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Resumo

Objetivos: Estimar a prevaléncia dos polimorfismos génicos presentes nos genes
do receptor da progesterona (PROGINS) e Glutationa S-transferase (GSTM1), em
mulheres afro-descendentes de comunidades Quilombolas do Estado do Mato
Grosso do Sul e verificar alguns fatores associados. Métodos: Foram analisadas
101 mulheres afro-descendentes das Comunidades Quilombolas de Furnas da Boa
Sorte, de Furnas do Dionisio e de Sao Benedito, incluidas no Programa de
Atencao a Saude das Populagdes Negras e Indigenas — PASNI-MS (Mato Grosso
do Sul). O DNA foi extraido a partir de amostras de sangue periférico e a
genotipagem para os polimorfismos citados foi realizada pela técnica da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em gel de agarose. Para a classificagédo
da mamografia e da categoria da densidade da mama foram tomados como base
os padrboes do sistema ACR-BIRADS, 1998. Resultados: Com relacido ao
polimorfismo PROGINS foram encontradas as seguintes frequéncias genotipicas:
P1/P1 (gendtipo selvagem), 94%; P1/P2 (heterozigoto), 6%; e P2/P2 (homozigoto
recessivo), 0%. A frequéncia dos gendtipos do polimorfismo GSTM1 na populagéo
estudada foi: gendtipo positivo (1/1), 98% e gendtipo nulo (0/0), 2%. N&o se
observou relacdo entre as delegcbes estudadas e o indice de massa corpérea
(IMC), idade da menarca, numero de gestagcbes e historia de cancer na familia.
Ndo houve associagdo positiva (p>0,05) entre os achados mamograficos e
classificagdo BIRADS e as variaveis epidemioldgicas analisadas, com excegao da
idade que apresentou maior média (p<0,05) para as mulheres com padrao
mamografico D2. Conclusées: Polimorfismos presentes nesta populagdo em
genes envolvidos na agao e metabolizagédo de esterdides sexuais, como PROGINS
e GSTM1 sao pouco frequentes e parecem nao exercer influéncia no surgimento
de condi¢des patolégicas como o cancer de mama e nem estao associados com 0s

dados epidemiologicos analisados.
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Introducao

O DNA genbmico possui um grande numero de variagbes na
composigcao de nucleotideos entre os individuos. Essas variacdes sao decorrentes
de processos de substituicdo de nucleotideos, inser¢cdes e/ou delecdes de bases,
que ocorreram ao longo do processo evolutivo humano, podendo ser transmitidos

de geracado em geracao (Majewski, Ott, 2002).

As substituicdes, insercdes ou delegcdes que sao transmitidas ao
longo das geragdes e que alcangam niveis iguais ou superiores a 1% na

populagéo, sdo denominadas de polimorfismos (Kwok, Gu, 1999).

Os polimorfismos de nucleotideos Uunicos (Single Nucleotide
Polymorphism - SNP) sdo comuns em todas as regides do genoma humano;
acredita-se que ocorra um SNP a cada 1.000 bases (Syvanen, 2005). O
entendimento da influéncia de certos polimorfismos no fenétipo dos individuos vem

sendo objeto de pesquisa de longa data.

Visto que mutagdes especificas em alguns genes podem aumentar a
incidéncia de alguns tipos de cancer (Pharoah et al, 2004), a ocorréncia de
polimorfismos no genoma pode afetar a expressédo génica e, por conseguinte, ter

relevancia também na oncogénese (Zhu, Xia, 2004).

O cancer de mama €& uma neoplasia com alta taxa de incidéncia e
mortalidade no Brasil, sendo a segunda neoplasia maligna mais frequente no mundo
e a primeira entre as mulheres (Brasil, 2005 e 2009). De acordo com as estimativas
de 2010, e validas também para o ano de 2011, para o cancer de mama no Brasil, o
numero de casos novos para esse tipo de cancer foi de 49.240, com um risco

estimado de 49,27 casos a cada 100 mil mulheres (Brasil, 2009). A prevencgéao
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primaria de cancer de mama ainda nao € totalmente possivel devido a variagdo dos

fatores de risco e as caracteristicas genéticas que estdo envolvidas na sua etiologia.

Muitos estudos de base populacional tém mostrado que entre racgas
de mulheres existem diferencas nos padrdes de cuidados para com o cancer de
mama, havendo acesso desigual quanto ao estado de arte no tratamento dessa
doencga. Dados tém sido publicados, mostrando que a incidéncia de cancer de
mama €& maior entre as mulheres caucasianas do que entre as afro-americanas,
nos Estados Unidos (Du & Simon, 2005; Simon et al, 2005; Tammemagi et al,

2005).

Sabe-se que a heranga genética, agindo por meio de polimorfismos,
apresenta papel relevante na génese de cancer de mama e que os polimorfismos
podem contribuir para o desenvolvimento de varias doencgas, sobretudo aquelas
em tecidos dependentes de horménio, e também explicar as variagdes individuais

na densidade mamografica (Haiman et al, 2003).

A avaliagao da populagcado quanto aos fatores de risco para cancer de
mama e a influéncia de polimorfismos relacionados a doenca constitui atualmente
ferramentas importantes no estudo da susceptibilidade individual ao cancer de

mama.

O conhecimento mais aprofundado das variagbes genéticas pode ser
o caminho para acdes mais eficazes no sentido de se estabelecer procedimentos
ou orientacdes que levam a prevencgao primaria de cancer de mama e seu controle
adequado quando a doenga ja se estabeleceu, principalmente individualizando a

indicacao terapéutica mais agressiva (Morais, 2008).
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Assim, no presente trabalho foi proposto estimar a prevaléncia dos
polimorfismos PROGINS (presente no gene do receptor de progesterona) e
Glutationa-S-Transferase M1 (GSTM1) em mulheres afro descendentes de trés
comunidades Quilombolas do Estado de Mato Grosso do Sul, e verificar fatores
clinicos e suas possiveis associagcdbes com os genes polimorficos e a densidade
mamografica, visando obter dados da etnia negra que possam gerar uma forma

efetiva de contribuir para a prevencao, especialmente contra o cancer.
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2.1 Populagdes Quilombolas

Na primeira metade do século XVI, representado principalmente por
portugueses e espanhais, trazidos pelos colonizadores portugueses, os africanos
sao introduzidos no Brasil para o trabalho escravo. Em 1538, os primeiros escravos
negros chegam ao Brasil (Salles, 1973). Porém, somente na segunda metade do
século XVIII, o escravo africano entra em outras regides do Brasil de forma
compulséria. O numero estimado foi de 53.000 entre os anos de 1755 e 1820

(Salles, 2005).

Segundo Vergolino-Henry & Figueiredo (1990), os negros introduzidos
no Brasil sdo nativos das seguintes regides: Guiné Portuguesa, atualmente Guiné
Bissau e Cachéu; ilhas de Cabo Verde, correspondente a republica do Cabo Verde;
Reinos de Angola, Luanda e Benguela, os quais compde hoje a Republica Popular
de Angola; Costa Oriental da Africa, equivalente & Republica do Quénia; Norte e
Sul do Rio Rovuna, atuais Republica da Tanzania e Republica Popular de
Mocgambique; Reino de Mazagéao e Guiana Francesa, atualmente correspondente a

Republica Dominicana.

Muitos africanos, durante o periodo escravocrata, fugiram de grandes
fazendas para a floresta, devido aos maus tratos e humilhagdes aos quais eram

constantemente submetidos (Schwarcz, 1993; Salles, 2005).

Como resultado destas fugas, comunidades rurais afro-brasileiras,
denominadas de Quilombos, foram formadas durante os séculos XIX e XX. Muitos
destes quilombos permaneceram, em parte, isolados na floresta preservando suas

identidades sociais, culturais e genéticas (Schwarcz, 1993).
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Observa-se entado, que durante os ultimos trés séculos de ocupacao
da regido sudoeste, trés etnias, o africano, o amerindio e o europeu, diferentes do
ponto de vista biolégico e cultural, interagiram entre si em resposta as demandas
ambientais e sociais. Destas interagcdes, as comunidades afro-brasileiras do
passado deram origem atualmente a populagbées quilombolas (Schwarcz, 1993;

Silva, 2004; Telles, 2003).

2.2 Comunidades Quilombolas no Estado de Mato Grosso do Sul

No Estado de Mato Grosso do Sul (MS), as Comunidades
Remanescentes de Quilombolas sdo formadas por pequenos agricultores rurais
negros, inseridos em grupos que participam de programas como o de agricultura
familiar. Suas origens estdo nas fugas com ocupagao, nas herangas, doagdes,
recebimentos de terras como pagamento de servigos prestados ao Estado, simples
permanéncia nas terras que ocupavam e cultivavam no interior de grandes
propriedades, bem como a compra de terras, tanto durante a vigéncia do sistema
escravocrata quanto apds sua abolicdo. Informagdes conduzem a que o0s
antepassados das Comunidades negras do Estado teriam vindo para a regido logo
ao fim do periodo escravista, das cidades de Minas Gerais e Goias (Sundfeld,

2002).

Furnas dos Dionisio foi fundada em 1901, e leva esse nome porque o
seu primeiro morador teria sido um senhor conhecido pelo nome de Dionisio
Antonio Vieira, ex-escravo oriundo de Minas Gerais. A comunidade é localizada a
48 km de Campo Grande, no municipio de Jaraguari (MS). Atualmente, as noventa

e duas familias da comunidade quilombola Furnas do Dionisio, habitam a area em
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situacao regularizada, pois, em 2009, o Incra reconheceu e declarou como territorio
da Comunidade Remanescente de Quilombo Furnas do Dionisio, a area de

1.018,2796 hectares (Instituto Nacional de Colonizagao e Reforma Agraria, 2009).

Furnas da Boa Sorte € uma comunidade rural composta de 220
pessoas entre 68 familias remanescentes do quilombo, situada no Municipio de
Corguinho, regiao central do Estado de Mato Grosso do Sul. Conforme reportado
no Relatério Antropoldégico da Fundagdo Palmares, no projeto de titulagdo da
gleba, a comunidade tornou-se local de isolamento devido a posi¢cdo geografica
privilegiada tanto pela conformacdo sinuosa do terreno que forma a Serra de
Maracaju como pelo fato de encontrar-se no chamado caminho as aguas da rota
de Vacaria e da Fazenda Taboco (Instituto Nacional de Colonizagédo e Reforma

Agraria, 2009; Andrade Filho, 2007).

A comunidade de S&o Benedito esta localizada no centro-urbano de
Campo Grande, com uma populacédo de 1000 pessoas, e teve como a sua primeira
moradora a matriarca Eva Maria de Jesus. Sobre o que contam os seus
descendentes, Eva era benzedeira e possuia uma inabalavel fé catdlica. Construiu,
em torno de 1910, uma pequena igreja de madeira, hoje reconstruida em alvenaria
e conhecida na cidade como “A Igrejinha” (Silva, 2003; Instituto Nacional de

Colonizacao e Reforma Agraria, 2009).

As consequéncias genéticas de todo um processo de formagado e
expansao destas populagdes tem sido alvo de intensas investigagdes através de
varios niveis biolégicos (polimorfismos classicos, mtDNA e nuclear). Para contribuir
com estas investigacdes pretende-se avaliar a real contribuicdo de polimorfismos

africanos em uma comunidade quilombola, assim como investigar a presenga ou
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nao de condi¢gbes patologicas associadas a agao e metabolizagdo de horménios

sexuais.

2.3 Polimorfismos génicos

O DNA genbmico possui um grande numero de variagbes na
composigcao de nucleotideos entre os individuos. Essas variacdes sao decorrentes
de processos de substituicdo de nucleotideos, insergcdes e/ou delecdes de bases,
que ocorreram ao longo do processo evolutivo humano, podendo ser transmitidos

de geracado em geracao (Majewski, Ott, 2002).

Quando as substituicbes ocorrem em regides codificantes, podem
acarretar mudangas na sequéncia de aminoacidos da proteina (substituicdo nao-
sinbnima). Consequentemente, as substituicbes nao-sinbnimas podem causar
alteragbes funcionais e estruturais significativas nas proteinas. Em contrapartida,
substituicbes que nao alteram a sequéncia protéica sao denominadas de
substituicdes sinbnimas. Essas substituicbes em regides nao-codificantes, como
promotores e introns, podem alterar a estrutura e a estabilidade do RNAm
(Majewski, Ott, 2002), diminuindo ou aumentando a transcricdo génica (Majewski e

Ott, 2002; Pharoah et al, 2004).

As substituicdes, insercdes ou delegcdes que sao transmitidas ao
longo das geragdes e que alcangam niveis iguais ou superiores a 1% na

populagéo, sdo denominadas de polimorfismos (Kwok, Gu, 1999).

Os polimorfismos de nucleotideos Uunicos (Single Nucleotide

Polymorphism - SNP) sdo comuns em todas as regides do genoma humano;
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acredita-se que ocorra um SNP a cada 1.000 bases (Syvanen, 2005). O
entendimento da influéncia de certos polimorfismos no fenétipo dos individuos vem

sendo objeto de pesquisa de longa data.

Visto que mutagdes especificas em alguns genes podem aumentar a
incidéncia de alguns tipos de cancer (Pharoah et al, 2004), a ocorréncia de
polimorfismos no genoma pode afetar a expressédo génica e, por conseguinte, ter

relevancia também na oncogénese (Zhu, Xia, 2004).

2.4 Polimorfismos nas vias de agao dos esterdéides sexuais

2.4.1 Polimorfismo do Receptor de Progesterona (PROGINS)

O gene do receptor de progesterona humano (PRh) pertence a
superfamilia dos receptores esteroidicos e esta localizado no cromossomo 11g22-
23 (Figura 1A) (Rowe et al, 1995), e é responsavel por mediar as ag¢des da
progesterona (Carvalho et al, 2007), sendo assim, um importante regulador no
crescimento e diferenciacdo da glandula mamaria e do sistema reprodutor feminino
além de estar envolvido no desenvolvimento de tumores malignos (Fabjani et al,

2002).

O gene PRh utiliza promotores e sitios de iniciagdo da traducéao
diferentes para produzir duas isoformas denominadas hPR-A e hPR-B (Modugno,
2004). A isoforma A consiste de 764 aminoacidos e peso molecular de 94 kDa,
enquanto a isoforma B apresenta uma adicdo de 164 aminoacidos em sua regiao
N-terminal, resultando em uma proteina de 114 kDa (Li, O'Malley, 2003). Ambas as

isoformas possuem trés dominios funcionais conservados: a regidao N-terminal, o
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dominio de ligacdo do DNA (DBD) e o dominio de ligacdo ao ligante (LBD)

(Kastner et al, 1990).

Outras variantes do receptor de progesterona (Figura 1B), além do
hPR-A e hPR-B foram relatadas posteriormente, tais como o hPR-C, hPR-S e o

hPR-T (Hirata et al, 2002).

Vaérios polimorfismos tém sido identificados no gene do receptor de
progesterona humano e, dentre eles, destaca-se o polimorfismo PROGINS que
consiste de uma inser¢ao Alu de 306 pb no intron G (Figura 1B), entre o0 éxon 7 e 8§;
uma mutacgao pontual silenciosa no éxon 5 (rs1042839) (C—>T) e uma substituicdo de
um unico aminoacido no éxon 4 (rs1042838) (G>T / Valina - Leucina), identificado
por Rowe et al em estudo com o cancer de ovario (Rowe et al, 1995; Kieback et al,
1998; Wang-Gohrke et al, 2000; Hsieh et al, 2003), também conhecido como

complexo PROGINS (Fabjani et al, 2002; Kieback et al, 1998).

Segundo McKenna et al (1995), esse polimorfismo resulta em uma
transcricdo anémala do gene do receptor de progesterona por recombinagao ou
por um erro no processamento do transcrito primario, levando a uma perda da
capacidade de ligacdo do hormébnio ao receptor e da sua ativagdo, com

consequente queda da atividade da progesterona.

Evidéncias sugerem que ambas isoformas exercam atividades
funcionalmente distintas, hPR-A tem mostrado acdo repressora do gene do
receptor de estrogénio enquanto hPR-B tem grande capacidade de ativa-lo

(Fabjani et al, 2002; Modugno, 2004).

Fabjani et al (2002) verificaram que a isoforma hPR-A parece ser a

proteina envolvida com o polimorfismo PROGINS, o qual parece conferir

11
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decréscimo em sua estabilidade com perda da capacidade de inibir a ativagao dos
receptores estrogénicos. Kieback et al (1998) acreditam que a isoforma hPRA, sob
a acao do polimorfismo PROGINS, condicionaria também uma disfuncdo na

atuacao da isoforma hPRB.

O receptor de progesterona GENFE

TR T T
A e
I fr-s T
AF-1 AF-2
terminal | a0 Lh| Lod LS ERAILIN
AF-1 AF-2
i £ Insercao Alu
11q22-23 Polimorfismo

PROGINS
A B C D E F
' "DBD | h| LBD [ L

Figura1: O Receptor de Progesterona e o polimorfismo PROGINS. Na Figura 1A, destaca-se em
vermelho a localizagdo do gene do receptor de progesterona no cromossomo 11, obtido de
NCBI — http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=607311) Na figura 1B pode-se
observar a estrutura e dominios funcionais dos diferentes tipos de receptor de progesterona,
bem como a inser¢ao Alu que caracteriza o polimorfismo PROGINS. Modificado de Margolis
et al (2005).

O polimorfismo PROGINS tem sido estudado em associacido com o
cancer de mama, endométrio, ovario, bem como a endometriose e abortos de
repeticao (McKenna et al, 1995; Wang-Gohrke et al, 2000; Kurz et al, 2001; Pearce
et al, 2005; Romano et al, 2006; Carvalho et al, 2007; Junqueira et al, 2007). Com
relacdo ao cancer de ovario, o primeiro estudo realizado foi em 1995, por McKenna
e colaboradores e sugere um possivel aumento no risco da doenga associada ao

polimorfismo em uma populagado germanica e irlandesa. Recentes estudos também

continuaram encontrando associag¢ao positiva entre o polimorfismo PROGINS e o
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cancer de ovario (Runnebaum et al, 2001; Agoulinik et al, 2004; Pearce et al, 2005;

Romano et al, 2006, Leite et al, 2008).

Entretanto, outros estudos falharam ao tentar estabelecer alguma
diferenca estatistica significante associada ao risco da doenga (Manolitsas et al,
1997; Lancaster et al, 1998; Spurdle et al, 2001; Tong et al, 2001; Lancaster et al,

2003).

2.5 Polimorfismos nas vias de metabolizagao dos esterdides sexuais

2.5.1 Polimorfismo da Glutationa-S-transferase (GST)

A glutationa (GSH) é um tripeptideo formado pelos residuos de
glicina, glutamato e cisteina e esta presente na maioria das células de espécies
aerdbias. Seu papel em processos de detoxificagdo, em associagao com diferentes

enzimas, é fundamental para conferir resisténcia a célula (Rossini et al, 2002).

A funcao deste tripeptideo é fundamental para a biologia da célula,
visto que modula a resposta celular por oxido-reducédo, detoxifica drogas e
metabdlitos, regula a expressao génica e a apoptose e também esta envolvida no

transporte de solutos organicos através de membranas (Jefferies et al, 2003).

A glutationa S-transferase (GST) é uma familia de enzimas
intracelulares que impedem a acgao de toxinas enddgenas e exdgenas sobre as
células, evitando assim danos ao DNA celular e constituindo uma familia de
enzimas responsaveis pelo metabolismo de uma série de xenobidticos e

carcinégenos, que catalisam a conjugacao da glutationa, tornando-os soluveis e
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possiveis de serem excretados em agua (Mannervik et al, 1992; Strange, Fryer,

1999; Hayes et al, 2005).

Dessa forma, as GSTs desempenham papel predominante no
metabolismo celular, bem como na modificacdo de compostos eletrofilicos
reativos, tanto pela conjugagao com as glutationas, como também por ligagdo nao
covalente com varios agentes xenobidticos, incluindo carcinégenos e drogas
citotéxicas, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos presentes na dieta
alimentar e na fumaca dos cigarros, impedindo a ligagéo destes ao DNA (Strange,

Fryer, 1999).

Esses compostos eletrofilicos reativos podem ser resultantes ainda,
de processos enddgenos, iniciados, por exemplo, na respiragdo e em processos
inflamatérios, ou ainda, por radiacdo ionizante com a producdo de espécies
reativas de oxigénio, incluindo radicais superoxido e hidroxila (Lang, Pelkonen,
1999). Assim, é possivel concluir que tais enzimas desempenham uma fungéao

protetora contra a atuagao dos radicais livres (Taningher et al, 1999).

Dessa forma, inumeras evidéncias sugerem que a modulacdo de
enzimas da fase Il, como a glutationa S-transferase, desempenha um importante
papel no processo carcinogénico e na protegao contra carcinégenos (Kwak et al,

2001).

Os genes da GST apresentam polimorfismos genéticos que podem
alterar a atividade da enzima, contribuindo para a diferenca inter-individual nas

respostas aos xenobiéticos (Hayes et al, 2005; Zhong et al, 2006).
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As GSTs citosdélicas humanas sao classificadas de acordo com a
diferenca na sequéncia dos aminoacidos. E sao divididas em sete classes distintas:

a (A), 4 (M), © (P), o (Sigma), & (Zeta), ® (Omega) e 6 (T) (Hayes et al, 2005).

Cinco genes p (M) foram identificados: GSTM1, GSTM2, GSTM3.
GSTM4, GSTM5 (Hayes et al, 2005). O gene do GSTM1 esta localizado no
cromossomo 1p13.3 (Figura 2), contém 8 éxons e gera uma proteina de 217

aminoacidos com um peso molecular de 25.6 kDa (Hayes et al, 2005).

E interessante ressaltar que um grande numero de individuos nZo
expressa a enzima devido a uma delecdo homozigética do gene. Uma explicagéo
para isso seria a possivel a ocorréncia de um crossing-over desigual (Mitrunen,
Hirvonen, 2003). Diante disso, individuos que possuem a delegdo homozigdtica
para o GSTM1 podem apresentar um aumento do risco para o desenvolvimento de

varias doencas neoplasicas, como o cancer.

1p13.3

Figura 2 - Localizagdo do gene GSTM1. Destaca-se em vermelho a localizagdo do GSTM1 no
cromossomo, obtido de NCBI-
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=138350
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Alguns trabalhos tém avaliado o papel do polimorfismo GSTM1 e a
relacdo com o desenvolvimento do cancer de ovario e carcinoma colorretal,
apresentando resultados conflitantes (Sarhanis et al, 1996; Hengstler et al, 1998;
Lallas et al, 2000; Baxter et al, 2001; Spurdle et al, 2001; Coughlin, Hall, 2002;

Beeghly et al, 2006; Ansolin et al, 2010).

O gene GSTM1, que é polimdrfico na populagao, ocorre em cerca de
30-50% dos individuos, dependendo do grupo étnico a que pertencem. No trabalho
de Losi-Guembarovski & Célus (2001), estudando a distribuigado étnica e relagao
com cancer associadas aos alelos especificos dos genes glutationa S-transferase
M1 (GSTM1), no Brasil, observaram que os diferentes estudos desenvolvidos, em
diversos paises, com genes responsaveis pela metabolizagdo de xenobidticos, séo
de grande importancia para o estabelecimento definitivo das frequéncias destes
genes nas diferentes populagdes humanas, e podem ser utilizados como

biomarcadores no auxilio a prevencgao e tratamento do cancer.

2.6 Biossintese e agao dos estrogénios

O estrogénio € o hormdnio basico da mulher e sua produgado comecga
na adolescéncia, quando é responsavel pelo aparecimento dos sinais sexuais
secundarios, e vai até a menopausa. No menacme, a principal fonte de produgao é
0 ovario, sendo que as supra-renais também podem sintetiza-lo, porém essa

funcao parece ser mais definida apés a menopausa (Lima et al, 2003).

A sintese de todos os esterdides tem como precursor o colesterol e os

trés estrogénios sintetizados pelo ovario sdo a estrona, o estradiol e o estriol,
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sendo que o estradiol € o hormdnio de maior relevancia no menacme e a estrona,

no climatério (Kushner et al, 2000).

A forma de agédo mais importante do estrogénio € a ligagao com o seu
receptor. Estrogénios se difundem pelo interior das células e se ligam ao estrogeno
(ER), localizado no nucleo. Dessa forma, o complexo formado se liga a elementos
de resposta ao estrégeno direta ou indiretamente por meio de interagdes proteina-
proteina com o ativador de proteina (AP1) ou sitios SP1 na regidao promotora dos
genes de resposta ao estrégeno, o que resulta no recrutamento de proteinas co-
reguladoras (co-ativadoras ou co-repressoras) a fim de promover, aumentar ou
decair os niveis de RNAm (acido ribonucleico mensageiro) e a produgao de

proteinas associadas (Jakimiuk et al, 2007).

Na figura 3, observa-se a via de sintese dos esterdides ovarianos a
partir do colesterol, formando-se androgénios (androstenediona e testosterona) e
finalmente os estrogénios. Na primeira fase do ciclo parece predominar a via delta-
5 (a partir da 17-hidroxipregnenolona), vista a esquerda da figura. Na segunda fase
parece haver predominancia da via delta-4 (a partir da progesterona), vista a direita
da figura. Por sua vez, estdo envolvidas na biossintese do estradiol, enzimas da
superfamilia do citocromo P450, como CYP1A1, CYP17 e CYP19 bem como as
hidroxiesterdides desidrogenases 33-HSD e 17p-HSD (Thompson, Ambrosone,

2000).

Portanto, a clivagem da cadeia do colesterol pela agédo da enzima
CYP11A forma a pregnenolona que, pela agdo da enzima 3p3-HSD, é convertida em
progesterona (pregnenolona e progesterona sao esterdides C21) (Thompson,

Ambrosone, 2000).
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Colesterol

@)

Pregnenolona———> 17a-Hidroxipregnenolona ——> Dehidroepiandrosterona

7 (DHEA)
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Progesterona ———> 17a-Hidroxiprogesterona —3 Androstenediona = Testosterona
CYP19
< Aromatose) >
la» |
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Figura 3 - Biossintese do estradiol a partir do colesterol. Destaca-se na biossintese do
estradiol a participagdo das enzimas da superfamilia do citocromo P450, como
CYP1A1, CYP17 e CYP19 (Thompson, Ambrosone, 2000).

A hidroxilagdo e a subsequente clivagem do esterdide C21 pela agao
da CYP17 produzem 0s esteroides C19, androstenediona e
dehidroepiandrosterona; sendo a androstenediona a precursora para a formacao

da testosterona através da agao da enzima 173-HSD (Mitrunen, Hirvonen, 2003).

Assim, a aromatizagdo da androstenediona e testosterona,
respectivamente, catalizadas pela acdo da CYP19 (aromatase) forma, finalmente,

os estrogénios estrona e estradiol (Thompson, Ambrosone, 2000).

2.7 Metabolizagao dos Estrogénios

Os estrogénios sdo metabolizados por reagcbes de oxidagao e

conjugacao que podem leva-los a desativacdo e a sua subsequente eliminagao
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(Figura 3). Alternativamente, as reagdes de oxidagao e conjugacao dos estrogénios
podem gerar metabdlitos que possuem atividades bioldgicas distintas, incluindo
propriedade de alteragdo hormonal, genotoxicidade (através da formagao de
espécies ativas que modificam DNA e proteinas) e/ou propriedades
quimioterapicas (através da formacdo de derivados que sao antagbnicos ao

receptor de estrogénio) (Thompson, Ambrosone, 2000).

A metabolizagdo dos estrogénios envolve dois tipos de enzimas: as
de metabolismo mediado pelas oxidases de funcdo mista, ou de Fase | e as

enzimas de conjugacéao, ou de Fase Il (Hayes et al, 2005).

As enzimas oxidativas da fase | sdo principalmente enzimas da
superfamilia do citocromo P450 (CYPs) (Raunio et al, 1995). As reacgbes da Fase |l
envolvem a conjugagcdo com substrato endégeno (glutationa) através das
glutationa-S-transferases (GSTs) que agem como enzimas inativadoras dos
produtos da Fase |, tornando tais metabdlitos mais hidrofilicos e, dessa forma,

passiveis de excrecado (Raunio et al, 1995; Torresan et al, 2008)).

A metabolizagdo do estradiol e estrona pode ocorrer por duas vias
distintas: a hidroxilagcdo do anel A ou do anel D. A hidroxilacdo do anel A leva a
formacéo de catecolestrogénios (CEs), denominados 2 ou 4-hidroxiestrona e 2 ou
4-hidroxiestradiol, enquanto a hidroxilagédo do anel D forma a 16a-hidroxiestrona.
Os catecolestrogénios sao os principais metabolitos dos estrogénios, os quais sao
inativados  principalmente pela O-metilagcdo, catalizada pela catecol-o-

metiltransferase (COMT) (Mitrunen, Hirvonen, 2003).

A metabolizag&o dos catecolestrogénios forma semiquinonas (CE-SQ)

e quinonas e, além disso, a ciclagem redox entre CE-SQs e CE-Qs produz

19



Referencial Tedrico

espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem causar danos oxidativos aos
lipideos das membranas e também ao DNA (Acido desoxiribonucléico). Esses ROS
tém sido descritos como potenciais iniciadores da formagao tumoral (Yager, Liehr,

1996).

A CE-2,3 Q pode-se ligar de forma estavel ao DNA, enquanto a forma
CE-3,4Q se liga ao DNA em regides onde predominam bases puricas, as quais sao
perdidas através da clivagem das suas pontes glicosidicas. Supde-se que o ultimo

evento possa causar iniciagdo tumoral (Mitrunen, Hirvonen, 2003).

As quinonas podem ser conjugadas com glutationa (GSH) por meio
da acdo das GSTs (Glutationa S-transferases) ou reduzidas a catecolestrogénios
através da quinona redutase (Cavalieri et al, 1997). As semiquinonas podem reagir
com o oxigénio molecular para formar radicais superoxidos, os quais sao reduzidos
a peroxido de hidrogénio (H2O2) espontaneamente ou entdo sao catalisados por
superoxidos desmutases, como o MnSOD (Superdxido Dismutase Dependente de

Manganés) (Cavalieri et al, 1997; Liehr, 2000).

O perdéxido de hidrogénio € neutro e nao reativo, exceto na presenca
de ions de metais de transicdo reduzidos (Fe?*), o qual permite a formagdo do
oxidante mais potente, o radical hidroxila (OH). O H,O, também pode atravessar a
membrana nuclear e celular, alcangando o DNA das células vizinhas (Cadet et al,

1999).

Diferencgas existentes entre os individuos nas vias de conjugacgao dos
estrogénios e catecolestrogénios podem definir subpopulagbes de mulheres com
maior exposi¢cao a estes elementos ao longo da vida, podendo levar a um aumento

das taxas de dano celular (Mitrunen e Hirvonen, 2003).
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Atualmente, tem sido evidenciado o estudo de polimorfismos em
genes de baixa penetrancia, que codificam enzimas envolvidas na acao,
biossintese e no metabolismo de estrogénios e o possivel papel deles na
suscetibilidade ao cancer de mama e de ovario (Mitrunen e Hirvonen, 2003;

Torresan et al, 2008).
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Figura 4: Metabolizagido dos Estrogénios: destaca-se que metabolizagdo envolve dois tipos de
enzimas: as de metabolismo mediado pelas oxidases de fungcdo mista, ou de Fase |
(citocromo P450 (CYPs) e as enzimas de conjugacgéao, ou de Fase Il (GSTs).
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2.8 Cancer de mama

2.8.1 Epidemiologia e fatores de risco

O cancer de mama € uma neoplasia com alta taxa de incidéncia e
mortalidade no Brasil. De acordo com as estimativas de 2010, e validas também
para o ano de 2011, para o cancer de mama no Brasil, o numero de casos novos
para esse tipo de cancer foi de 49.240, com um risco estimado de 49,27 casos a
cada 100 mil mulheres, sendo que na regido Centro-Oeste, a estimativa foi de

37,68 casos novos/100 mil, para o cancer de mama (Brasil, 2009).

No Estado de Mato Grosso do Sul e no Municipio de Campo Grande,
as estimativas/2006 de numero de casos novos por cancer de mama foram de 550,
no Estado, e de 260, no Municipio (Brasil, 2009). O Céncer de mama é o segundo
tipo de cancer mais frequente no mundo e o mais comum entre as mulheres. A
cada ano, cerca de 22% dos casos novos de cancer em mulheres sdo de mama.
Mais da metade dos casos novos ocorre em paises desenvolvidos. Seu
prognostico é relativamente bom, se diagnosticado nos estadios iniciais. Na

populacdo mundial, a sobrevida média apds cinco anos é de 61% (Brasil, 2007 e

2009).

A prevengao primaria de cancer de mama ainda nao é totalmente
possivel devido a variagado dos fatores de risco e as caracteristicas genéticas que
estdo envolvidas na sua etiologia. Nao existem medidas praticas especificas de
prevengao primaria dessa neoplasia, aplicavel a populagdo, mesmo que estudos
observacionais tenham sugerido que a prevengdo quanto ao habito de fumar,

alcoolismo, obesidade e sedentarismo diminuam o risco de cancer de mama.
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Avancos na tecnologia tém surgido para o diagnostico precoce e o tratamento no

sentido de melhorar a sobrevida das pacientes (Brasil, 2009).

Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilio realizada pelo IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2005) mostra que 34,4% das
mulheres brasileiras com mais de 40 anos de idade nunca foram submetidas a
exame clinico das mamas por um profissional de saude. Nos ultimos dois anos,
entre as mulheres com 50 anos de idade ou mais, a cobertura do exame
mamografico foi de 41,2%. Nesta faixa etaria, 49,7% das entrevistadas afirmaram

jamais haver feito este exame.

A articulagdo de acdes dirigidas ao cancer de mama e do colo do
utero esta fundamentada na Politica Nacional de Atencdo Oncoldgica (2005),
através da Portaria GM n°® 2439 de 08/12/2005. Essa articulacdo trata das
seguintes diretrizes estratégicas, compostas por acdes a serem desenvolvidas, nos
distintos niveis de atencdo a saude: aumento da cobertura da populagdo-alvo;
garantia da qualidade; fortalecimento do sistema de informagéo; desenvolvimento

de capacitagdes; desenvolvimento de pesquisas e mobilizagdo social.

Muitos estudos de base populacional tém mostrado que entre racgas
de mulheres existem diferencas nos padrdes de cuidados para com o cancer de
mama, havendo acesso desigual quanto ao estado de arte no tratamento dessa
doencga. Dados tém sido publicados, mostrando que a incidéncia de cancer de
mama €& maior entre as mulheres caucasianas do que entre as afro-americanas,
nos Estados Unidos (Du & Simon, 2005; Simon et al, 2005; Tammemagi et al,
2005). Nesse pais, no periodo de 1998 a 1993, a incidéncia de cancer de mama
nas mulheres de raca branca foi de 90,7 casos por 100 mil mulheres/ano e nas de

raca negra foi de 79,3 casos por 100mil/ano. Foi observado também que a
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incidéncia padronizada pela populagdo mundial, ajustada por idade, chega a 127 e
128/1000 mil mulheres em algumas regides do norte dos Estados Unidos e no
Havai, ao passo que na China e na Africa, a incidéncia é de apenas 17 e 21/100
mil, respectivamente (Paulinelli et al, 2003; Ries, Eisner & Kosary, 2001; World

Health Organization, 2001).

Ainda, estudos pela observacdo de prevaléncia de agravos nas
populagdes, buscando correlagdo com os habitos sociais e origens étnicas e
familiares de individuos, dados de literatura tém apresentado resultados
preocupantes sobre a incidéncia do cancer de colo uterino entre povos indigenas.
Young & Choi (1985) apontam prevaléncia de 14% de neoplasia cervical em 115
casos de cancer ocorridos em habitantes de reservas indigenas de Manitoba,
Canada, de 1970 a 1979. Storn et al, em 1990, demonstraram que, na
Groenlandia, a incidéncia foi de 3,2 vezes maior em mulheres nativas quando

comparadas a mulheres dinamarquesas.

Taborda et al, em 2000, no rastreamento do cancer de colo uterino
em indias do Parque Indigena do Xingu, Brasil central, encontraram dados que
estdo de acordo com a literatura internacional quanto a elevada prevaléncia dessas
doengas em populagdes nativas. Elevados indices de doencas sexualmente
transmissiveis, inicio precoce da atividade sexual e multiplicidade de parceiros
sexuais foram apontados como os principais fatores de risco responsaveis pela

elevada ocorréncia de neoplasia cervical na populagao.

Em estudo epidemiolégico do cancer de mama no estado da Paraiba,
foi estimado que 10% das mulheres da populagéo geral dos paises ocidentais
desenvolverao, em alguma época de sua vida, o cancer de mama. Essa estimativa

podera diminuir em algumas subpopulagcbdes, como as das mulheres negras ou
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aumentar como as das mulheres judias de origem askenazi (Leal, Santos, Maia,

2002).

Os fatores de risco relacionados a vida reprodutiva da mulher
(menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira gestagao a termo acima dos 30
anos, anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de reposigcdo hormonal)
estdo bem estabelecidos em relacido ao desenvolvimento do cancer de mama. E
ainda, as taxas de incidéncia aumentam rapidamente até os 50 anos e depois

dessa idade as mesmas se dao de forma mais lenta (Brasil, 2007 e 2009).

Estudos diversos mostram que a urbanizacdo da sociedade e as
condi¢gbes socioeconbmicas (sedentarismo, obesidade, crescimento do produto
interno bruto) sédo fatores que devem ser levados em consideragdo como os de
risco para o cancer de mama (Li et al, 2008; Bell, Ge, Popkin, 2002). Thuler (2005)
mostrou que a urbanizagdo da sociedade é o fator responsavel por cerca de 80%
dos casos principalmente por envolver o processo de industrializacao e poluigcdo. E
Koifman (1999) apontou o aumento da expectativa de vida como um dos principais

fatores para o aumento da mortalidade por cancer.

Wasserman et al (2004) associaram a obesidade em mulheres pés
menopausa com cancer de mama, com uma variedade de fatores, incluindo
predisposi¢ao genética, classe social, menarca precoce, exercicio fisico, consumo
de alcool e dieta. No estudo, foram comparados os gendtipos (PR e A1B1) de
mulheres pdés menopausa com cancer de mama, com essas variaveis, em termos
da forca de sua relacdo com a obesidade (indice de Massa Corporal = 30 kg/m2),
mostrando que a menarca precoce e o padrdo genético avaliados tinham niveis
comparaveis de associagcdo com a obesidade na amostragem das mulheres com

cancer de mama estudado.
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Em um estudo descritivo sobre morbi-mortalidade do cancer na
cidade do Recife na década de 90 (Oliveira Junior, Cesse, 2005), os resultados
apontam o cancer de mama como a topografia de maior incidéncia no sexo
feminino, mostrando a necessidade de um olhar epidemiolégico atento e

qualificado no conhecimento e evolugédo desse agravo.

Estudos analiticos e de caso-controle tém investigado a relagéo entre
dieta e cancer de mama. Além da dieta, existem estudos também relacionando a
doencga com estilos de vida e fatores ambientais, como consumo de alcool, habito
de fumar, indice de massa corporal, atividade fisica e uso de alguns
medicamentos. Bosetti, Altieri & Vecchia (2002), reportando avangos nessas
relagdes, mostram que vegetais e frutas parecem ter efeito protetor quanto ao
aparecimento de cancer de mama e ginecoldégico; e que o consumo de alcool
possivelmente esta relacionado ao risco de cancer de mama e ainda, que a

atividade fisica tem sido associada com a reducao de risco de cancer de mama.

Fatores de risco e estratégias de redugdo de riscos de cancer de
mama tém confirmado que histéria familiar (principalmente parente de primeiro
grau — mae, irma ou filha), fatores reprodutivos e lactagéo, assim como a idade da
menarca e menopausa levam ao agravo e surgimento da doenca. Dados tém
mostrado também que terapia de reposicdo hormonal aumenta o risco enquanto
que contraceptivos orais provavelmente ndo aumentam esse risco; bebida
alcodlica consumida moderadamente aumenta o risco e dietas ricas em folatos e
carotendides conferem efeito protetor a doenca; o efeito do fumo e atividade fisica
ainda ndo estd bem esclarecido; em portadoras dos genes mutantes BRCA1 e

BRCAZ2, a cirurgia profilatica de mama pode reduzir significativamente o risco de
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by

cancer; e a obesidade deve ser alvo de agao de promogao a saude, inclusive

quanto a diminui¢ao do risco ao cancer de mama (Brekelmans, 2003).

A base genética que envolve a sintese de proteinas responsaveis

pela manutencao dos niveis hormonais foi recentemente reconhecida como um

importante fator de risco para céancer de mama (Feigelson &
Henderson, 2000). Tem-se tornado mais claro que a heranga genética, agindo por
meio de polimorfismos, apresenta papel relevante nessa génese. Pode-se definir
polimorfismo como uma variagdo genética que ocorre normalmente na populagao
geral, com frequéncia > 1% (Nussbaum et al, 2002). Os polimorfismos podem
contribuir para o desenvolvimento de varias doencas, sobretudo aquelas em
tecidos dependentes de hormdnio, e também explicar as variagdes individuais na

densidade mamografica (Haiman et al, 2003).

2.8.2 Rastreamento do cancer de mama

Rastreamento de cancer de mama por mamografia € uma medida util
para identificar a doenga no estagio inicial quando o tratamento pode ser mais
efetivo, com menos risco de diagnosticar tumores grandes, letais e palpaveis
(Michaelson et al, 2002). Edwards et al (2009), avaliando as diferengas étnicas no
uso regular de mamografia, incluindo mulheres afro-americanas, latinas, havaianas
nativas, japonesas e brancas, procedentes do Havai e de Los Angeles, com idade
entre 45 a 75 anos (n=81.722), concluiram que as trés primeiras etnias tinham

significativamente realizado menos exames mamograficos do que as mulheres
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brancas e japonesas; e esse resultado estava associado a idade, educacgao,

historia familiar.

As tentativas de encontrar bases genéticas para a densidade
mamografica sao recentes. A hipotese de que a transmissdo de um gene
dominante influenciava a densidade mamografica resultou na analise de 1.370
mamografias em 258 familias independentes, observando-se uma associagao
significante entre irmas. Acreditava-se que um gene autossébmico dominante
influenciava a densidade mamaria. Entretanto, hipéteses envolvendo heranca de
outros genes (recessivos) nao deveriam ser desprezadas (Pankow et al, 1997;

Linhares et al, 2005; Ramos, Kemp & Silva, 2006).

Os polimorfismos em genes que regulam a biossintese e o
metabolismo de hormonios esterdides também foram analisados para explicar as
variagdes nos padrbées mamograficos. Esses polimorfismos poderiam representar
biomarcadores com longo tempo de exposicdo a hormdnios enddgenos e
potenciais fatores de risco para cancer de mama. A densidade mamaria poderia
ser hereditaria, pelo menos em parte, e multiplos genes estariam envolvidos

(Haiman et al, 2003).

A presenca de polimorfismos do receptor para estrogénio tem sido
relacionada com o risco para cancer de mama. Observou-se maior densidade
mamografica em mulheres com um ou dois alelos polimérficos. Dessa forma,
sugeriu-se que polimorfismos do receptor para estrogénio, presentes naquelas com
mamas densas, afetariam o risco para cancer de mama (van Duijnhoven et al,

2005).

Programas de rastreamento mamografico como medidas de detecgao

precoce de cancer de mama com acompanhamento genético e nutricional
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contribuem para o controle da mortalidade, aumentando a sobrevida de mulheres

(Moody-Ayers et al, 2000).

O sistema BIRADS (Breast Image Reporting and Data System) foi
adotado pelo Colégio Brasileiro de Radiologia e Diagndstico por Imagem, no Brasil,
a partir de 1998, sendo a utilizagdo deste, mundialmente aceito e difundido,
possibilitando a uniformizacdo e a padronizagdo dos laudos de mamografia

(American College of Radiology, 1998).

Na Tabela 1, esta apresentado o sistema BIRADS na integra.

Tabela 1 — Classificagdo de exame de mamografia pelo sistema BIRADS

Categoria Descricao
0 Necessita de exame complementar (ecografia)
1 Exame normal, sem nenhuma alteracao
2 Achado benigno, negativo para malignidade
3 Les&o provavelmente benigna, requer controle semestral
4 Les&o provavelmente maligna (4%- com leve suspeita; 4b-

com suspeita moderada; 4c- altamente suspeita)
5 Lesao radiologicamente maligna

6 Lesdo sabidamente maligna

Modificada de American College of Radiology (1998)

Os padrées mamograficos classificados quanto a densidade do
parénquima mamario estdo apresentados na Tabela 2. A densidade mamografica
estd relacionada as quantidades de tecido adiposo (radiotransparente) e

fibroglandular (denso) da mama no exame de mamografia.
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Tabela 2 — Categorias da densidade da mama

Categoria Descrigao Componente
fibroglandular (%)
A Mama predominantemente adiposa <25
B Mama parcialmente gordurosa 26-50
C Mama com padréo denso e heterogéneo 51-75
D Mama muito densa >75
E Mama heterogeneamente densa 50-75

Modificada de American College of Radiology (1998)
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Objetivos

3.1 Geral

Estimar a prevaléncia dos polimorfismos PROGINS e GSTM1 em
mulheres afro descendentes procedentes de trés comunidades Quilombolas do
Estado do Mato Grossso do Sul; e correlacionar os achados moleculares com os

dados de investigacéao clinica e epidemiologica dessa populagéo.

3.2 Especificos

3.2.1 Avaliar as delegdes presentes nos genes do receptor de
progesterona (PROGINS) e glutationa S-transferase (GSTM1) na populagdo em

estudo.

3.2.2 Verificar a associagdo entre os diferentes genoétipos dos
polimorfismos PROGINS (presente no gene do receptor de progesterona) e
Glutationa-S-Transferase M1 (GSTM1) com outras variaveis: idade da menarca,
peso corporal, idade, indice de massa corporal (IMC), histéria familiar de céancer,

amamentacgao, tabagismo, alcoolismo e densidade mamaria.

3.2.3 Caracterizar a populacdo estudada quanto aos fatores de risco
ndo-genéticos para o cancer de mama e quanto ao resultado de exame

mamografico.
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Casuistica e Método

4.1 Casuistica

O foco do estudo foram as Comunidades Remanescentes de
Quilombolas do Estado de Mato Grosso do Sul. A Comunidade Quilombola Rural
Furnas da Boa Sorte esta localizada no Municipio de Corguinho, a 150 Km de
Campo Grande, a Comunidade Quilombola Rural Furnas do Dionisio, no Municipio
de Jaraguari, e a Comunidade Urbana de S&o Benedito, em Campo Grande, no
Estado de Mato Grosso do Sul (MS), sendo que a maioria dos negros dessas
regides vieram do Estado de Minas Gerais, fugindo da escraviddo. Sao
comunidades pequenas e fechadas, estando constatado que a maioria dos

casamentos é realizada por individuos consanguineos (entre primos).

A Comunidade Furnas do Dionisio esta localizada a 48 km de Campo
Grande, no Municipio de Jaraguari. Em consequéncia dos estudos antropoldgicos,
no ano de 2009, Furnas do Dionisio recebeu a denominagdo de Remanescente de
Quilombolas, para que se pudesse garantir a comunidade, o direito de titulagcao de
terras (INCRA, 2009). E formada por aproximadamente 360 pessoas, distribuidas

em 92 familias.

A Comunidade Furnas da Boa Sorte é formada por 68 familias, sendo
52 criangas de 0 a 14 anos, 146 pessoas de 15 a 59 anos e 20 acima de 60 anos.
E a Comunidade Sao Benedito esta localizada no centro-urbano de Campo
Grande, com uma populagcdo de mais de 1000 pessoas, sendo constituida por
cerca de 115 familias, formadas por pessoas negras, em sua maioria.Também séao

consideradas Remanescentes de Quilombolas.
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Através do Programa de Ateng¢ao a Saude das Populagcbes Negras e
Indigenas — PASNI-MS (Mato Grosso do Sul, 2006), realizado pela Secretaria
Estadual de Saude-MS, constatou-se, entre as mulheres, que nao havia programa
de prevencdo de cancer de mama e de colo do utero. Em relacdo a coleta de
material preventivo, isso sO ocorria quando era denotada queixa sintomatica. E
quando se realizava o preventivo, ndo era obtido resultado ou quando obtido, ndo
havia retorno ao médico. As mulheres entrevistadas relataram que nunca foram
submetidas a exames clinicos de mamas. Outra informacao relevante para o
estudo é que essas mulheres disseram nao ser fumantes, relatando ainda que a

amamentacgao é fato presente nas comunidades.

Conforme recomendagdes para o Controle de Cancer de Mama do
Ministério da Saude (Brasil, 2005), foram selecionadas mulheres, para estudo,
dentro da faixa etaria oficialmente priorizada. Mulheres com fator de risco

determinante, independente da faixa etaria, foram selecionadas para estudo.

Foram avaliadas 101 mulheres negras, sendo 46, da Comunidade
Quilombola Furnas do Dionisio, 13, da Comunidade Quilombola Furnas Boa Sorte
e 42, da Comunidade Quilombola Sao Benedito, no periodo de Novembro de 2009

a Agosto de 2010.

Para cada mulher negra selecionada para estudo, foi aplicado um
questionario (Anexo 1), para obtengdo de dados como idade, idade da menopausa,
histérico de doencas enddécrinas e/ou outros tipos de cancer, bem como o uso de
contraceptivos, fumo, bebida alcodlica; além da realizacgdo de medidas
antropométricas para calculo do indice de massa corporal (IMC), a fim de

relaciona-los com os eventuais achados do estudo.
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Todas as mulheres que participaram do estudo tiveram acesso e
concordaram de livre escolha com o termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo Il), sendo que as propostas e objetivos do trabalho foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFMS, bem como pela Comissdo Nacional de

Etica em Pesquisa — CONEP (Anexo lll).

4.2 Métodos

4.2.1 Coleta e Processamento do Material Biolégico

As amostras de sangue foram obtidas por meio de pungdo venosa,
utilizando tubo a vacuo, 13X75mm, de 4mL com EDTA.K3, sendo a coleta
realizadas pela equipe formada por profissionais da area de Enfermagem e de
Bioquimicos da Secretaria de Saude dos respectivos municipes que se deslocaram
até as comunidades negras selecionadas para estudo. Apds a coleta, as amostras
foram imediatamente transportadas, em isopor com "gelox", para o Laboratério de
Analises Clinicas da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), e em
seguida, centrifugadas a uma velocidade de 3000 a 4000 rpm, procedendo-se a
separacgao do creme de leucécitos (células brancas do sangue) com auxilio de uma
pipeta automatica. A camada de leucécitos separada foi colocada em tubos tipo
Ependorf de 2mL, devidamente identificados e depois enviados, em isopor com
"gelox", para o Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal de Sao

Paulo (UNIFESP), para analises de polimorfismo.

Entre a separagédo dos leucécitos (UFMS) até o seu

acondicionamento no local da extragao de material genémico (UNIFESP), levou-se
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um tempo inferior a 24 horas (em gelo), obedecendo o protocolo de que o creme
de leucdcitos separado pode ser congelado, para analises posteriores de

polimorfismo, por um periodo superior a 5 anos, a uma temperatura de -80°C.

4.2.2 Extragcao do DNA

A extracdo do DNA foi realizada segundo protocolo do Kit GFX® da

Amersham-Pharmacia Biotech para células do sangue.

O material celular foi inicialmente centrifugado, desprezando-se o
excesso de tampao EDTA (TE). Ao “pellet” celular adicionaram-se 500 pl de
“Extraction Solution”, agitando-se até que todo o “pellet’ estivesse dissolvido. A
solugcao foi, nesse momento, transferida para a coluna GFX de filtragem e
centrifugada a 14.000 rpm/2minutos, descartando-se o material que passou para o

tubo coletor.

Logo depois, adicionou-se nova aliquota de 500 pl de “Extraction
Solution” a coluna a qual foi submetida novamente a centrifugagéo, a 14.000 rpm/2
minutos, desprezando-se o liquido depositado no coletor. Seguiu-se entdo a adigéao

de 500 ul de “Wash Solution”, com nova centrifugacéo a 14.000 rpm/3 minutos.

A ultima etapa consistiu em se adicionar a coluna 70 pl de agua milliQ
autoclavada pré-aquecida a 70°C, seguida de centrifugagdo a 14.000 rpm / 1
minuto, coletando-se o eluido em novo microtubo. O DNA assim obtido foi
acondicionado em freezer a —20°C e, posteriormente, utilizado na técnica de PCR

(Reacédo em Cadeia da Polimerase).
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4.2.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificacdo do DNA foi utilizada a técnica de PCR nos dois

genes estudados. Todas as reagdes foram realizadas em volume final de 25 pl.

4.2.4 O Polimorfismo PROGINS

O estudo do polimorfismo PROGINS foi efetuado diretamente a partir
do produto gerado na reagdo de PCR e sua leitura feita em gel de agarose 2%
(Amershan Pharmacia Biotech) corado com brometo de etidio (1 ug/ml), baseando-

se no protocolo para PCR de Wiser et al. 2002.

Tabela 3 — Componentes para a reacdo de PCR do polimorfismo PROGINS

Componente Concentragao Volume por reagao

(uL)

Agua Qsp 11
Primer forward 10 pmol/uL 1
Primer reverse 10 pmol/uL 1
DNA 100ng/uL 2

PCR Master Mix® * 10
Total === 25

* PCR Master Mix® (Promega, Madison, USA)= 50U/mL Taq DNA Polimerase,
400uM  dDTP, 3mM MgCl, .

A Tabela 3 apresenta o protocolo de PCR do polimorfismo Progins
(Receptor de Progesterona). As reagdes foram incubadas em termociclador (Gene
Amp PCR System 9700-Perkin Elmer) nas seguintes condigdes: desnaturacédo a
95°C durante cinco minutos, seguida de 40 ciclos a 94°C (desnaturagéo) por 60

segundos, 55°C (anelamento do primer) por 60 segundos e 72°C (extens&o da fita

do DNA) por 60 segundos, findando com incubacéo a 72°C por 10 minutos.
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Os produtos das amplificagdes aplicados em um gel de agarose
corado com brometo de etidio foram submetidos a eletroforese por 30 minutos a 90
V em cuba horizontal, contendo tampao de corrida TAE 1X (Tris Acetato 0,04M,
EDTA 1mM pH8). A visualizagcdo dos fragmentos amplificados foi feita em

transiluminador de luz ultravioleta.

Nas reacbes de amplificagdo do polimorfismo PROGINS foram

utilizados os oligonucleotideos (iniciadores ou Primers) descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Iniciadores ou Primers para PCR Master Mix® do polimorfismo
PROGINS

GENE INICIADORES/PRIMERS

PROGINS Sense: 5-GGC AGA AAG CAA AAT AAAAAGA -3

Antisense: 5- AAAGTATTT TCT TGC TAAATG TC - 3

PROGINS (Wiser et al 2002) (Inser¢ao Alu PV/HS-1)

Com relacdo ao polimorfismo PROGINS, pode-se observar pela
leitura da reacdo PCR que a presenca de uma unica banda com 149pb indica
individuos com os alelos homozigotos livres da mutagéo e que sao denominados
P1/P1. Ja a presencga de uma banda com 149pb e outra com 455pb caracteriza os
individuos como heterozigotos (um alelo sem a mutagdo e outro com a mutagao),
sendo chamados de P1/P2. A presenca de uma banda somente de 455pb indica os
individuos com a mutagdo em ambos os alelos, sendo designados como P2/P2. Na
figura 5, encontra-se a demonstragcdo da descricdo desse polimorfismo, com

excecgao do alelo P2/P2 que ndo aparece nesta figura.
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455pb

149pb

Figura 5 — Foto do Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, mostrando polimorfismo do
receptor de progesterona (PROGINS). M: marcador de peso molecular de 100pb. Linhas
2, 4 e 6: presencga de heterozigose (P1/P2). Linhas 1, 3 e 5: presenca de homozigose
(P1/P1). Linha 7: controle negativo.

4.2.5 O Polimorfismo da GSTM1

De forma semelhante, o estudo do GSTM1 também foi feito
diretamente com os produtos gerados na reagdo de PCR e analisados em gel de

agarose 2% (Amershan Pharmacia Biotech) corado com brometo de etidio (ug/ml).

O fato do GSTM1 poder apresentar uma delegdo homozigética para
os dois alelos fez com fosse utilizado também um controle interno (positivo de
DNA). Para tanto, foi introduzido na reagdo um par de primers (oligonucleotideos)
de um gene constitucional (B-Globina), garantindo assim a integridade dos

resultados produzidos.

A Tabela 5 mostra os componentes utilizados no estudo do GSTM1
pela técnica de PCR, nas mesmas condigdes e ciclagem do polimorfismo

PROGINS.
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Tabela 5 — Componentes para a reagao de PCR do polimorfismo GSTM1

Componente Concentragao Volume por reagao
(uL)

Agua Qsp 11

Primer GSTM1 10 pmol/uL 1

Primer B-Globina 10 pmol/uL 1

DNA 100ng/uL 2

PCR Master Mix® * 10

Total === 25

* PCR Master Mix® (Promega, Madison, USA)= 50U/mL Taq DNA Polimerase, 400uM dDTP, 3mM
MgCl, .

Quando sé se observa a banda de 268pb correspondente a -globina
nota-se que o GSTM1 n&o esta presente, sendo, pois denominado de nulo (0/0)

(Figura 6).

Os primers alelo especificos utilizados para o GSTM1 e a 3-Globina,
bem como as condigbes de PCR, foram aquelas ja padronizadas por Gattas e

Soares Vieira (2000) (Tabela 6).

Tabela 6 — Iniciadores ou Primers para PCR do polimorfismo GSTM1 (e B-Globina:
controle interno)

GENE INICIADORES/PRIMERS

GSTM1:
Sense: 5" - GAA CTC CCT GAA AAG CTAAAGC -3’
Antisense: 5" - GTT GGG CTC AAATAT ACG GTG G -3’

GSTM1 B-Globina:
Sense: 5-CAACTT CATCCACGTTCACC -3
Antisense: 5'- GAA GAG CCA AGG ACAGGT AC -3

GSTM1 (Gattas e Soares-Vieira, 2000) (Dele¢cdo homozigética)
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Quando se evidenciam as bandas de 268pb e 215pb, verifica-se que
a mulher possui o0 gene para a GSTM1, sendo, portanto considerado como positivo

(1/1).

268pb
~——215pb

Figura 6 — Foto do Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio mostrando polimorfismo do
gene da GSTM1. M: marcador de peso molecular de 100pb. Linhas 1 e 5: auséncia do
gene GSTM1. Linhas 2, 3 e 4: presenca do gene GSTM1 e 3-globina.

4.2.6 Avaliagao Mamografica

Da populagcdo de 101 mulheres selecionadas para o estudo, 43
apresentaram idade acima de 35 anos, estando no grupo de risco de apresentar
alteracdo quanto ao exame de mamografia e densidade mamaria. Pela dificuldade
encontrada para realizar exame mamografico na populagdo estudada (local de
dificil acesso; cultura e educacdo das mulheres em aceitar a realizacdo dos
exames), foi possivel do total dessas 43 mulheres, realizar 17 exames

mamograficos com dados conclusivos.
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As mulheres foram submetidas a mamografia bilateral, sendo que a
densidade mamografica foi determinada por observadores independentes. Para a
classificagdo da mamografia e da categoria da densidade da mama foram tomados
como base os padrbes mamograficos do ACR-BIRADS (American College of

Radiology, 1998).

4.3 Analise Estatistica

Para analise estatistica dos dados obtidos na avaliagdo da populagao
de mulheres quanto a presenca ou nao de polimorfismo e as variaveis de estudo,
foi utilizado o programa Epi-Info versao 3.5.1 (Division of Public Health Surveillance
and Informatics, 2008). Foram utilizados os testes: Qui-quadrado, Exato de Fisher,
teste t para comparacado entre médias ou Mann Whitney. Foi adotado nivel de

significancia de 5%.
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5.1 Casuistica

Foram estudadas 101 mulheres das comunidades Quilombolas de
Furnas da Boa Sorte, de Furnas do Dionisio e da Comunidade Sao Benedito, no
Estado de Mato Grosso do Sul, que apresentaram idade média de 32,87+14,17
anos, indice de massa corpérea médio de 26,02+6,23 kg/mz, com idade média da
menarca de 12,50+1,30 anos, 48% das mulheres eram casadas, sendo 52% delas
solteiras ou viuvas, com numero médio de gestacdes de 2,1912,42, com taxa
média de amamentagdo de 6,50+5,50 meses. Em relagdo aos habitos, 64% das
mulheres utilizavam algum método contraceptivo, 13% delas eram tabagistas, 35%
eram etilistas sociais. Trinta e trés por cento das mulheres estudadas tinham algum
grau de parentesco com seus maridos e 7% delas tinham histéria de cancer na

familia (irmé&o e pais).

5.2 Polimorfismo GSTM1

Ao analisar-se a frequéncia do polimorfismo para o gene GSTM1
entre as mulheres estudadas, observou-se maior frequéncia do gendtipo selvagem

(gendtipo positivo) em relagcéo ao gendtipo nulo (Tabela 7).

Tabela 7 — Numero e porcentagem de mulheres segundo os tipos de gendtipo do
polimorfismo GSTM1, Quilombolas do Estado de Mato Grosso do Sul —

2010
Polimorfismo Genoétipo N° %
1/1 99 98
GSTM1 0/0 2 2
Total 101 100
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5.3 Polimorfismo PROGINS

A distribuicdo genotipica do polimorfismo PROGINS encontra-se na
Tabela 8. Foi observada maior frequéncia do genoétipo selvagem (P1/P1) em
relagdo ao gendtipo heterozigoto (P1/P2). Nenhum caso de homozigose recessiva

(P2/P2) foi observado.

Tabela 8 — Numero e porcentagem de mulheres segundo os tipos de gendtipo do
polimorfismo PROGINS, Quilombolas do Estado de Mato Grosso do Sul -

2010
Polimorfismo Genotipo N° %
P1/P1 95 94
PROGINS P1/P2 6 6
P2/P2 0 0
Total 101 100

5.4 Variaveis de estudo — caracteristicas epidemiolégicas

Verificou-se também a existéncia de associacbes entre os
polimorfismos estudados e as outras variaveis do estudo. Nao se observou
nenhuma relagao entre os polimorfismos estudados e indice de massa corpoérea

(IMC), idade da menarca, numero de gestacdes e historia de cancer na familia.

Na Tabela 9, encontra-se o numero e porcentagem de mulheres de
acordo com os gendtipos observados do polimorfismo PROGINS e as variaveis de
estudo quanto a antecedente familiar (histéria de cancer na familia, considerando
irmaos e pais), indice de massa corpérea (IMC), anos da menarca e numero de
gestagoes, na populagdo de Quilombolas do Estado de Mato Grosso do Sul — 2010

(n=101). O mesmo tipo de analise ndao pbde ser realizada para o polimorfismo
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GSTM1, pois nado foram observados casos do gendtipo positivo em mulheres

segundo as variaveis de estudo.

Tabela 9 — Numero e porcentagem de mulheres segundo a presenga ou nao de
polimorfismo e as variaveis de estudo, Quilombolas do Estado de Mato
Grosso do Sul — 2010 (n=101)

Polimorfismo PROGINS

Total
o P1/P1 P1/P2 p RP
Variaveis
N° % N° % N % (IC 95%)
Antecedente familiar "

. 3) 0,89
Sim 35 81,4 8 186 43 426 0,138 (0,76-1,05)
Nao 53 91,4 5 86 58 574 ’ ’

ImMC @

. , 4) 0,96
Baixo peso ou Eutrofia 46 95,8 2 42 48 475 0,223 (0,90 — 1,02)
Sobrepeso ou Obesidade 53 100,0 - 53 52,5 ’ ’

Anos menarca
Até 12 anos 50 980 1 20 51 505 “os2 g o 9
Acima de 12 anos 47 94,0 3 6,0 50 495 ’ ’
Numero de gestagao
@) 1,04
Até 3 filhos 74 949 4 51 78 772 9817 091119
Acima de 3 filhos 21 91,3 2 8,7 23 228

Nota: se p<0,05 — diferenca estatisticamente significativa.
™ histéria de cancer na familia (irmaos e pais).

@ |MC= indice de massa corpérea.

® Teste Qui-quadrado.

“ Teste de Fisher.

5.5 Avaliagao Mamografica

Todas as mulheres que foram submetidas ao exame de mamografia
tinham idade acima de 35 anos e apresentaram resultados de imagem normal

(BIRADS 1 - D1 - mama predominantemente adiposa - < 25% de tecido
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fibroglandular; ou BIRADS 2 - D2 - mama parcialmente gordurosa - 26-50% de

tecido fibroglandular) (American College of Radiology, 1998).

Resultados dos exames mamograficos (densidade mamografica)
foram associados com as variaveis de estudo e polimorfismos obtidos para essa
populacdo. A associagcdo entre os polimorfismos PROGINS e GSTM1 e a
densidade mamaria nao apresentou significancia. Para um melhor entendimento da
natureza multifatorial da analise da densidade mamaria, informacdes adicionais
referentes aos polimorfismos estudados foram incluidas no modelo estatistico. Os

resultados sdo sumarizados nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10 — Distribuicdo de mulheres com mais de 35 anos de idade segundo o
polimorfismo GSTM1 e PROGINS e os grupos de densidade
mamografica (D1 e D2), Quilombolas do Estado de Mato Grosso do Sul

— 2010 (n=17)
Densidades
Polimorfismos D1 (n=11) D2 (n=6)
N°. % N°. %
GSTM1
1/1 (gendtipo selvagem) 11 68,8 5 31,2
0/0 (gendtipo nulo) - - 1 100,0
PROGINS
P1/P1 (gendtipo selvagem) 11 64,7 6 35,3

P1/P2 (gendtipo heterozigoto) - - - -
P2/P2 (gendtipo mutado) - - - -

Nota: D1= Padrdo mamografico 1 do ACR-BIRADS (mama predominantemente adiposa - <
25% de tecido fibroglandular); D2= Padrao mamografico 2 do ACR-BIRADS (mama
parcialmente gordurosa - 26-50% de tecido fibroglandular).

Na Tabela 10, observa-se que a distribuicdo do gendtipo GSTM1
homozigoto (selvagem), sem delegcéo genética, foi de 68,8% para as mulheres com
padrao mamografico predominantemente adiposo — D1 (ACR BIRADS 1) e de

31,2% para as mulheres com padrao mamografico parcialmente gorduroso — D2
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(ACR BIRADS 2) de uma populagdo de 16 mulheres com esse gendétipo. O
gendtipo GSTM1 nulo foi encontrado apenas em 1 mulher, que apresentou padrao
mamografico D2, de um total de 17 mulheres submetidas a mamografia,

representando 100% da populagdo com gendtipo nulo (0/0).

Em relagdo a PROGINS, a distribuicdo do seu gendtipo homozigoto
selvagem (P1/P1) foi de 64,7% para as mulheres com padrao mamografico D1 do
ACR BIRADS e de 35,3% para as mulheres com padrao mamografico D2. As
mulheres negras avaliadas nao apresentaram gendtipo heterozigoto ((P1/P2) e

nem genodtipo mutado para o gene PROGINS (P2/P2).

Pela Tabela 11, pode-se verificar que nao houve associacao positiva
(p>0,05) entre a densidade mamografica e as variaveis idade da menarca, peso
corporal, paridade, IMC, tabagismo, alcoolismo e historia de cancer familiar e de
amamentag¢ao. Porém houve maior média de idade (p<0,05) para as mulheres com

padrao mamografico 2 (D2) do ACR BIRADS.
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Tabela 11 — Estatistica descritiva das variaveis de estudo segundo a densidade
mamografica (D1 e D2) de mulheres com idade acima de 35 anos,
Quilombolas do Estado de Mato Grosso do Sul — 2010

L Densidades Total
Variaveis p
D1 (n=11) D2 (n=6) (n=17)
Média * DP MédiaxDP  Média + DP
Idade (anos) 11 55,00+9,34 47,47+¢10,54 0,020
Menarca (anos) 12,55+1,04 13,33+1,75 12,82+1,33  ©0,262
Peso 66,18+10,08  77,17+24,19  70,06+16,60 ©0,328
Paridade (n° de filhos)  3,73%2,45 4,50+2,74 4,00+2,50 © 0,559
IMcC 25,42+4,62 28,68+12,02  26,57+7,81 ® 0,546
N°. (%) N°. (%) N°. (%)

Antecedente familiar®

Sim 4(57,1) 3(42,9) 7(41,2) 00,644

Nzo 7(70,0) 3(30,0) 10(58,8)
Tabagismo ©

Sim 4(66,7) 2(33,3) 6(35,3) (1,000

Nzo 7(63,6) 4(36,4) 11(64,7)
Alcool

Sim 6(75,0) 2(25,0) 8(47,1) 0,620

Nzo 5(55,6) 4(44,4) 9(52,9)
Amamentagao ¢

Sim 10(62,5) 6(37,5) 16(94,1) (1,000

Nzo 1(100,0) . 1(5,9)

Nota: se p<0,05 — diferenca estatisticamente significativa. D1= Padrdo mamografico 1 do ACR-
BIRADS (mama predominantemente adiposa - < 25% de tecido fibroglandular); D2= Padrao
mamografico 2 do ACR-BIRADS (mama parcialmente gordurosa - 26-50% de tecido fibroglandular).
" IMC= indice de massa corpdrea

2

w
=

(
(
“6-12 meses

® Teste t

EG)Teste Mann Whitney

" Teste Exato de Fisher

) histéria de cancer na familia (irmaos e pais)
consumo de até 20 cigarros/dia
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No presente estudo, preocupou-se em analisar a presenca de
eventuais relagbes entre polimorfismos presentes nos genes do receptor de
progesterona (PROGINS) e GSTM1, bem como os fatores clinicos e suas
possiveis associagcbes com a densidade mamografica em mulheres afro

descendentes.

O estudo demonstrou que polimorfismos presentes em genes
envolvidos na acdo e metabolizacdo dos esterdides sexuais parecem nao exercer
influéncia no surgimento de condi¢gbes patolégicas como o cancer de mama na

populacéo estudada.

Ao final da presente investigagdo, nao foi encontrada uma associagao
significativa entre a frequéncia do polimorfismo PROGINS e antecedentes de

cancer na familia.

Com relagao aos polimorfismos presentes no gene GSTM1, também
nao foram observadas associagdes significativas entre sua prevaléncia as variaveis
de risco analisadas, sugerindo que os mesmos nao apresentam uma participagéo

importante no desenvolvimento de cancer de mama na populag¢ao estudada.

Nao se observou nenhuma relagao entre os polimorfismos estudados
e o indice de massa corporea (IMC), idade da menarca, numero de gestacdes e

histéria de cancer na familia.

Em relacdo a variavel raca, a sua classificagdo no Brasil é
extremamente dificil, devido a intensa miscigenagdo como comprovam o0s
resultados de Parra et al (2003). Diante disso, o presente estudo é pioneiro no

estudo genético da populagdo Quilombola, pois se trata de uma populagdo que

52



Discussao

habita uma comunidade isolada, fechada, onde ocorrem casamentos entre
pessoas consanguineas, praticam agricultura rudimentar, e por ser regiao de dificil
acesso nao ha nas proximidades grandes lavouras com uso de inseticidas,

pesticidas ou agrotoxicos.

Em relagéo as condi¢des estrogénio-dependentes, estudos Brasileiros
do grupo de pesquisas do Departamento de Ginecologia da UNIFESP, mostraram
associacado significativa entre PROGINS e patologias ginecologicas como a
endometriose (Carvalho et al, 2007), bem como PROGINS e miomatose uterina
(Gomes et al, 2007) e PROGINS e o carcinoma de endométrio (Junqueira et al,

2007).

O polimorfismo PROGINS foi identificado por Rowe et al (1995) em
estudo com cancer de ovario esporadico. Segundo os mesmos autores, embora
esse polimorfismo ocorra em um intron, é provavel que essa insercao possa alterar
a expressao do locus do receptor de progesterona. Esse polimorfismo, ao que
parece, determina a transcrigdo andmala no gene do receptor de progesterona,
pela recombinagcdo ou por um erro no processamento do transcrito primario

(McKenna et al, 1995).

Além disso, dados da literatura indicam que a isoforma A do receptor
de progesterona seria a proteina que estaria associada ao PROGINS, favorecendo
a estabilidade do RNA mensageiro dessa isoforma, aumentando assim a sua

atividade transcricional (Vegato et al, 1993).

Tal fato poderia causar o inadequado controle do receptor de
estrogénio e da isoforma B do receptor de progesterona, podendo elevar o risco do

desenvolvimento do carcinoma de ovario (Kieback et al, 1998).
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Em contrapartida, analises mostraram que a perda de parte do
dominio de ligacdo resulta em um decréscimo da regulagdo da atividade
transcricional da progesterona, com redugcao da acédo de progestinas na presenca
do polimorfismo. Realmente, o complexo PROGINS se localiza perto do dominio de
ligacdo do horménio, entre os éxons 4 e 8, podendo influenciar nos niveis de

progesterona circulantes (Romano et al, 2007; Terry et al, 2005).

Apesar disso, no presente trabalho, ndo se observou uma associagao
significativa entre a frequéncia do polimorfismo PROGINS e antecedentes de
cancer na populagcdo estudada. O gendtipo mutado foi observado com uma
frequéncia muito baixa no grupo estudado. Estudos em pacientes com céancer de
ovario (Leite et al, 2008) mostram que mulheres com antecedentes familiares
apresentam 4,69 mais chances de apresentar pelo menos um alelo mutado quando

comparados com pacientes sem antecedéncia familiar (p=0,01%).

A presenga do polimorfismo PROGINS, o qual altera a fungdo do
receptor, provavelmente causa um disturbio nos niveis hormonais da célula,
podendo também modular o risco para desordens ginecolégicas malignas e
benignas. Entretanto, o efeito do alelo PROGINS permanece incerto. Acredita-se
que a presenca do alelo PROGINS pode levar a uma resposta da progesterona e
uma proliferagdo sem controle das células epiteliais ovarianas, favorecendo o
desenvolvimento de neoplasias como a de ovario. Fato que, poderia explicar em
parte a baixa frequéncia deste alelo na populacdo estudada que possui pouco

antecedente familiar.

Diversos estudos avaliaram a possivel associagdo entre o cancer de
ovario e o polimorfismo PROGINS, os quais incluem a variante V660L, H770H e a

insergdo Alu. Alguns deles ndo encontraram aumento no risco associado a
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presenga do alelo mutado (Manolitsas et al, 1997; Lancaster et al, 1998; Tong et al,

2001; Spurdle et al, 2001; Lancaster et al, 2003).

Entretanto, outros estudos encontraram associagao positiva entre o
polimorfismo PROGINS e o céancer de ovario (McKenna et al, 1995; Runnebaum et
al, 2001; Agoulinik et al, 2004; Pearce et al, 2005; Romano et al, 2006, Leite et al,

2008).

Recentemente, um trabalho britdnico envolvendo 4788 casos de
cancer de ovario e 7614 controles obtidos de 12 estudos caso-controle diferentes
encontrou associacao entre o alelo PROGINS e o risco do desenvolvimento do

cancer de ovario do tipo endometridide.

Cabe destacar que dentre os 12 estudos, 5 deles apresentavam
meédia de idade das mulheres do grupo controle entre 48,4 e 54,4 anos e sempre
maior que o0 grupo caso; sem que a confiabilidade dos dados fosse questionada

(Pearce et al, 2008).

Existem varias razdes para os achados negativos, tais como:
amostras reduzidas que limitam o estudo, amostras tendenciosas e selecdo de

grupos controle ao quais ndo sao representativos da populagdo (Modugno, 2004).

Apesar de estudos terem reportado a presengca de estrogénio e
receptores de progesterona em variadas concentragbes em tecidos ovarianos
normais e cancerosos, o papel do estrogénio na carcinogénese e no

desenvolvimento do cancer ginecoldgico ainda permanece incerto (Wu et al, 20095).

O efeito proliferativo dos estrogénios tem sido demonstrado em
diferentes linhagens de células cancerosas positivas para o ER. Os estrogénios

podem afetar a progressdo tumoral pelo aumento da proliferagdo bem como
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promover invasao ou mobilidade celular. No entanto, o papel dos receptores de
estrogénio na mediagédo desse efeito mitogénico ainda nao foi estabelecido (Cunat

et al, 2004).

Os dados aqui descritos, com relagdo ao polimorfismo no receptor de
progesterona (PROGINS), concordam com a literatura que descreve que
progesteronas e estrogénios parecem estar relacionados ao cancer através de vias

mediadas por seus receptores (Sellers et al, 2005).

De fato, os resultados da presente pesquisa sdo similares a outros
estudos que se propuseram a investigar uma possivel relacdo entre os
polimorfismos nos genes GST e COMT e os canceres ginecologicos. Goodman et
al (2000) n&do encontraram associagdo em um estudo caso-controle composto por
108 casos e 106 controles. Esta falta de associacdo nao variou com a idade,

historico familiar, tipo histolégico do tumor ou gendétipo GSTT1 ou GSTM1.

Um estudo com mulheres havaianas também ndo encontrou nenhum
efeito do polimorfismo COMT sobre o carcinoma ovariano, apesar de que mulheres
fumantes e com o alelo COMT Met tiveram um elevado risco no desenvolvimento

de tumores ovarianos boderline (OR, 2.2; 95% CI, 1.0-4.7) (Goodman et al, 2001).

Garner et al (2002) também nao observaram efeito da variante
polimdrfica sobre a doenca em estudo na EUA com uma populacao de 240 casos e
240 controles. Entretanto, notaram uma associagéo inversa no grupo de pacientes
com tumores mucinosos, ou seja, a presenga da mutagao Val/Met diminuiu o risco

de desenvolvimento desses tumores (RR, 0.28; 95% CI, 0.13-0.61).
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Com relagdo ao polimorfismo do gene GSTM1, n&o foi encontrada
diferenca estatistica, tanto nas frequéncias genotipicas, como no calculo do risco

para associagao de neoplasia ginecoldgica estrogénio-dependente.

Sarhanis et al (1996) buscaram identificar uma possivel influéncia do
GSTM1, GSTT1 e CYP2D6 em pacientes com cancer de ovario, além de buscar
uma associagdo com a expressao da proteina p53 (84 casos e 325 controles). Os
dados apresentados ndo mostraram associagao entre os genétipos estudados e o
cancer. No entanto, o gendtipo nulo encontrou-se associado ao cancer ovariano

nas pacientes que super expressam a p53.

Hengstler et al (1998) n&o encontraram diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos caso (103 pacientes) e controle (115 pacientes) entre
os genodtipos 0/0 para GSTM1 e GSTT1 e o carcinoma de ovario. Lallas et al (2000)
também concluiram que o genétipo nulo para GSTM1 ndo aumenta o risco no

desenvolvimento do cancer de ovario em estudo com 80 controles e 33 casos.

Entretanto, Baxter et al (2001) encontraram associagao positiva entre
0 genatipo nulo e o cancer de ovario (p=0,025) em estudo com 293 casos e 219

controles.

Spurdle et al (2001) ndo encontraram associagdo entre o0s
polimorfismos GSTM1, GSTT1 e GSTP1 e o cancer. No entanto, encontraram
associagdo positiva entre o genotipo nulo GSTM1 e o aumento do risco de
desenvolvimento do cancer de ovario tipo endometriodide/células claras, sugerindo
também que o gendtipo nulo poderia estar asociado a subtipos especificos de

carcinomas de ovario.
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Coughlin, Hall (2002) em uma revisao de literatura afirmam n&o haver
associagcdo positiva entre o gendtipo nulo GSTM1 e o desenvolvimento do
carcinoma de ovario. Os resultados do presente estudo se mostraram consoantes
com a maioria dos estudos ja realizados. Nao foi observada uma frequéncia

significativa do gendtipo 0/0 entre pacientes com carcinoma de ovario.

Uma vez que a carcinogénese € influenciada por varios genes, uma
unica variante polimoérfica possui, individualmente, um efeito pequeno, mas o risco
populacional atribuido a tais genes de suscetibilidade pode ser grande e deve ser
levado em consideracgao, justificando a realizagdo da analise de varias variantes

simultaneamente (Norppa, 2003).

Estudos genotipicos tém sugerido que os individuos com delegbes
homozigoticas do gene GSTM1 apresentam um alto risco de desenvolver varios
tipos de neoplasias. Mitrunem & Hirvonen (2003) observaram um efeito protetor
gquando o gene GSTM1 esta presente. No presente estudo, pode-se observar que a
delecdo homozigdtica dos genes GSTM1 e a categoria da densidade mamografica
das mulheres negras avaliadas nao apresentaram associagdo com a
susceptibilidade ao cancer de mama pois mais de 90% dessa populacio

apresentou mamografia normal e sem delecdo homozigdtica para esse gene.

Frequéncias genotipicas observadas para o polimorfismo PROGINS
tém sido reportadas pela sua susceptibildade em causar cancer de mama (Fabjani
et al. 2002; Linhares et al. 2005; Romano et al. 2006 e 2007). No presente estudo,
ao avaliar a etnia negra (n=17), observou-se que para o polimorfismo PROGINS,
0s genotipos heterozigoto P1/P2 e mutado P2/P2 estavam ausentes nas mulheres
com mamografia no padréo 1 e 2, considerados normais para densidade de mama,

nao havendo assim, associagao positiva ao considerar esses fatores.
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Em estudo associando a etnicidade e frequéncia de polimorfismos
GSTM1, Gattas et al. (2004) indicaram um gradiente de distribuicdo do gendtipo
homozigético nulo em uma populagéo brasileira, sendo 55,6% para brancos, 40,4%
para mulatos claros, 32,0% para mulatos escuros e 28,6% para negros, concluindo
no entanto que € importante levar em consideragao as diferentes caracteristicas e

contextos culturais de cada populagao.

Apesar da frequéncia do gendétipo GSTM1 nulo em negros variar de
20 a 31% (Losi-Guembarovski & Colus, 2001; Gattas & Soares-Vieira, 2002; Gattas
et al. 2004), as mais altas frequéncias para o genotipo GSTM1 nulo descritas na
literatura (88-100%) sao referentes a estudos realizados com individuos do
Pacifico Sul. Isso provavelmente se deve ao fato de que estas populagdes
permanecerem isoladas durante um longo periodo, sob os efeitos da endogamia e

da deriva genética.

O risco de cancer de mama aumenta com a idade, pela exposi¢cédo das
mulheres aos seus proprios hormoénios sexuais ou outros fatores, sendo que o
cancer € raro antes de 35 anos de idade e a sua incidéncia aumenta rapidamente
em mulheres acima dessa faixa etaria (Colditz et. 1993). No presente estudo
observou-se que houve maior média de idade para as mulheres com D2 (padréo
mamografico 2 do ACR-BIRADS: mama parcialmente gordurosa - 26-50% de
tecido fibroglandular) do que com D1 (padrdo mamografico 1 do ACR-BIRADS:
mama predominantemente adiposa - < 25% de tecido fibroglandular) (p=0,020),
mostrando resultados que estdo de acordo com os estudos ja reportados embora a
populacdo estudada ndo se encontre na faixa de risco para desenvolver a doenca.
Assim, foi verificado que o grupo de mulheres com média de idade=43,36 tinha

densidade mamaria menor que a do grupo com meédia de idade=55,00, sendo
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condizente com fato observado por outros autores (Ramos et al. 2006; Colditz et al.

1993; Anton et al. 2010).

O aumento no peso pode levar a diminuicdo da densidade
mamografica (Ramos et al. 2006). No presente trabalho, foi observado que as
mulheres com média de IMC= 28,68 e peso corporal= 77,17 tinham maior
densidade mamografica do aquelas com média de IMC= 25,42 e peso corporal=

66,18; porém essas diferengas n&o foram estatisticamente significativas (p>0,05).

Uma menarca precoce pode estar associada a um inicio mais rapido
nos ciclos ovulatérios e assim, a uma exposi¢do maior aos hormdnios endoégenos e
essa situagdo leva a uma maior proliferacédo epitelial (Ramos et al. 2006; Siqueira
et al. 2004). Ndo encontramos associagéo significativa entre idade da menarca e

densidade mamografica aumentada (p= 0,262).

Com o aumento na paridade, as células epiteliais encontram-se mais
diferenciadas e menos proliferativas, levando radiologicamente a uma diminuigéo
na densidade mamografica (American College of Radiology, 1998). No presente
trabalho, foi verificado que essa relagao entre paridade e densidade mamografica

se mostrou diferenga estatisticamente nao significativa (p=0,559).

Observa-se que a incidéncia de cancer de mama € mais baixa em
populagbes em que a amamentagao € prolongada. Ao avaliar a possibilidade de
associagcdo entre densidade mamografica e periodo de amamentagdo (6-12

meses), ndo encontramos relagdo com diferencga significativa (p=1,000).

A relagao entre mulher fumante ativa e risco para cancer de mama
também foi avaliada. Embora haja relatos de que o uso de cigarro na adolescéncia

(quando o tecido mamario seria mais sensivel a influéncias de agentes
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carcinogénicos) estaria relacionado a um risco aumentado para cancer de mama,
nao encontramos uma associagdo estatisticamente significativa entre densidade

mamografica e tabagismo (p=1,000).

A analise dos paréametros clinicos no que se refere ao historico de
antecedente familiar (histéria de cancer na familia) e consumo de alcool (etilismo
ou alcoolismo) também sao fatores que podem estar envolvidos, determinando a
densidade mamaria. No presente estudo ndo foi encontrada, para esses dois
parametros, uma relagdo com densidade mamografica, estatisticamente
significativa, com valores de p respectivamente, de 0,644 e 0,620, para historia de

cancer e alcoolismo.

61



7. CONCLUSOES



Conclustes

Pode-se concluir que:

Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa entre as frequéncias dos
polimorfismos PROGINS e GSTM1 e antecedentes de cancer na populagao

estudada.

Nao se observou qualquer relagao entre os polimorfismos estudados e o indice de
massa corporea (IMC), idade da menarca, numero de gestagdes e histéria de cancer

na familia.

Nao foi observada correlagdo entre as densidades mamarias das pacientes

estudadas e a prevaléncia dos polimorfismos PROGINS e GSTM1.

Ao final das analises, ndo foram encontradas associagcdes significativas entre a
prevaléncia dos polimorfismos presentes nos genes PROGINS e GSTM1 e as
variaveis de risco estudadas, sugerindo que 0os mesmos nao apresentam uma

participagcao importante no desenvolvimento de cancer, na populagao estudada.
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ANEXO |

QUESTIONARIO

B, e e e e e e e e raaaaaaaaaan , pertenco a
Comunidade Quilombola Rural Furnas da Boa Sorte, do Municipio de Corguinho-MS, Brasil, e por
participar do Projeto de Pesquisa “POLIMORFISMO GSTM1 E PROGINS EM MULHERES DE
COMUNIDADES QUILOMBOLAS, MATO GROSSO DO SUL, BRASIL” , responderei as questbes
abaixo.

1. Idade: Data de nascimento:_ / / Altura:
Peso:
2. Estado civil: ( ) solteira ( ) companheiro ( ) separada/divorciada
fixo
( ) casada ( ) ficante
2.a Vocé tem algum grau de parentesco com seu marido, companheiro, etc...
() sim ( ) néo

( )Primode1°grau ( ) Primo de 2°grau ( ) Parente
3. Profissé&o: ( )dolar () rural ( ) estudante ( ) outros

4. Grau de instrugao:

Ensino fundamental (1° grau) ( ) completo ( ) incompleto
Ensino médio (2° grau) ( ) completo () incompleto
Curso técnico () sim ( ) nao Qual:
Curso superior ( ) completo ( )incompleto Qual:

5. Renda familiar:
( ) 01 salario minimo ( ) 02 salarios minimos ( ) 03 salarios minimos
() 04 ou mais salarios minimos

6. Vocé fuma? ( )sim ( ) néo
Quantos cigarros por dia?
( ) menos de 1 macgo ()1mago ( )2 magos ( ) 3 magos ou mais
Ha quanto tempo?
( ) menos de 1 ano ()1ab5anos ( ) mais de 5 anos

7. Faz uso de bebida alcodlica? ( ) sim ( )nao
Qual(is)? ( )cerveja ( )vinho ( )pinga ( )conhaque ( )outros
Quando? ( ) diariamente ( ) semanalmente ( ) mensalmente

8. Vocé menstruou com quantos anos? anos
Quando ocorreu a ultima menstruagao?

9. Vocé teve a 12 relagdo sexual com quantos anos? anos

10. Nos ultimos trés meses, vocé teve quantos parceiros sexuais
( Ynenhum ()1 parceiro ( )2 parceiros ( ) 3 parceiros ou mais

11. Vocé ja teve DST- Doencas Sexualmente Transmissiveis?
()sim ( ) néo qual(is):
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12. Vocé conheceu os métodos contraceptivos, de que maneira?

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

( ) pela internet ( ) pelo médico ( ) pelo professor
() pelos amigos ( ) pelos parentes ()pelaTV
() pela mae ( ) pelos pais ( ) outros

O que é método anticoncepcional ou contraceptivo?

( ) ndo sei

() sdo métodos de diferentes tipos usados por homens e mulheres para evitar gravidez
() sado estudos elaborados por médicos para nao ocorrer gravidez

Quais destes métodos vocé ja ouviu falar?

( )DIU () camisinha masculina
() pilula anticoncepcional ( ) camisinha feminina
() espermicida ( ) pilula do dia seguinte
() coito interrompido ( ) tabelinha

() injetavel ( ) vasectomia

( ) ligadura de trompas

( ) outros

Destes métodos, qual(is) ja fez uso?

Usou método contraceptivo desde a 12 relagao sexual?
()sim ( ) néo
Se nao, depois de quanto tempo apds a 12 relagdo comegou a usar?

Toma medidas seguras para evitar gravidez e doengas sexualmente transmissiveis (sexo
seguro)?
()sim ( )ndo Como?

Quantas vezes vocé engravidou?
Parto normal — quantas vezes?
Cesarea - quantas vezes?
Aborto - quantas vezes?

Sua gravidez foi programada? ( ) sim ( )nédo

Sua 12 gravidez aconteceu com quantos anos? anos

Apos o parto, vocé amamentou por:
() 3 meses ( ) 6 meses ()1ano ( ) mais de uma ano

Vocé jateve Cancer? ( )sim ( )ndo qual(is)

Vocé tem histéria de céncer na familia? ( ) sim ( ) nédo
qual(is)
Vocé ja participou de campanha ou de programa de prevencao de cancer?
() sim ( ) nao qual(is)

Vocé sabe fazer auto-exame da mama? ( )sim ( ) ndo
Qual o melhor periodo para fazer auto-exame da mama?

() préximo da menstruagao
( ) apds a menstruagéo
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26. Preventivo (Exame Papanicolaou)
Com quantos anos vocé fez o primeiro preventivo? anos
Vocé fez preventivo: ( )estemés ( )este ano

( )no ano passado ( ) ha 3 anos atras
Qual a importancia do preventivo?

E portadora de alguma doenga? ( )sim ( )ndo  qual(is)
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ANEXO I

MINISTERIO DA EDUCAGAO E DO DESPORTO
FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidada para participar da pesquisa “Céncer feminino:
rastreamento e detecglio precoce de cidncer de mama e de colo do utero na
Comunidade Quilombola Rural Fumas do Dionizio e Fumas da Boa Sorte, do
Estado de Mato Grosso do Sul”. Vocé foi selecionada numa populagdo de mulheres
e sua participagdo ndo & obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir de
participar e retirar seu consentimento. Sua recusa néo trard nenhum prejuizo em sua
relagdo com o pesquisador ou com o programa. No entanto a sua participagdo serd
benéfica no sentido de permitir tomadas de medidas que previnem e/ou tratem a
doenga.

O objetivo deste estudo é realizar rastreamento e detecgdo precoce de cancer de
mama e de colo de Utero em comunidades negras, fechadas, localizadas em regiao de
dificil acesso, visando contribuir com dados e agSes que possam prevenir essas
doengas, reduzindo a mortalidade. Sera realizado inquérito através de questiondrios
fechados, de exame clinico geral e das mamas (mamografia) e da coleta de material
para o exame preventivo do cancer do colo do Utero (exame de Papanicolaou), em
mulheres negras das comunidades em estudo, de faixa etéria priorizada. Também
ser4 realizado levantamento, através de aplicagdo de questionérios, quanto a adeséo
aos métodos contraceptivos pelas mulheres negras selecionadas.

As amostras serd3o mantidas andnimas, com risco de perda de privacidade quando
novas informagdes geras possam beneficiar diretamente ao préprio paciente.

Sua participagdo nesta pesquisa consistira em responder um questionario
devidamente testado e comparecer em local e data determinados para realizagéo de
exame médico (clinico/mamografia) e coleta de material para andlises de laboratério
(secrecdo vaginal/Papanicolacu e sangue). Os materiais biologicos
serdo descartados, apés serem utilizados exclusivamente para a finalidade prevista no
projeto.

Todo e qualquer outro uso dos materiais biolégicos coletados devera ser objeto de
estudo de um novo projeto de pesquisa que devera ser submetido a apreciagdo da
Comisséo de Pesquisa e Etica em Satde.

Vocé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e o enderego do
pesquisador principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participagéo,
agora ou a qualquer momento.

Valdir Shigueiro Siroma ~ responsavel pela pesquisa
Av. Afonso Pena, 1447 — Campo Grande-MS — Fone: 67 3324 1922

Declaro que entendi o objetivo, risco e beneficios de minha participagéo na pesquisa e
concordo em participar,

- Sujeito da pesquisa
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ANEXO lll
V7S
7\
niversidade Federal de Mato Grosso do Sul f,ﬁﬁ‘-;-,\,;
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS v % ‘

Carta de Aprovagdo

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1018 do
Pesquisador Valdir Shigueiro Siroma intitulado “Cdncer feminino: rastreamento e
detecgdo precoce de cancer de mama e de colo do iitero na Comunidade Quilombola Rural
Furnas do Dionizio e Furnas da Boa Sorte, do Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil,
e o seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foram revisados por este comité e
aprovados em reunido ordindria no dia 20 de dezembro de 2007, encontrando-se de

acordo com as resolugdes normativas do Ministério da Saiide.

7201 flartins
Coorder té-de Ftica em Pesquisa da UFMS

Campo Grande, 20 de dezembro de 2007.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
hitp://www . propp.ufms.br/bioetica/cep/

bioetica@propp.ufms.br

fone 0XXB7 345-7187
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ANEXO IV

Cover Letter

Servigo Publico Federal
; Ministério da Educacan
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

December, the 12th, 2010.

Editor-in-Chief of
The Clinical & Experimental Obstetrics & Gynecology

Please find the attached our paper, entitled “Prevalence of GSTM1 and PROGINS polymorphisms
in an African-Decedent Population in Brazil” for publishing consideration.

As per the Instructions to Authors of the Clinical & Experimental Obstetrics & Gynecology, we
declare that:

e Our study was accomplished at the Federal University of Mato Grosso do Sul (UFMS)
in the city of Campo Grande, Mato Grosso do Sul State, in collaboration with the Molecular
Gynecology Laboratory (Gynecology Department) at the Federal University of Sdo Paulo
(UNIFESP), in Sao Paulo State, Brazil.

e The study protocol was approved by the Institutional Review Board of our Institutions
and consent term for studies involving human beings was obtained.

¢ In the event that this manuscript is accepted for publication, we provide Springer
Science and Business Media with the copyrights of the study, recognizing that any total
or partial reproduction of this material without necessary authorization from Springer
Science and Business Media is a violation of copyright.

e This work was financially supported by grants from the Post-Graduate Program on
Health and Development in the West-Center Brazilian Region from the Federal
University of Mato Grosso do Sul (UFMS), and all investigators are aware of and agree
to the content of the manuscript and their being listed as co-authors on the manuscript.

¢ In addition, we would like to stress that there are no financial or other interests with
regard to the submitted manuscript that might be construed as a conflict of interest.

We thank you in advance for the time and effort in consideration of this work.
Sincerely,

Valdir Shigueiro Siroma, M.D.

Federal University of Mato Grosso do Sul (UFMS)

Phone: +55-67-3378-3500; Fax: +55-67-3378-3500
E-mail: siromas@uol.com.br

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - Cidade Universitaria - CEP: 79070-900 — Campo Grande — Mato Grosso do
Sul
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Prevalence of GSTM1 and PROGINS polymorphisms in African-Descendent
Women in Brazil

ABSTRACT

Objectives: To determine genotype frequencies of progesterone receptor
(PROGINS), Gluthatione S-transferase M1 (GSTM1) polymorphisms in African
descendent women from Quilombola communities in Mato Grosso do Sul State.
Methods: A total of 101 African descendent women from Quilombola communities of
Furnas da Boa Sorte, of Furnas do Dionisio and of S&o Benedito communities
included in the local Health Assistance Program for Indian and African descendent
Populations — PASNI-MS in Mato Grosso do Sul State (Brazil). The DNA was
extracted from peripheral blood samples and genotyping for PROGINS and GSTM1
polymorphisms was performed by PCR and analyzed with agarose gel
electrophoresis. Results: Frequencies of PROGINS polymorphism were: P1/P1 (wild
type): 0.94 (94%), P1/P2 (heterozygote): 0.06 (6%), and P2/P2 (mutated
homozygote): 0. The GSTM1 genotype frequencies were: positive genotype (1/1):
0.98 (98%), and null genotype (0/0): 0.02 (2%). No correlations with the age of
menarch, pregnancy rates, body mass index (BMI), and family history of cancer were
found. Conclusions: We concluded that PROGINS and GSTM1 polymorphisms,
related with the action and metabolization of sex steroids, have low frequency in

that population and were not associated with the development of pathological

conditions such as cancer.

83



Anexos

Introduction

Molecular and biochemical aspects of the cellular resistance process have been
described, where the genes of the glutathione S-transferase (GST) family have been
shown to play an important role (Hayes and Pulford, 1995; O’Brien and Tew, 1996;
Burg and Mulder, 2002; L’Ecuyer et al.,, 2004). These mechanisms of cellular
resistance include metabolic detoxification by the GST family (Schisselbauer et al.,
1990; Tew, 1994). The GSTP1, GSTM1 and GSTT1 genes, which belong to the GST
family, encode the most important phase Il detoxifying proteins involved in the
conjugation of substrates that are toxic to cancer cells, including chemotherapeutic
agents used in breast cancer treatment such as anthracyclines (Arrick & Nathan,
1984).

Another polymorphism is PROGINS in the progesterone receptor. Several studies
have suggested that the variant increases susceptibility to endometriosis (Wieser,
2002), (Lattuada, 2004) and (de Carvalho, 2007). A large pooled analysis of ovarian
cancer risk and PROGINS showed no overall association but an increased risk
associated with the endometrioid subtype.

Brazil is a diverse country of 8.5 million square km and of about 200 million people
divided into 58.5% white origin, 9.3% of black/African origin, 30.8% of mixed-race
origin, and 0.9% of Indian origin. Approximately 81.2% of the population live in urban
areas. In the present work we aimed to determine frequencies of GSTM1 and
PROGINS polymorphisms in African descendant women from three communities in
the State of Mato Grosso do Sul (Furnas do Dionisio, Furnas da Boa Sorte and S&o
Benedito communities) because of thelack of genetic information in this population
and to analyze possible correlation with pathological conditions and/or history of

cancer in their families.
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Casuistic and Methods

Study population

A total of 101 African descendent women from Quilombola communities of Furnas da
Boa Sorte, of Furnas do Dionisio and of Sdo Benedito communities included in the
local Health Assistance Program for Indian and African descendent Populations —
PASNI-MS in Mato Grosso do Sul State (Brazil). The DNA was extracted from
peripheral blood samples and genotyping for PROGINS and GSTM1 polymorphisms
was performed by PCR and analyzed with agarose gel electrophoresis (de Carvalho,

2007).

Genotyping

Polymerase chain reaction (PCR) fragments were generated using the following
primers: GSTM1 forward (F): 5' -GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C - 3' and
GSTM1 reverse (R): 5' - GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G - 3; CYP17 F: 5' -
CAT TCG CAC TCT GGA GTC - 3'and CYP17 R: 5' - AGG CTC TTG GGG TAC
TTG - 3; PROGINS F: 5' - GGC AGA AAG CAA AAT AAA AAG A - 3" and PROGINS
R: 5' - AAA GTA TTT TCT TGC TAA ATG TC - 3. PCR was carried out using
standard procedures. Briefly 20-uL aliquots containing approximately 70 ng Genomic
DNA, 25 pmols primer, 1X reaction buffer, 100 yM dNTPs and one unit of Taq
polymerase. The reaction was performed for 35 cycles at 55°C annealing
temperature to all primer sets. After PCR amplification, the polymorphisms were
assayed by restriction fragment length polymorphism. The

CYP17 PCR product was incubated with 3 units of specific restriction enzyme Msp

A1l (MBI Fermentas) at 37°C for 3 h. The resulting fragments were electrophoresed
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on a 2% agarose gel, stained with ethidium bromide and visualized under UV. We
used only PCR to genotype subjects for GSTM1 and PROGINS. Homozygous
deletion variants of GSTM1 did not result in an amplification fragment. On the other
hand, the presence of the gene resulted in a 268-bp amplicon. The wild-type allele
for PROGINS, defined as the absence of insertion, generated a 149-bp fragment and
its polymorphic allele generated a 455-bp fragment. Alleles were classified on the
basis of the presence of amplified fragments of corresponding size using standard

markers.

Results

One hundred and one women from na Afro-Descendant Comunity from Furnas da
Boa Sorte (in Mato Grosso do Sul State — West-Center Brazil) were studied. They
presented mean age of 32.8 years, mean body mass index of 26.02 kg/m?, with
mean age of menarch 12.5 years, 48% of women were married, 52% were single or
widower, mean of parturition of 2.1, mean time of breastfeeding 6.5 months. In
relation to habits, 64% of women were taking oral contraceptives, 13% of them
were smokers, 35% used to drink alcohol socially. Thirty three percent of women
had some degree of kinship with their husbands and 7% of them had history of

cancer in the family.
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GSTM1 Polymorphism

When the GSTM1 polymorphism was analyzed among studied women we observed
predominant frequency of the wild genotype (the positive genotype) in relation to

the null genotype.

Table 1 — Genotype frequencies of GSTM1 polymorphism.

Polymorphism Genotype N Frequencies
11 98 0.98

GSTM1 0/0 2 0.02

Total 101 100

PROGINS Polymorphism

The genotype distribution of PROGINS polymorphism is found in table 2. We also
found predominant frequency of (P1/P1) wildtype genotype in relation to the
heterozygote (P1/P2). None of the samples presented the (P2/P2) mutated
genotype.

Table 2 — Genotype frequencies of PROGINS polymorphism

Polymorphism Genotype N Frequencies
P1/P1 94 0.98

PROGINS P1/P2 6 0.06
P2/P2 0 0

Total 101 100

Table 3 — Frequencies of PROGINS polymorphism in cases according to history of cancer

in the family.
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Groups
Polymorphisms Genotypes With history of cancer* Without history of cancer
n % n %
P1/P1 24 49,0 25 51.0
PROGINS P1/P2 18 81,8 4 18.2
Total 42 100,00 29 100.00

(*): History of cancer in the family.

The same analysis was done with GSTM1 but none of cases with history of cancer
in the family presented the positive genotype.

Other variables
We also investigated possible association between the studied polymorphisms and
BMI, age of menarch, number of pregnancies and history of cancer in the family. No

positive correlations were found.

Discussion

In the present study we aimed to analyze the prevalence of PROGINS and GSTM1
polymorphisms and verify possible correlation between these polymorphisms and

morbidity in African descendant women in Brazil.

The studied genes related to metabolization and action of sex hormones does not
seem to have influence on the development of pathological conditions such as

cancer in the studied population.

We found no significant association between PROGINS and GSTM1 frequencies and

history of cancer in this population.
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No correlations were found between the studied genes and variables such body

mass index (BMI), age of menarch, number of pregnancies and history of cancer.

In relation to etnics, the classification in Brazil is very difficult due to intense mixture
of races (Gongalves, 2010). Our work was pioneer to look at the genetic background
of African descendant populations, called Quilombolas, descendants of African
slaves that came to Brazil more than 400 hundred years ago. These population seem
to have fewer rates of cancer incidence comparing to general Brazilian population. In
Campo Grande (a West-Center State of Brazil), they live in very closed isolated small
communities called Furnas (with very difficult access), with nonrandom mating. They

practice rudimentary agriculture without insecticides and pesticides.

In relation to estrogen dependent gynecological diseases, our group found significant
association between the prevalence of PROGINS and GSTM1 with endometriosis,
uterine fibroids and endometrial carcinoma (de Carvalho, 2007; Gomes, 2007;

Junqueira, 2008).

The presence of PROGINS polymorphism alters the progesterone receptor function
which in turn is responsible for cellular disturbances leading to the development of
benign and malign gynecological diseases. Unfortunately uor study could not detect
any association between PROGINS polymorphism and clinical and epidemiological

characteristics of the studied population.
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Figura 7 —

ANEXO VI

SlingtionsSemndleany
GST MY

Fotos do Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, mostrando polimorfismos do
gene da GSTM1 em mulheres de comunidades quilombolas do Estado de Mato Grosso
do Sul, Brasil. M: marcador de peso molecular de 100pb.
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ANEXO VI

Recepton de Arogestemna’
PROGINS

Regeptor de P

PROGINS
PROGINS Do

Figura 8 - Fotos do Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, mostrando polimorfismos do
receptor de progesterona (PROGINS) em mulheres de comunidades quilombolas do
Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. M: marcador de peso molecular de 100pb.
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Abstract

Objectives: To estimate genotype frequencies of progesterone receptor (PROGINS),
Gluthatione S-transferase M1 (GSTM1) polymorphisms in African descendent
women from Quilombola communities in Mato Grosso do Sul State and to verify
some associated factors. Methods: A total of 101 African descendent women from
Quilombola communities of Furnas da Boa Sorte, of Furnas do Dionisio and of Sao
Benedito community included in the local Health Assistance Program for Indian and
African descendent Populations — PASNI-MS in Mato Grosso do Sul State (Brazil).
The DNA was extracted from peripheral blood samples and genotyping for PROGINS
and GSTM1 polymorphisms was performed by PCR and analyzed with agarose gel
electrophoresis. For classification of mammography and breast density category
were taken as basis the standards of the system ACR-BIRADS, 1998. Results:
Frequencies of PROGINS polymorphism were: P1/P1 (wild type), 94%; P1/P2
(heterozygote), 6%; and P2/P2 (mutated homozygote), 0%. The GSTM1 genotype
frequencies were: positive genotype (1/1), 98% and null genotype (0/0), 2%. No
correlations with the age of menarch, pregnancy rates, body mass index (BMI), and
family history of cancer were found. There was no positive association (p> 0.05)
among mammographic density, system ACR-BIRADS and epidemiological variables
studied, except for age who had a higher mean (p < 0.05) for women with
mammographic D2. Conclusions: We concluded that PROGINS and GSTM1
polymorphisms, involved in the action and metabolism of sex steroids, have low
frequency in that population and were not associated with the development of
pathological conditions such as breast cancer and are not related with the

epidemiological data analysis.
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