciente 6 ndo possui nem o gene GSTT1 e nem o gene GSTM1. Temos certeza
disto, gracas a amplificacdo do gene B globina como controle de nossas

amostras.
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Tabela 6- Reagentes utilizados na reacao de PCR- multiplex

Reagentes utilizados na reacao de PCR- Concentracao
multiplex

10 x PCR buffer Tris - HCL (10 mM ph 8,4); KCL (25 mM)
MgCL2 1,5 Mm
DATP, DCTP, DGTP, DTTP 0,1 mM
Primer GSTMI1 (sense e anti- sense) 120 ng
Primer GSTT1 (sense e antisense) 150 ng
Primer B- Globina (sense € anti sense) 95 ng

Taq DNA polynerase GIBCO BRL 2U

DNA gendmico 500 ng

Tabela 7- Condic¢des utilizadas para amplificacdo da reagdo de PCR / multilex

Temperatura Tempo N° de Ciclos
94° C 2 minutos 1
95°C 1 minuto
62°C 1 minuto 35
72°C 1 minuto
72°C 7 minutos 1

Os primers utilizados para a amplificacdo e os respectivos tamanhos de

segmento amplificados estdo descritos na Tabela 8.
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Tabela 8- Primers utilizados para amplifica¢do

Primers Seqiiéncias Tamanho (pb)

S 5° CTGCCCTACTTGATTGATGGG 3’
GSTM1 273
as 5° CTGGATTGTAGCAGATCATGC 3’

S5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3’
GSTT1 480
as 5 TCACCGGATCATGGCCAGCA 3’

S 5" ATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC 3°
B GLOBINA 630
as 5" GTATTTTCGCAAGGTTTGAACTAGCTC 3°

s- fita sense; as- fita anti sense

Eletroforese

Os produtos obtidos na reacdo de amplificacdo por PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2%. Aliquotas de 8 ul do produto das reacdoes de PCR
foram misturadas com 2 ul de azul de bromofenol (azul de bromofenol 0,25%;
sacarose 40%) e aplicadas no gel de agarose 2%. Ap6s a migragdo, o gel foi corado com
brometo de etideo (8 mg/ml) e a visualizagdo foi feita sob iluminagdo ultra-violeta.
Foi utilizado um marcador de peso molecular (Ladder 100 pb), onde o gene B-globina
amplifica em 630 pb o gene GSTT1 amplifica a 480 pb e o gene GSTM1 amplifica a
273 pb. Foram considerados genétipos nulos para GSTMI1 os casos em que as reagdes de
PCR obtiveram amplificagcdo visualizada como bandas de 630 e de 480 pb, na auséncia do
produto de 273 pb. Foram considerados genétipos nulos para GSTT1 as reacdes que
exibiram as bandas de 630 e 273 pb e auséncia do produto de 480 pb. A auséncia de bandas
em GSTT1 e GSTMI1 quando o gene B globina estd claramente presente identifica os

gendtipos nulos para esses dois alelos.

Visualizamos os resultados da amplificagdo, excitando o corante incorporado ao
DNA (brometo de etideo) com luz ultravioleta com o sistema Kodak de visualizacdo e

fotografia.

Analise do polimorfismo de GSTP1

As mesmas amostras foram analisadas para os polimorfismos do gene GSTP1

empregando os primers previamente descritos por Granja et al, 2004 e descritos na tabela 9.
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Tabela 9- Seqiiéncias dos primers usados nas reagdes

Primer Seqiiéncia
s 5" TCTATGGGAAGGACCAGCAGG 3
as 5" GCCCAACCTGGTGCAGATG 3

GSTP1

Nas reagoes de PCR, foram usados 100 ng de DNA gendmico, 50nM de cada
primer, 100 mM Tris- HCL (ph8,0), 100uM de dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP),
20, mM MgCL2 e 0,5 U Tag DNA polimerase para um volume final de 25 ul.
A amplificagdo foi feita em um termociclador MJ PTC — 200 programado para realizar a
desnaturagdo a 92° C por dois minutos, seguida por 35 ciclos. A temperatura de anelamento
utilizada foi 63° C, por 50 segundos com extencdo de 72°C por um minuto € uma extengao

final de 72° por sete minutos.

O volume utilizado na PCR foi de 25 pl, contendo 100 ng de DNA, 50 nM de
cada primer, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 uM de cada nucleotideo trifosfato, 2,0 mM de
MgClI2 e 0.5 Os resultados finais foram analisados posteriormente a partir da visualiza¢do
sob luz ultra-violeta da amplificacdo dos genes em géis de agarose 2%, corados com
brometo de etideo (8mg/ml). Apos confirmar a amplificagdo do gene GSTPI1, as amostras

foram submetidas ao processo de restri¢do enzimatica como exemplificado na figura 5.

O volume utilizado na restri¢ao enzimatica foi de 12,75 pl, contendo 10 pl de
PCR da amostra, 0,75 ul de Enzima Alw261 (BsmAl) e 2 pl de tampao correspondente.
O processo de desnaturacdo ocorreu a 94°C durante 16 horas e o sistema utilizado foi o
MJ PTC-200 PCR. Os resultados finais foram analisados a partir da visualizacdo da
restri¢do enzimatica, sob luz ultravioleta, em géis de agarose 3%, corados com brometo de
etideo (8mg/ml). Um total de seis amostras foi seqiienciado diretamente em seqiienciador
automatico (ABI 377 Prism DNA Sequencer - Perkin Elmer) para confirmacdo dos

resultados previstos na restri¢do enzimatica.
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Figura 5- Gel de agarose 3% de GSTP1, corado com brometo de etideo (8mg/ml).
Resultado de uma restricio enzimdtica de paciente com cancer de prostata.
As amostras 4, 7, 8, 9, 10 e 11 possuem genétipo normal; amostras 1 e 6
possuem gendtipo homozigoto e amostras 2, 3 e 5 possuem genotipo

heterozigoto para o gene GSTPI.

Perfil alimentar

Um questiondrio alimentar para analisar a qualidade dos grupos alimentares
consumidos baseado no Indice Dietético (ID) (anexo 1) foi proposto a 120 individuos,
sendo 60 pacientes com céancer e 60 individuos - controle (38 homens e 82 mulheres,
de 18 a 62 anos de idade, com média de idade de 40 anos) O questiondrio analisa atividade

fisica e a prevaléncia de consumo dos diversos grupos de alimentos, classificada como:

D- Consumo diario
E- Consumo eventual

N- Nunca ou raramente consumidos

Todos os pacientes foram entrevistados pela mesma pesquisadora e autora desta

tese.
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Metodologia Estatistica

A analise foi conduzida usando software de andlise estatistica (Statistical
Analysis System, version 8.1, 1999-2000; SAS Institute, Inc., Cary, NC). Para descrever o
perfil da amostra, segundo as varidveis em estudo, foram feitas tabelas de freqiiéncia das
varidveis categéricas como sexo, cor, fumo e gendtipos e estatisticas descritivas
(com medidas de posi¢do e dispersdo - média, desvio-padrdo, valores minimos, maximo e
mediana) das varidveis continuas, como idade. Para descrever o perfil alimentar foram

feitas tabelas de freqiiéncia e anélises descritivas.

Para analisar a associacdo entre duas varidveis categéricas foram utilizados os
testes Qui-Quadrado ou exato de Fisher (para valores esperados menores que cinco).
Para comparar a idade entre os dois grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney.
Para observar a freqiiéncia genotipica comparamos com outro cdlculo,

usando Hardy-Weinberg.

Para analisar a influéncia conjunta dos genétipos e demais varidveis de
interesse no cancer foi utilizada a andlise de regressdo logistica, modelos univariado e

multiplo com critério Stepwise de selecdo de varidveis.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5% (p<0.05).
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4- RESULTADOS
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4.1- Comparacio entre grupos - controle e cancer

As caracteristicas clinicas gerais e genéticas entre os grupos cancer e controles
estdo apresentadas nas tabelas 9 e 10. As diferengas de sexo entre individuos controles e
pacientes com cancer demonstram (372 masculinos e 511 femininos versus 178 masculinos
e 207 femininos), a etnia (753 brancos e 130 ndo brancos versus 340 brancos e 55 ndo
brancos) e a idade dos pacientes com cancer (55.25+17.95 anos) e dos controles
(48.94£14.71 anos) (MW; p<0.001). A distribui¢do da idade foi de: abaixo de 20 anos,
entre 20 e 45 anos e acima de 45 anos. Os individuos - controles agregavam idade entre
20 e 45 (<20 anos: N=3; 20-45 anos: N=323; >45 anos: N=557), enquanto que, em
pacientes com cancer, a freqiiéncia da idade foi acima de 45 anos (<20 anos: N=11;
20-45 anos: N=108; >45 anos: N=275 - Xz; p<0.001). O habito de fumar entre os
individuos controle e os pacientes com cancer (23.99% fumantes e 76.01% nao fumantes
versus 30.89% fumantes e 69.11% ndo fumantes - Xz; p<0.027). Entretanto, quando
estratificados, a histéria de fumo, ndo houve diferenga nas distribui¢des genotipicas entre os

genes GSTT1, GSTM1 e GSTP1, idade e sexo.

As caracteristicas clinicas e genotipicas dos pacientes estudados foram

agrupadas nas tabelas 10 e 11.

Tabela 10- Caracteristicas clinicas dos 395 pacientes e 883 individuos-controle

Variaveis Controle (%) Cancer (%)
Sexo
42.1 57.8 45.6 54.9
M F
Idade
36.6 63.8 30.1 69.8
<45 >45
Etnia
85.2 14.7 85.8 14.1
B NB
Tabag.
23.9 76.0 30.8 69.1
S N
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Tabela 11- Caracteristicas genotipicas dos 395 pacientes e 883 individuos-controle.
GSTM1 presente (+) ou ausente (-); GSTT1 presente (+) ou ausente (-);
GSTPI1 normal (nor) ou alterado (alt)

Variaveis Controle (%) Cancer (%)
GSTM1
43.7 56.2 47.8 52.1
- +
GSTT1
19.4 86.5 24.5 75.4
- +
GSTP1
58.6 41.3 54.0 45.9
nor alt

Andlises de regressdao uni e multivariada demonstram que individuos do sexo
masculino possuem 3.3 vezes mais risco de desenvolverem cincer do que individuos do
sexo feminino, enquanto que individuos com idade acima de 45 anos possuem 8.9 vezes

mais risco de cancer do que individuos abaixo desta faixa etdria, como mostram as tabelas

12 e 13.

Tabela 12- Andlise de regressdo logistica univariada comparando controles e pacientes

com cancer em relagdo ao perfil genotipico.

Variavel Niveis de Comparac¢ao* p-valor OR** IC 95%
Sexo Masculino / Feminino 0.328 1.13 0.89 -1.43
Idade >45 anos / <45 anos 0.020 1.35 1.05-1.75
Etnia Nao-Brancos / Brancos 0.833 0.95 0.62 — 1.47

Tabagismo Sim / Nao 0.028 1.42 1.04-1.93
GSTMI1 Negativo / Positivo 0.173 1.18 0.93 -1.50
GSTT1 Negativo / Positivo 0.044 1.35 1.01-1.80
GSTP1 Alterado / Normal 0.170 1.21 0.92 -1.58

*Nivel de Comparacao / Nivel de Referéncia; Controle (n=883); Cancer (n=395); ** OR=Razao de Risco para
Cancer; IC95%=Intervalo de 95% de Confianca para OR.
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Tabela 13- Andlise de regressdo logistica multivariada comparando controles e pacientes

com cancer em relagdo ao perfil genotipico.

Variavel Selecionada Niveis de Comparacio* p-valor  OR*#* IC 95%
Sexo Masculino / Feminino <0.001 3.28 2.23-4.82
Idade >45 anos / <45 anos <0.001 8.89 541-14.60

* Nivel de Comparagdo / Nivel de Referéncia; Controle (n=542); Cancer (n=171). Critério Stepwise de selecdo de

variaveis.

O perfil genotipico pelas andlises de regressao uni e multivariadas, comparando
individuos controle e pacientes com cancer do sexo masculino mostram que existe uma
relacdo significativa entre alteracdes no gene GSTP1 e canceres nos pacientes do sexo
masculino: pacientes com GSTP1 alterado com quase 2.6 vezes mais risco de apresentar
cancer em relacdo aos com GSTPI normal, como demonstra a tabela 14. Esta relacio se

deve aos individuos com idade acima de 45 anos, como demonstra a tabela 15.

Tabela 14- Andlise de regressdo logistica multivariada comparando controles e pacientes

com cancer em relacdo ao perfil genotipico de individuos de sexo masculino.

Variaveis Niveis de Comparacao* p-valor OR** IC 95%
GSTM1 Positivo / Negativo 0.680 1.10 0.71-1.70
GSTT1 Positivo / Negativo 0.072 1.56 0.96 —2.52
GSTP1 Alterado / Normal <0.001 2.58 1.63 —4.06

*Nivel de Comparacio / Nivel de Referéncia; Controle (n=174); Cancer (n=172). Modelo saturado, sem critério de

selecdo.
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Tabela 15- Andlise de regressdo logistica multivariada comparando controles e pacientes

com cancer em relacdo ao seu perfil genotipico para sexo masculino e idade

>45 anos.

Variaveis Niveis de Comparac¢ao* p-valor OR IC 95%
GSTM1 Positivo / Negativo 0.189 1.48 0.82 -2.67
GSTT1 Positivo / Negativo 0.252 1.45 0.77-2.73
GSTP1 Alterado / Normal 0.052 1.81 0.99 - 3.28

* Nivel de Comparagdo / Nivel de Referéncia; Controle (n=67); Cancer (n=155)

Também encontramos associacdo entre a auséncia combinada dos genétipos
negativos de GSTM1 e GSTT1 para os individuos do sexo masculino e idade >45 anos.
Individuos com genes GSTM1 e GSTT1 ambos ausentes apresentam risco 88% maior de

cancer, como mostramos na tabela 16.

Tabela 16- Andlise de regressao logistica comparando controles e pacientes com cancer,

considerando apenas polimorfismos GSTM1 e GSTTI.

Estrato Variavel p-valor OR IC 95%
Amostra Total GSTMI1 + GSTT1 0.402 1.19 0.79 -1.78
Sexo Feminino GSTMI1 + GSTT1 0.620 0.84 0.43-1.65
Sexo Masculino GSTMI1 + GSTT1 0.208 1.40 0.83 -2.35
Sexo Feminino

GSTM1 + GSTT1 0.173 2.03 0.73-5.64
Idade<45
Sexo Feminino
GSTM1 + GSTT1 0.129 0.47 0.18-1.25
Idade>45
Sexo Masculino
GSTM1 + GSTT1 0.302 0.33 0.04 -2.69
Idade<45
Sexo Masculino
GSTM1 + GSTT1 0.035 1.88 1.05-3.39

Idade>45

* Nivel de Comparagdo / Nivel de Referéncia; Controle (n=883); Cancer (n=364).
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4.2- Resultados Genotipicos - grupos separados

Analisamos a seguir, em separado, as relacOes entre genoétipos e caracteristicas
clinicas para cada tipo de tumor estudado, comparando grupo-controle e cancer de tiredide
(n=174), ovéario (n=68) e prostata (n=153). A distribui¢do das caracteristicas clinicas dos
pacientes que integram estes grupos de tumores estdo demonstradas na tabela 17.

As caracteristicas genotipicas estdo demonstradas na tabela 18 e 19.

A amplificacao dos resultados genotipicos estdo apresentados nas figuras 6 e 7.

Tabela 17- Distribuicdo das caracteristicas clinicas incluindo idade (<45; >45 anos),
sexo (F: feminino; M: masculino), etnia (B: branco, NB; Nio branco)
de individuos controle e dos pacientes portadores de cancer da tiredide,

ovdrio e prostata.

Controles Ovario Prostata Tireoide

<45 36.58 27.53 0.65 55.26

Idade (%)
>45 63.08 72.46 99.35 44.25
57.87 100 - 85.61

Sexo (%)
42.13 - 100 14.39
B 85.28 95.65 81.62 82.76

Etnia (%)
NB 14.72 4.35 18.38 17.24

Resultados

77



Tabela 18- Distribuicdo das caracteristicas genotipicas para GSTM1, GSTT1 e GSTP1 de

individuos-controle e de pacientes portadores de cancer da tiredide, ovdrio e

prostata.
Gendétipos Controles Ovario Prostata  Tireodide
Positivo (%) 56.29 44.1 49.0 58.82
GSTM1
Negativo (%) 43.71 55.8 50.9 41.1
Positivo (%) 80.52 88.23 62.5 82.8
GSTT1
Negativo (%) 19.48 11.76 37.5 17.12
Normal (%) 58.67 48.52 51.3 59.7
GSTP1
Alterado (%) 41.33 51.47 48.6 40.42
p- globin
GSTT1
GSTMI

Figura 6- Gel de agarose 2%

com o resultado de uma PCR-multiplex de

pacientes-controle Amostras 1, 5 e 6 possuem os genes GSTT1 e GSTMI,

as amostras 3 e 4 apresentam a delecdo do gene GSTM1 e a amostra 2 possui a

delecdo de ambos os genes. Podemos verificar a presenca do DNA pela

amplificacdo do gene da 3-globina.
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306 pb

190 pb

116 pb

Figura 7- Gel de agarose 3% de GSTP1, corado com brometo de etideo. Podemos observar
na coluna 2 e 7 um individuo homozigoto selvagem, com apenas uma banda de
306 pb, nas colunas 3,4 e 5 observamos um individuo heterozigoto, que possui
um fragmento de 306 pb, um de 190 e um de 116, e nas colunas
6 e 8 encontramos um individuo homozigoto polimérfico com fragmentos de

190 e 116 pb.

4.3- Resultados Perfil Alimentar

Na tabela 19 estio resumidas as caracteristicas do Indice Dietético utilizado
para tracar o perfil alimentar como fator de risco para desenvolvimento de cancer que estd

detalhado em anexo 1.

A tabela mostra o consumo de verduras e legumes, frutas, gorduras,
cereais integrais, carnes, leite e arroz, correlacionado com a freqiiéncia do hdbito de
consumo nos 120 individuos entrevistados. Nao houve diferenca significativa da qualidade
alimentar entre os pacientes - controle e cancer. Por esse motivo, agrupamos os resultados
com o objetivo principal de tragar o perfil alimentar da populacdo, podendo assim,

indicar a conduta nutricional adequada a cada caso.
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Apresentamos os dados em forma grafica nas figuras 1 e 2 em que

correlacionamos o habito alimentar com a freqii€ncia de consumo.

Tabela 19- Anélise do Perfil Alimentar dos diferentes grupos alimentares na populagcdo

estudada

Grupo alimentar D (%) E (%) N (%)
Verduras e legumes 28.33 23.33 48.33
Frutas 20 26.66 53.33
Oleos e gorduras 58.33 24.16 17.5
Cereias integrais 18.33 6.66 75
Carnes, legum. e ovo 68.33 21.66 10
Leite e derivados 56.66 26.66 16.6
Arroz, paes e tubérculos 88.33 6.66 5
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De acordo com as recomendacdes da Organizagdo Mundial da Saide (OMS),
a avaliacdo nutricional qualitativa mostrou que os grupos de alimentos com maior
inadequagdo de consumo foram o das verduras e legumes, com oferta média didria de
apenas 28%, seguido das frutas 20%, enquanto a oferta de 6leos e gorduras foi considerada

excessiva com 58%.

Na tabela 20 estdo sumarizadas as principais recomendacdes relacionadas a
dieta para preven¢do de cancer, incluindo a atividade fisica, conforme WCRF/AICR
(1997) e a Organizagdo Mundial da Saide (Who, 2003). A figura 8 mostra uma
alimentacdo equilibrada e sauddvel para individuos normais. As recomendacdes sio
baseadas em evidéncias cientificas convincentes e provaveis da relacdo de causalidade
entre o fator e a doenca. De modo geral, recomenda-se uma dieta a base de vegetais,

frutas e hortalicas (Who, 2003).

A dieta adequada contém fatores de protecdo suficientes para garantir a reducao

do risco de cancer (Who, 2003).

Tabela 20- Recomendag¢des alimentares para prevengdo de cancer

TIPO

Em relacao a fatores de protecao
Consumo de uma dieta 4 base de alimentos de
origem vegetal e rica e variada em frutas e
hortalicas

Em relacio a fatores de risco
Evitar o consumo regular e elevado de bebida
alcodlica, evite o fumo

Moderar o consumo de carne vermelha
Limitar o consumo de alimentos gordurosos
(especialmente de origem animal), 6leo e sal

Em relacao a fatores associados a dieta
Manter o peso sauddvel
Praticar atividade fisica regularmente

Adaptado de WCRF/AICR (1997) e WHO (2003)
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Figura 8- Piramide dos Alimentos

Em relacdo aos dados de atividade fisica resumidos na tabela 21, notamos que

apenas 30% da populagdo desenvolve qualquer atividade regular.
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Tabela 21- Analise de Atividade Fisica de 120 individuos.

Idade Sexo (%) Atividade Fisica (%)
M F M F S N
18-46 24 -62 31.66 68.33 30.83 69.1

S= sim, realiza atividades fisicas regulares por 30 a 60 minutos/semana; N= ndo, ndo pratica atividades

fisicas regulares.

O habito da prética de atividade fisica aparece freqiiente em 37 pacientes

versus 83 que nao praticam atividade fisica como mostra o grafico 3.

ATIVIDADE FISICA

Esim

Hnao

Grifico 3- Freqiiéncia da atividade fisica na populagdo estudada.
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Devido ao pequeno nimero de individuos que realizam atividade fisica,
ndo prosseguimos em qualquer tipo de andlise estatistica em relagdo a faixa etaria ou sexo,

ou qualquer relacdo com perfil genético ou alimentar.

Se as metas da Fundacdo Mundial de Pesquisa de Cancer e do Instituto
Americano para pesquisa de Cancer (Wcrf/Aicr, 1997) forem atingidas, espera-se um

impacto substancial na saide publica em termos de reducdo da incidéncia de céancer

(Naves, 2006).
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5- DISCUSSAO
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5.1- As enzimas GSTs e Cancer

A exposicao a radiacdo ionizante, principalmente em criangas, é o Unico fator
ambiental reconhecido como capaz de levar a formacdo de tumores da tireide, embora a
deficiéncia de iodo também tenha sido ligada ao desenvolvimento de tumores por este
mecanismo (Schlumberger et al, 1999; Ronckers et al, 2005). Radicais livres produzidos
pela irradiacdo ionizante aumentam o estresse oxidativo formando produtos que reagem
com o DNA e podem induzir mutacOes (Sarasin et al, 1999). Além disso, a radiacdo
ionizante induz instabilidade genética que aumenta consideravelmente o risco de novas e
sucessivas mutagdes, a readiagdo pode se acumular e levar a célula atingida a progredir em
direcio 4 formacdo de um clone de células tumorais (Nikiforov et al, 1998;

Bounacer et al, 2000; Talini et al, 2002).

A incidéncia de cincer de préstata mostra intima relacdo com raca, idade,
bem como fatores geograficos, com altas taxas de prevaléncia e mortalidade nos homens
afro-americanos € com menor incidéncia no homem asiatico (Carter et al, 1992;
Carter et al, 1993; Miller et al, 1996). Uma série de estudos epidemioldgicos tem
demonstrado que vdérios fatores ambientais, incluindo irradiacdo ultravioleta, poluentes,
cigarro e dieta, bem como fatores geogrificos e raciais devem contribuir para o

desenvolvimento do CaP (Hising e Devessa 2001; Gronberg, et al, 2003).

Um dos poucos trabalhos de coorte que estudaram a relagdo entre cancer de
ovario e paridade envolveu 107.865 mulheres durante 12 anos de acompanhamento,
demonstrando que as que tiveram um ou mais partos tiveram reducdo na incidéncia de
cancer e este efeito protetor foi maior a medida que ocorreu um aumento do nimero de

partos (Hankinson et al, 1992).

O risco de desenvolver cancer de ovario foi menor em 38% nas pacientes que
usaram anticoncepcionais orais por cinco anos, quando comparados com as pacientes que
nunca usaram (Hankinson et al, 1992). A amamentacdo permite diminuir a ovulagdo e com
isto reduz o risco para cancer de ovario em 19 a 27% dos casos estudados

(Whittemore et al, 1994).
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Estudos de polimorfismos em diversos tipos de cancer freqiientemente
apresentam diferentes resultados relacionados ao sexo, idade e a etnia das populacdes
estudadas (Garte et al, 2001). Em contraste com a populacdo espanhola estudada por
Hernandez et al, e a populacdo portuguesa estudada por Gaspar et al, a populagdo brasileira
possui alta heterogeneidade ja que é composta por imigrantes da Europa, Africa e Asia
mesclados com indigenas da populagdo nativa. Nossos habitos alimentares, baseado em
arroz e feijdo, também diferem dos europeus. Além disso, muitas condi¢cdes sociais e
culturais contribuem para a exposicdo a diferentes fatores ambientais que podem ser muito
importantes e que podem explicar as diferencas entre nossos resultados e de outros autores

(Hernandez et al, 2003, Gaspar et al, 2004).

E muito provavel que esta grande variedade de incidéncia esteja relacionada a
uma interagdo entre exposicdo a genes desencadeadores de cancer e o perfil genotipico
individual das proteinas envolvidas na defesa contra tais agentes desencadeadores de tumor

(Arruda et al, 1998).

Um estudo clinico comparou jovens de 30 anos e idosos de 69 anos em média,
ambos sadios. Os resultados mostram que os idosos apresentam niveis menores de GSH em

relac@o aos jovens. (Ferreira et al, 1997)

Um estudo populacional realizado no Brasil, na cidade de Campinas,
mostrou que o nimero de individuos homozigotos para o alelo de GSTM1 e GSTT1 foi de
36,9% e 17, 7%, respectivamente e para ambos os alelos foi de 5% (Arruda et al, 1998).
Nossos préprios estudos e vdrios outros, inclusive o presente mostram nimeros similares
(Morari, 2002; Granja 2004). Como tanto os genes GSTT1 como GSTM1 tém uma variante
nula, ndo € possivel falar em equilibrio de Hardy-Weimberg. No entanto, o presente estudo
mostra que existe um desequilibrio na distribuicdo das variantes do gene GSTP1 na

populacdo de pacientes portadores de cancer.

Numerosos estudos moleculares sugerem que o genétipo de GSTM1 modifica a
suscetibilidade ao cancer (Hirvonen et al, 2001). Estima-se que 17% dos canceres de
pulmdo e bexiga sejam relacionados a deficiéncia de GSTMI1 (Engel et al, 2002;

Mc Williams et al, 1995; Johns Le et al, 2000). Similar ao genétipo nulo de GSTMI,
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o gendtipo nulo de GSTT1, também tem sido relacionado ao aumento de risco para cancer
de varios tipos (Strange et al , 1999; Sorensen et al, 2004). Individuos que sdo portadores
de delecao combinada nos genes GSTM1 e GSTT1 podem ter a capacidade de metabolizar
e eliminar compostos carcinogénicos prejudicada, podendo, portanto, ter um aumento no
risco para cancer (Salagovic et al, 1998). Estudos prévios de nosso grupo ja haviam
demonstrado que tal combina¢do aumenta o risco para cancer de tiredide em 2.6 vezes

(Morari et al, 2002).

Estudos epidemioldgicos sugerem que o gendtipo nulo do gene GSTMI esta
associado 4 maior susceptibilidade a canceres relacionados com o fumo (Salagovic et al,
1998). Virios estudos, compilados em extensa revisio de Hengstler et al, 1998,
demonstram uma significante associacdo entre a delecdo do gene GSTMI e o aumento no
risco de cancer de pulmdo. A delecdo do gene GSTM1 também predispde ao cincer de
bexiga (Mungan et al, 2000; Lin et al, 1994; Aktas et al, 2001; Georgui et al, 2000),
particularmente em pacientes fumantes (Salagovic et al, 1998). Também pode ser um fator
de risco para cancer de cabeca e pescoco (Trinza et al, 1995). Hanna et al, 2001
encontraram uma associacdo significante entre a delecio do gene GSTMI1 e o risco de
cancer de laringe, a qual parece novamente relacionado com o fumo (Hong et al, 2000;
Gronau et al, 2000). No entanto, ndo pudemos confirmar tal dado em nossos casos,
provavelmente porque os tumores por nds estudados tenham pouca relacdo com o cigarro.
Na verdade, dados recentes de nosso grupo mostram que existe um perfil genético

relacionado a menor incidéncia de cancer da tiredide entre fumantes (Bufalo et al, 2006).

O aumento do risco para leucemia mieldide aguda estd associada com o
gendtipo nulo combinado de GSTMI1 e GSTT1 (Arruda et al, 2001). Por outro lado,
apenas a auséncia do gene GSTT1 foi associada com a Sindrome mielodisplédsica
(Arai et al, 1999; Chen et al, 1996). Hong et al, sugeriram que a delecdo do gene GSTT1
pode servir de fator predisponente ao cancer coloretal. Helzlsouer et al, 1998;
Maugard et al, 2001, mostraram relacdo entre os genes GSTM1 e GSTTI e o risco de
cancer de mama. Existe um aumento no risco de cancer gdstrico na populacdo chinesa com

a delecao do gene GSTTI (Setiawan et al, 2000).
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Em um estudo feito em nosso laboratério utilizando 67 pacientes de CaP
encontrou- se um risco significativo de CaP em individuos com enzimas variantes de
GSTP1, apds ajuste de idade, tabagismo e uso de drogas. Os dados demonstram um
aumento de 11 vezes para individuos com variantes de GSTP1 e os individuos com
gendtipos nulos combinados para GSTT1 e GSTMI tiveram 2,9 vezes maior risco de
cancer prostatico comparados com a populacdo considerada normal (Lima et al, 2004).
Ja para o cancer de ovério, um estudo de 84 mulheres com cancer de ovério e 312 controles
ndo encontrou significancia para a auséncia dos genes GSTM1 (p = 0.9) e GSTTI (p = 0.8)
em 84 mulheres (Sharhani et al, 1996). Na Alemanha, estudos confirmaram que um estudo
feito com 103 mulheres com céncer de ovdrio e 115 controles também ndo encontraram
significancia para a auséncia dos genes GSTM1 (p = 0.8) e GSTT1 (p = 0.9) (Hengstler et
al, 1998). Dados de nosso laboratério confirmam a auséncia de aparente relacdo entre os

gendtipos para GSTT1 e GSTMI1 e céncer de ovario (Morari et al, 2006).

Estudos recentes do gene GSTPI em nosso laboratério mostram que este
polimorfismo constitui um importante fator de risco para cincer de tiredide

(Granja et al, 2004).

5.2- Alimentacao e predisposicao ao cancer

Sado crescentes as evidéncias da funcio crucial dos componentes da dieta na
modificagdo do processo de carcinogénese (Reszka et al, 2006). Fatores nutricionais tém
sido estimados como contribuintes para cerca de 20 a 60% dos canceres mundiais
(Shuklas e Gupta, 2005). Deficiéncias nutricionais t€ém sido imputadas como importante
influéncia na incidéncia de cancer de estdbmago, cervical, tiredide, c6lon, pancreas, mama,
rim, ovario, endométrio e préstata (W.Ynder et al, 1975). O consumo de cereais integrais €
considerado um indicador para reducdo dos riscos de vdrias neoplasias
(La Vecchia et al, 2003). O consumo de 400 — 600 g/dia de frutas e vegetais esta associados

com a redugdo de risco para cancer (Shuklas e Gupta, 2005).

Sugere-se que o risco para cincer de ovdrio tem possivel associacdo com o
elevado consumo de gorduras e ovos na dieta (Pan Sy et al, 2004), enquanto que o aumento

do consumo de vegetais tem reduzido o risco de cancer de ovario (Lavisson Sc et al, 2004;).
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Controle de peso, consumo de variedades e balanco na dieta, licopeno, soja, dmega-3,
selénio, vitamina E, atividade fisica e ndo fumo sio eficientes e recomendados para a
prevencdo do cancer de prostata (Wisard e Leisinger, 2006; Wu et al, 1991;
Ross et al, 1998; Sunny et al, 2005). Um grande estudo de coorte, realizado no Hawaii
(EUA), sugere que dieta rica em gordura animal e pobre em verduras e frutas estd associada
com aumento do risco para CaP (Giovanucci et al, 1993;). Agentes antioxidantes como
licopeno, selénio, vitamina E também t€m sido considerados capazes de reduzir o risco de
CaP a partir de estudos de coorte que infelizmente, sdo limitados a populacdes especificas
(Clark et al, 1997; Clark et al, 1998; Heinomem et al, 1998; Gann et al, 1999;
Chen et al, 2001).

Dietas com frutas e vegetais talvez também possam reduzir o risco para cancer
de tiredide (Markaki et al, 2003). Existem dados que sugerem aumento do risco de
neoplasia tiroidiana em individuos que consomem cereais refinados, como os que existem

no pao ou nas massas (Markaki et al, 2003).

Um estudo analisando o hébito alimentar da populagdo rural italiana,
demonstrou que entre os 488 individuos entrevistados entre 20 e 69 anos, ndo possuem o
habito de atividade fisica, tem um elevado consumo de gorduras e também de verduras,
legumes, frutas, peixes e feijao, o autor destaca a disponibilidade dos alimentos devido a
moradia dos entrevistados (Barbagallo et al, 2002). Outro estudo realizado na Francga,
utilizando o Questiondrio de Freqiiéncia Alimentar, entrevistou 444 adultos com idade entre
25 e 54 anos, demonstrou que a populacdo estudada tem um baixo consumo de verduras e
legumes, levando ao risco de doencas cronicas (Nasreddine et al, 2006). O presente estudo
demonstra dados similares ao anterior contribuindo para o risco do aparecimento de cincer
em pacientes - controle e exigindo uma conduta alimentar diferenciada para a resposta
teraputica ao tratamento quimioterdpico e radioterdpico do paciente com cancer,

levando assim a uma melhora da qualidade de vida e sobrevida do paciente.

O mecanismo pelo quais alguns alimentos protegem o organismo esta longe de
ser elucidado. Alguns estudos experimentais tém mostrado inducdo de produgdo de enzimas
do sistema GST com consumo de antioxidantes, como Vitamina A e E em vegetais,

levando animais a tolerar melhor exposi¢ao a carcindégenos (He L et al, 1997).
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O consumo de verduras e legumes induz o desenvolvimento de enzimas de fase

I do Sistema Glutationa S- transferase prevenindo o aparecimento do céncer.

(Prochaska et al, 1993).

Estudos indicam que os niveis de concentracdo do tocoferol e retinol,
importantes na modulacao de genes do Sistema Glutationa S- transferase, sao alterados com

a idade, sexo, fumo e dieta (Faure et al, 2006).

Numerosos estudos mostram que o consumo de certos alimentos favorece a

biotransformacao de carcinégenos (Pool- Zobel et al, 2005).

A atividade fisica mantém o peso sauddvel do corpo e o balango caldrico.
Evidéncias cientificas indicam que a atividade fisica diminui muitos tipos de cancer

(Kushi et al, 2006).

De acordo com as recomendacdes para se reduzir o risco de cancer,
estudos sugerem que individuos sauddveis pratiquem 30 minutos de atividade fisica

moderada por cinco dias (Vainio et al , 2002).
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6- RESUMO DOS ACHADOS E
CONCLUSAO
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Resumo dos achados

Caracteristicas como etnia, tabagismo, idade e sexo constituem fatores de risco

para aumentar a susceptibilidade ao cancer.

Demonstramos que os gendtipos GSTT1, GSTM1 e GSTP1 estdo relacionados

com o risco de desenvolvimento de cancer na populagdo de Campinas.

A alimentacdo da populacdo de Campinas é de baixa qualidade, deficitdria em

elementos protetores e rica em elementos relacionados a aumento no risco de cancer.

A atividade fisica da populacdo de Campinas € inferior ao necessdrio para

manter uma vida saudavel.

Conclusao

Identificar os individuos que possuem um risco aumentado para o cancer é
importante para planejar e implementar politicas de prevengdo e estratégias de conduta nao
apenas em nivel de sadde publica, mas também para cada paciente em particular.
O uso de marcadores molecular de risco, identificados através de um simples exame em
sangue periférico e de avaliacdes qualitativas de consumo alimentar poderiam auxiliar no

rastreamento da malignidade.

Nossos dados sugerem que a implementagdo de politicas visando a melhoria na
qualidade da dieta e o aumento da atividade fisica poderiam ter grande impacto na

incidéncia de cancer, especialmente entre homens acima de 45 anos de idade.

Estudos de interacdo entre nutrientes e genes tém grande potencial na
exploracdo de mecanismos de tumorigénese, identificando populacdes/individuos

susceptiveis para desenvolvimento de estratégias que beneficiem a saide humana.
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Questionario - Freqiiéncia Habitual de Consumo

Nome:

Sexo: Idade :

Consumo de verduras e legumes

Consumo de frutas

Consumo de gorduras e agucares™

Consumo de cereais integrais

Consumo de carnes, ovos e leguminosas

Consumo de leite e derivados

Consumo de arroz, paes e tubérculos

8- Atividade Fisica () sim () nao
*gorduras e agticares - doces, frituras

Legenda:
D- Diariamente
E- Eventualmente

N- Nunca
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LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR DO CANCER

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Faculdade de Ciéncias Médicas - Departamento de Clinica Médica

TERMO DE CONSENTIMENTO

Projeto de Pesquisa em Genética Molecular do Cancer Ovario

Orientadora: Prof* Dr* Laura Sterian Ward

Paciente ou Responsavel pelo paciente

Concordo em doar sangue e/ou um pedago do material retirado durante minha
cirurgia para pesquisa de genes que podem estar envolvidos no aparecimento do céancer.
Sei que se trata de uma pesquisa cientifica e concordo em que os dados de meu caso,
registrados no meu prontudrio médico, sejam usados para avaliar a importancia dos genes,
sabendo que meu nome assim como meus dados clinicos e de laboratorio ndo serdo
individualmente citados e que em nenhum momento meu diagnéstico ou tratamento serdo
prejudicados por tal doacdo. Também sei que esta pesquisa pode trazer beneficios para a cura
ou o tratamento do cancer no futuro, mesmo que eu ndo me beneficie disso agora.
N3ao terei nenhum gasto com a doagdo do meu material para esta pesquisa e sei que poderei
cancelar minha decisdo e deixar de participar em qualquer momento. Também ndo serei
submetido a qualquer procedimento que nao faga parte da rotina de meu tratamento normal,

sob a orienta¢do de meu médico habitual.

Estou consciente da importancia de minha participacdo da qual posso desistir em
qualquer momento. Fui informado de que este projeto estd aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa e sei que poderei obter todas as informacdes que desejar e necessitar no fone:

(19) 3521.8954.
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