Artige  Onciginal

ANALISE DOS GENES GSTM1 E GSTT1 EM PACIENTES COM CANCER DE

CABECA E PESCO

co

Cissla VeriDIANA Dourabo LEmE!, Luis SErGI0 RAP0s02, MARIANGELA ToRREGLOSA Ruiz3, Joice Maros BiseLLi®, ANA Livia Siva GALBIATTI®, José VicTor MaNiGLIAS, ERIKA

CrisTINA PavaRINO-BERTELLI?, ENY MARIA

GoLoNI-BerToLLO®”

Trabalho realizado na Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto — FAMERP, Sao José do Rio Preto, SP

*Correspondéncia:

Av. Brigadeiro Faria Lima,
5416 - Vila Séo José

Séo José do Rio Preto - SP
CEP: 15090-000

INTRODUCAO

Cancer de cabeca e pescogo (CCP) € um termo que designa

RESUMO

OsJeTIvo. Estabelecer o perfil clinico e demogréafico bem como identificar os fatores de risco entre os
pacientes com cancer de cabeca e pescoco e relaciona-los ao polimorfismo dos genes GSTT1 e GSTM1.
MErtopos. Foram estudados 100 pacientes com carcinoma espinocelular de cabega e pescogo e 100
individuos sem histéria de neoplasia. A analise molecular foi realizada pela técnica de PCR multiplex.
Para a analise estatistica, os dados foram tabulados e comparados pelo teste exato de Fisher. Foi
também utilizado o teste do Qui quadrado e de regresséo logistica multipla.

ResuLtabos. Ha predominio de individuos tabagistas (OR= 5,32; IC95%= 2,04-13,86; p=0,0006),
etilistas (OR= 5,04; IC95%= 2,19-11,59; p= 0,0001) em pacientes com neoplasia de cabeca e
pescogo. Foi identificado genotipo nulo do gene GSTT1 em 47% dos pacientes e 41% dos controles
(OR= 0,67; IC 95%= 0,34-1,35; p= 0,2648). Da mesma forma, identificou-se o genétipo nulo
do gene GSTM1 em 66% dos pacientes e 75% dos controles (OR= 2,25; IC95%= 1,05-4,84; p=
0,0368). A andlise dos gendtipos combinados demonstrou associagéo entre GSTM1*0/GSTT1 e a
ocorréncia de carcinoma de cabega e pescogo (OR= 7,64; IC 95%= 1,72-34,04; p= 0,0076). A
analise dos parametros clinicos mostrou que é possivel identificar associagdo entre genotipo GSTT1
nulo e neoplasia na laringe, o inverso ocorrendo com este genoétipo e a faringe.

ConcLusio. Em nosso estudo foi possivel estabelecer a associagao entre a nulidade do genétipo GSTM1
e dos genotipos combinados GSTT1/GSTM1 *O ([ 1/ [-] a ocorréncia de cancer de cabeca e pescogo.

Unitermos: Neoplasias de cabega e pescogo. Glutationa transferase. Tabaco. Bebidas alcodlicas.

a estimativa para cancer de cavidade oral para 0 ano de 2010
¢ de 13.250 novos casos para o sexo masculino e 4.880 em
mulheres, totalizando 18.130 novos casos 5.

neoplasias malignas que ocorrem no trato aerodigestivo superior,
ou seja, que derivam do epitélio da cavidade oral, faringe, laringe,
cuja incidéncia de ocorréncia, correspondem, respectivamente,
a 40%, 15% e 25%'3. O tipo histolégico mais comum € o
carcinoma de células escamosas ou carcinoma espinocelular que
ocorre em 90% dos pacientes®“. Este tipo de cancer é o quinto
tipo mais comum no mundo e esta associado a baixas taxas de
sobrevida e altas taxas de morbidade quando diagnosticados em
estagios avangados 3.

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA),

—

Diversos fatores estao relacionados com o desenvolvimento
de cancer de cabega e pescogo, porém sao considerados fatores
de risco independentes tabagismo e etilismo 2367, Quando
associados, desempenham um efeito sinergistico, aumentando
o risco de desenvolvimento de cancer nessa regiao anatémica
em até 15 vezes3®°. H& maior incidéncia entre os individuos
do sexo masculino, porém tem-se evidenciado aumento de sua
ocorréncia entre mulheres devido ao aumento de consumo de
alcool e tabaco?®.

O cigarro é constituido por agentes carcinogénicos, como
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N-nitrosaminas e aminas aromaticas, que interagindo com o
material genético podem resultar na formacao de adutos de DNA,
0s quais favorecem mutacoes celulares e hiperplasia reativa na
mucosa do trato aerodigestivo superior. O alcool nao é genotoxico,
mas pode atuar em sinergia com o cigarro, suprimindo a remogao
das nitrosaminas ao inibir as varias isoformas da superfamilia
do citocromo P450 (CYPs), enzimas envolvidas no processo de
detoxificacdo celular, aumentando a formacao dos adutos °11.

Dois grupos de enzimas estao envolvidos no processo de
biometabolizagdo dos compostos quimicos do cigarro e do alcool:
as enzimas do metabolismo oxidativo (Fase I) e as enzimas
conjugadoras (Fase Il). As enzimas oxidativas da Fase |, prin-
cipalmente as enzimas da superfamilia do citocromo P-450
(CYPs), convertem muitos compostos a metabdlitos altamente
reativos. Por outro lado, as enzimas da Fase Il atuam de modo
a inativar os produtos da Fase |, tornando os metabétitos hidro-
filicos e passiveis de excrecdo como resultado da conjugacgéo
desses com o substrato enddgeno (glutationa, sulfato, glicose,
acetato) por meio da acéo das glutationa-S-transferases (GSTs),
UDP-glucoroniltranferases e N-acetiltransferases (NATs) 1217,

As glutationas-S-transferases (GSTs) sdo uma importante
familia de enzimas envolvidas na biosintese e metabolismo de
muitas substancias, incluindo a detoxificacdo de carcin6genos
guimicos exégenos, tais como hidrocarbonetos policiclios aromé-
ticos, que sdo encontrados no cigarro. Compreendem quatro
classes de genes (a, u, ™, and 6) e cada classe por sua vez,
incluem varios genes'®. Polimorfismos em genes que codificam
as GSTM1 e GSTTI podem alterar a expressao ou funcao das
mesmas e resultar em ativacdo ou detoxificagdo de compostos
carcinogénicos!?16,

0 gene GSTM1 (cromossomo 1p13. 1), é polimérfico e 20%
a 50% dos individuos ndo expressam a enzima devido a uma
delecdo génica em homozigose (GSTM1*0) !°; essa frequéncia é
mais alta em caucasoides e asiaticos do que em africanos 2°. O
gene GSTT1 (cromossomo 22q11.2) é igualmente polimorfico,
apresentando Gen6tipo nulo por delecdo (GSTTI*0) e conse-
quente perda completa da atividade enzimatica. A frequéncia de
individuos que nao expressam a enzima é mais alta em asiaticos
(60%) e africanos (40%) que em caucasoides (20%) 222,

Polimorfismos desses genes GSTM1 e GSTT1 podem resultar
em diferengas na atividade enzimatica, podendo favorecer meca-
nismos que aumentam a suscetibilidade ao cancer. Estudos que
relacionam estes polimorfismos de delecdo com a ocorréncia
de carcinoma de cabeca e pescogo divergem entre si: alguns
demonstram associagdo dessa neoplasia com o gen6tipo nulo
de GSTM1 7212325 " enquanto outros ndo 263, O mesmo ocorre
para o gendétipo nulo de GSTT1, mostrando associagdo com a
doenga 7225 ou ndo 26:27:30-32_ Dessa forma, o desenvolvimento
de cancer de cabega e pescogo € resultado da interagao entre
fatores ambientais e heranga genética 2423,

Assim, os objetivos deste trabalho foram estabelecer o perfil
clinico, sociodemogréfico e identificar fatores de risco (tabagismo
e etilismo) de pacientes com cancer de cabeca e pescogo.

METtopos

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da instituicao de
ensino SISNEP - 0976.0.140.000-05. Os participantes foram
incluidos apds a obtencéo do Termo de Consentimento Livre
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e Esclarecido (TCLE) e em seguida submetidos a questionéario
padronizado e as informacdes sdo mantidas em sigilo.

Foram avaliados nesse estudo caso-controle individuos que
nao apresentavam histéria familiar de cancer e ndo possuiam
antecedente pessoal de cancer. Dessa forma, foram avaliados
100 pacientes em seguimento ambulatorial no servico de Otor-
rinolaringologia e Cirurgia de Cabega e Pescoco de um hospital
universitario do Noroeste do Estado de Sao Paulo, que receberam
o diagnostico histopatolégico de carcinoma espinocelular de
cabeca e pescogo, independente do estadiamento clinico. Todas
as amostras de sangue periférico foram coletadas antes do
inicio do tratamento. O grupo controle incluiu 100 individuos
procedentes de outros servicos oferecidos pelo mesmo hospital
universitario.

As variaveis analisadas foram idade, género e exposicao
a fatores de risco (cigarro e alcool). Foram classificados como
fumantes individuos que consumiram mais de 100 cigarros
(comerciais ou de fumo) por toda a vida e etilistas os pacientes
que bebem mais de quatro drinques de bebida alcodlica (desti-
lada ou fermentada) por semana durante seis meses ou mais,
de acordo Ahrendt et al., em 2000 34

Os dados clinicos referentes ao sitio primario do tumor e
estadiamento clinico (TNM) foram classificados de acordo Union
Internationale Contrele Cancer (UICC), 2002 e American Joint
Commitee for Cancer (AJCC), 1997 3.

O DNA gendmico foi obtido por meio de sangue periférico e
realizada a amplificacao por PCR de acordo com Miller et al.3®.
O produto do PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1,5%, corado com brometo de etideo, noqual GSTT1 é observado
como um fragmento de 480 pares de base (pb), GSTM1 com
219 pbeo CYPIAI com 312 ph. Uma sequéncia do éxon 7 do
gene CYP1A1 foi utilizado como controle interno de amplificagéo.

Os dados demogréficos e de distribuicdo genotipica dos
polimorfismos foram tabulados e comparados pelo teste exato de
Fisher e o teste do Qui quadrado. O modelo de regressao logistica
foi utilizado para determinar o efeito das variaveis dependentes
no cancer de cabega e pescogo e para agrupar as caracteristicas
clinico-patolégicas como variaveis dependentes. Os resultados
foram apresentados em odds ratio (OR) e intervalo de confianca
de 95% (IC - 95%). O nivel de significancia foi estabelecido em
5% (p=0,05).

REsuLTADOS

Foram analisados dados do perfil sociodemogréfico (género e
idade) e exposicao a fatores de risco (habitos tabagista e etilista).
Neste estudo houve predominio de individuos do sexo masculino
(87%) no grupo de pacientes, com média de idade igual a 58,46
anos; o grupo controle é representado por 68% de individuos do
sexo masculino e média de idade igual a 55,32 anos. A mediana
da idade é igual a 56 anos (Tabela 1).

Foram investigados os dois principais habitos associados com
o CCP, tabagismo e etilismo e ambos foram expressivamente
mais frequentes no grupo dos individuos com neoplasia (Tabela
1). As frequéncias dos polimorfismos genéticos igualmente estao
apresentadas na Tabela 1.

Os dados do modelo de anélise multivariada (Tabela 1)
mostram que o tabagismo [OR: 5,32; IC 95% (2,04-13,86);
p=0,0006], o etilismo [OR: 5,04; IC 95% (2,19-11,59);

Rev Assoc Med Bras 2010; 56(3): 299-303



ANALISE DOS GENES GSTM1 E GSTT1 EM PACIENTES COM CANCER DE CABECA E PESCOCO

p=0,00011] e o gendtipo GSTM1 nulo [GSTM1*0] [OR: 2,25;
IC 95% (1,05-4,84); p=0,0368] séo fatores preditores para o
cancer de cabega e pescogo.

A Tabela 2 apresenta os resultados da analise dos genétipos
combinados, em que GSTTI/GSTM1*0 ([ 1/ [-1) apresenta um
aumento para o risco de cancer de cabeca e pescogo [OR= 7,64;
IC 95% (1,72-34,04); p= 0,0076].

Quanto a localizagdo da neoplasia, os sitios anatémicos
primarios ocorreram com a frequéncia de 35% na cavidade oral,
26% na faringe, 36% localizados na laringe e em 3% néo foi
possivel identificar o sitio priméario do tumor.

A analise dos parametros clinicos e polimorfismos mostraram
associacdo entre o gen6tipo GSTT1 nulo com sua ocorréncia
na laringe [OR= 5,33; IC 95% (1,99-14,36); p=0,0009] e
relagéo inversa na faringe [OR= 0,32; IC 95% (0,12-0,89);
p=0,0282]. Para os demais sitios anatdbmicos estudados, além
da extensao tumoral (parametro T), comprometimento linfonodal
(parametro N) e ocorréncia de metatastases (parametro M), nao
foi possivel identificar associagoes.

Tabela 1 - Distribuicao percentual dos dados demograficos e dos
genes envolvidos em pacientes com céancer de cabeca e pescoco e
individuos sem histdria de neoplasia

Varigveis  Focientes - Controles o 10 9507 p
% %

Idade
Mediana

< 56 anos 63 62 Referéncia

> 56 anos 37 38 4(1,97-8,13) 0,0001
Género

Masculino 87 68 Referéncia

Feminino 13 32 0,90 (0,35-2,37) 0,8406
Tabagismo

Nao 08 48 Referéncia

Sim 92 52 5,32(2,04-13,86) 0,0006
Etilismo

Nao 18 56 Referéncia

Sim 82 44 5,04 (2,19-11,59) 0,0001
Gene GSTT1

Positivo 53 59 Referéncia

Negativo 47 41 0,67 (0,34-1,35) 0,2648
Gene GSTM1

Positivo 34 25 Referéncia

Negativo 66 75 2,25(1,05-4,84) 0,0368

Tabela 2 - Frequéncias de genétipos combinados em pacientes com
cancer de cabeca e pescoco e no grupo controle

Gendtipos Pacientes Controles OR(IC) p
GSTMI [+1/GSTT1 [+] 28 35 Referéncia

GSTM1 [-)/GSTT1 [-] 14 19 1,52 (0,42-5,58) 0,5214
GSTMI [+]/GSTTI [-] 38 40 1,03 (0,46-2,34) 0,9396
GSTMI [-I/GSTT1 [+] 20 6 7,64 (1,72-34,04 0,0076
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Discussio

Este estudo confirma o fato de o desenvolvimento do cancer
de cabeca e pescogo estar relacionado com alguns habitos, como
tabagismo e etilismo. Estudos epidemiolégicos mostram que a
exposicao a cigarro e alcool sao os fatores de risco mais potentes
para cancer de cabega e pescogo 8%,

Neste estudo evidenciamos uma frequéncia aumentada do
genotipo nulo de GSTM1 em pacientes com cancer de cabega
e pescogo, quando comparados a um grupo de individuos sem
histéria de neoplasia. Resultados de meta-anélises demonstram
a associacgao entre o gendtipo nulo de GSTM1 e o aumento do
risco para o desenvolvimento do cancer de cabega e pescogo 3841,

Em analise logistica multivariada, evidenciamos que o gend-
tipo combinado GSTT1/GSTM1*0 ([ 1/ [-1) confere maior susce-
tibilidade para o desenvolvimento do carcinoma espinocelular
de cabega e pescogo, resultados semelhantes aos encontrados
por outros autores 7234243,

Diversos estudos ndo puderam correlacionar o genétipo
GSTTI nulo com o cancer de cabega e pescogo?®?743, resultado
encontrado por nosso estudo. Da mesma forma, nao houve
associacao entre esse tipo de neoplasia e os gendtipos nulos
combinados GSTT1 nulo e GSTM1 nulo, como o observado
por Singh et al.” Em contrapartida, estudo chinés demonstrou
correlagao entre o duplo genétipo nulo GSTT1 e GSTM1 com o
cancer nasofaringeo entre homens 44,

Quanto a relacdo entre a delecdo dos genes com sitios
anatomicos especificos, Duarte et al.?> encontraram associagao
entre o gendtipo nulo de GSTM1 com o aumento do risco no
desenvolvimento de leucoplasia na cavidade oral. Em contrapar-
tida, identificamos em nosso estudo relagao entre a ocorréncia
de carcinoma na laringe com o genétipo nulo de GSTT1 e, ao
contrario, um efeito protetor deste gendtipo na faringe. Esses
dados se devem as diferengas embriolégicas, histolégicas e
moleculares entre as regides anatdmicas, decorrendo delas
o peculiar comportamento biolégico deste tipo de tumor nas
diversas localizagbes anatdmicas 4546

Parametros histopatoldgicos como extensdo tumoral, invasao
de linfonodos e metéstases foram avaliados, porém permanece em
controvérsia na literatura, pois hé relacdo em alguns estudos como o
de Matthias et al.”’ que revelou associagao entre o gendtipo nulo de
GSTT1 com aocorréncia de tumores T3/T4 e a auséncia de linfonodos;
enquanto Losi-Guembarovski et al.>? ndo encontraram associagdo
estatisticamene significativa, 0 mesmo ocorrendo em nosso estudo.

ConcLusAo

Em nosso estudo pudemos estabelecer, por meio de analise
logistica multivariada, a associagao entre o género masculino, idade
avancada, habitos tabagista e etilista com a ocorréncia de cancer de
cabeca pescogo, bem como a nulidade do genétipo GSTM1; houve
maior ocorréncia em cavidade oral e associagao entre a ocorréncia
desse tumor na laringe com o genétipo nulo.

Suporte Financeiro: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP) e Centro Nacional de Desenvol-
vimento Cientifico e Tecnologico (CNPq).

Conflito de interesse: ndo ha
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SUMMARY

GSTM1 AND GSTT1 GENES ANALYSIS IN HEAD AND NECK CANCER PATIENTS

Osyective. To establish the clinical and demographic profile
and identify risk factors among patients with head and neck
cancer and relate them to the polymorphism of GSTT1 and
GSTM1.

MetHops. One hundred patients with head and neck cancer
and 100 control group individuals without history of neoplasm
were analyzed. . The molecular analysis were made by multi-
plex polymerase chain reaction. For statistical analysis, data
were tabulated and compared by the Fisher’s exact test, the
Chi-square test and multiple logistic regression were also used.

Resutts. There was prevalence of smokers (OR = 5.32, C/
95% Cl = 2.04-13.86 p = 0.0006), alcohol drinkers (OR =
5.04, CI 95% = 2.19-11.59 p = 0.0001) in head and neck
cancer patients . The GSTT1 null genotype was found in 47 %
of the patient and 41% of the control group (OR = 0.67; Cl
95%= 0.34-1.35; p = 0.2648). Likewise , the GSTM1 null
genotype was found in 66% of the patient and 75% of the
control group (OR = 2.25; C1 95%= 1.05-4.84; p = 0.0368).
The combined GSTT1 and GSTM1 gene null genotype shown
association between GSTM1*0/GSTT1 and occurrence of head
and neck carcinoma (OR = 7.64; Cl 95%= 1.72-34.04; p
= 0.0076). Analysis of clinical-pathological features showed
association between GSTT 1 null genotype and larynx, the inverse
relation between this genotype and pharynx.

Conctusion. In our study it was possible to establish associa-
tion between GSTM 1 null genotypes and head and neck cancer.
[Rev Assoc Med Bras 2010; 56(3): 299-303]

Kev worps: Head and neck. Neoplasms. Tobacco. Glutathione
transferase. Alcohol consumption.
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