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RESUMO

A expressio de antigenos ABH e Lewis tem sido associada com o
desenvolvimento e prognéstico do cancer, diferenciagdo tumoral e metastase.
Considerando que o carcinoma ductal invasivo (CADI) de mama apresenta mdltiplas
alteracdes, o objetivo deste estudo foi avaliar se o polimorfismo dos genes ABO, Lewis e
Secretor, bem como a fenotipagem ABO podem estar associados ao cincer de mama e
com parametros anatomoclinicos do tumor. Foram avaliadas 76 mulheres portadoras de
CADI e 78 mulheres doadoras de sangue para a fenotipagem/genotipagem ABO e
genotipagem Lewis e Secretor. Fenotipagem foi realizada por método de
hemaglutinacdo, a genotipagem ABO por PCR seguida de restricdo enzimadtica e a
genotipagem dos grupos Lewis e Secretor por PCR alelo especifico (PCR-AE). A
genotipagem foi realizada considerando o polimorfismo dos genes em um tnico
nucleotideo, sendo que para o gene Lewis nas posi¢des 59, 1067, 202 e 314, para o gene
Secretor na posi¢do 428 e para o gene ABO nas posi¢des 261 (alelo O1), 526 (alelos O2
e B) e 703 (alelo B). Os genétipos Lewis foram classificados em Lewis positivo (tipo
selvagem ou com duas/trés mutacdes) e Lewis negativo (duas a quatro mutagdes). O
genotipo secretor foi classificado em Secretor (selvagem ou com a mutagdo em
heterozigose) e Nao-secretor (homozigoto mutante). Nenhuma associacdo foi
encontrada entre as pacientes com cancer de mama e o fendtipo (P=0,9323) e genétipo
(P=0,9356) ABO. Mulheres com genétipo Lewis negativo foram associadas com CADI
(P=0,0126), mas nao foram associadas com os parametros anatomoclinicos (tamanho
tumor, estadiamento TNM e metéstase em linfonodos axilares). Gen6tipo Nao-secretor
foi associado com metdstase em linfonodos axilares (P=0,0149). Em conclusio, os
genotipos Lewis e Secretor podem ser uteis para predizer, respectivamente

suscetibilidade e metastase em linfonodos axilares.
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ABSTRACT

ABH and Lewis antigens expression have been associated with cancer
development, prognosis, tumor differentiation and metastasis. Considering that
invasive ductal breast carcinoma (IDC) present multiple molecular alterations, the aim
of the present study was evaluated if the polymorphism of ABO, Lewis and secretor
genes, as well as ABO phenotyping could be associated to breast cancer and
anatomoclinical parameters of the tumor. In 76 women with IDC and 78 health women
blood donors, ABO phenotyping/genotyping, Lewis and Secretor genotyping were
evaluated. Phenotyping was performed by hemmaglutination method and genotyping by
Polymerase Chain Reaction with Sequence-Specific Primers (PCR-SSP). ABO, Lewis
and Secretor were classified by individual single nucleotide polymorphism (SNP) at
sites 59, 1067, 202 and 314 of the Lewis gene, 428 of the Secretor gene and 261 (O1
allele), 526 (O2 and B allele) and 703 (B allele). Lewis genotype was classified in
Lewis positive (wild-type or two/three SNPs) or Lewis negative (two to four different
SNPs). The Secretor genotype was classified in Secretor (wild type or SNP in
heterozygoses) and Non-secretor (SNP in homozygoses). No assocaition was found
between patients with breast cancer and ABO antigen expression (P=0.9323) and
genotypes (P=0.9356). Lewis negative was associated with IDC (P=0.0126), but were
not associated with anatomoclinical parameters (tumor size, TNM staging and axillary
lymph nodes metastasis). Non-secretor genotype was associated with axilary lymph
nodes metastasis (P=0.0149). In conclusion, the Lewis and Secretor genotyping could
be useful to predict, respectively, of breast cancer susceptibility and axillary lymph

nodes metastasis.
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O sistema de grupo sanguineo ABO foi descoberto por Karl Landsteiner no
inicio do século XX. Os antigenos ABH foram inicialmente descobertos em eritrdcitos,
entretanto sua distribui¢do tecidual em humanos é muito grande, sendo encontrados em
muitos tipos celulares, principalmente nas células epiteliais, mas ndo no miusculo e
tecido conjuntivo (RAVN & DABELSTEEN, 2000; LE PENDU et al., 2001). Esses
antigenos sdo moléculas de carboidratos de glicoproteinas e glicolipidios presentes na
superficie de eritrécitos, células epiteliais e endoteliais, que podem estar presentes
também nos fluidos biolégicos (YAMAMOTO et al, 1990a; YAMAMOTO &
HAKOMORI, 1990). Inicialmente, trés fenotipos, A, B e O, foram caracterizados e
definidos por reagdes de aglutinagdo com eritrcitos € um quarto fenétipo AB foi
descoberto por De Castello e Sturli em 1902. Em 1924, ao analisar dados familiares,
Bernstein propds um modelo de herancga genética do sistema sanguineo ABO contendo
trés alelos, A,B e O, os quais sdo formas alternativas do mesmo /ocus génico, herdados
de forma mendeliana. Através desse modelo permitiu-se a descricio de um
polimorfismo genotipico, compreendendo inicialmente seis gendtipos (AA, AO, BB, BO,
AB, O0O) (SALMON et al., 1984).

Os antigenos ABH s3o sintetizados em vdrias etapas, pela adicdo de
monossacarideos pela acdo de glicosiltranferases, a partir de cinco tipos de precursores
dissacarideos: tipol , Galf1-3GIcNAcP1-R; tipo 2, Galf1-4GIcNAcB1-R; tipo 3,
GalPf1-3GalNAcal-R; tipo 4, Galf1-3GalNAcPB1-R e tipo 5, Galf1-4Glcf1-R Os
precursores tipo 1 e 2 podem fazer parte tanto de O ou N-glicoproteinas como de
glicolipideos. Tipo 3 ¢ encontrado exclusivamente em O-glicanas, tipo 4 em
glicolipideos das séries globo e ganglio e tipo 5 corresponde ao glicolipideo de
lactoceramida ou ceramida (MARIONNEAU et al., 2001). A adi¢do nos precursores de

uma unidade de fucose em ligacdo a1,2 origina o antigeno H. Em humanos, o antigeno



H € determinado por dois tipos de ol,2-fucosiltransferases (enzimas H e Se) codificadas
pelos genes FUTI (ou H) e FUT2 (ou Se) respectivamente. A enzima H regula a
expressdo do antigeno H principalmente nas membranas de eritrdcitos e em células do
endotélio vascular, agindo no precursor tipo 2. Ji a enzima Se regula a expressdo do
antigeno H principalmente em células do epitélio gastrointestinal e nos fluidos como
saliva, agindo tanto no precursor tipo 1 como no tipo 2, entretanto com preferenéncia
pelo tipol (LIU et al., 1998a ; LIU et al., 1999).

A perda funcional do alelo FUTI e FUT2 leva ao fendtipo Bombay,
caracterizado pela auséncia de antigenos ABH nos eritrécitos, enquanto a perda
funcional do alelo FUT2 € responsavel pelo fenétipo nio secretor, caracterizado pela
auséncia dos antigenos ABH na saliva e em vdérios tipos de células epiteliais
(WATKINS, 2001). Uma vez o antigeno H formado, a biossintese pode continuar pela
adi¢do de uma N-acetilgalactosamina ou uma galactose, formando os antigenos A ou B
respectivamente. Esta etapa é catalisada pelas glicosiltransferases A ou B que sdo
codificadas por diferentes alelos no locus ABO do cromossomo 9. Uma série de alelos
deste locus foram descritos, alguns codificando variantes das enzimas A e B, outros
sendo inativados por varias mutagdes correspondendo ao alelo O (HAKOMORI, 1999).
A estrutura dos antigenos ABH e sua relacdo com outros antigenos, como, por exemplo,
antigenos Lewis presentes nos tecidos e adsorvidos aos eritrécitos, jia € bem
caracterizada (WATKINS, 1995). A sintese dos antigenos ABH e Lewis estd

demonstrada na figura 1.
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Figura 1 — Sintese dos antigenos ABH e Lewis. a3GT — al,3galactosiltransferase;
o3/4FT - al,3 ou ol,4fucosiltransferase; o2FT - ol,2fucosiltransferase; o3ST -
o2, 3sialiltransferase; enzimas A ou B sd3o ol,3N-acetilgalactosaminil e

al,3galactosiltransferases respectivamente. Extraido de MARIONNEAU et al., 2001.

Os antigenos Lewis fazem parte do esqueleto de proteinas (glicoproteinas) ou
lipideos (glicolipideos). As glicoproteinas Lewis podem ser encontradas nas secrecdes
tais como, leite, saliva ou plasma. Glicolipideos, ao contrario, sdo encontrados ou em
complexos com lipoproteinas circulantes no plasma, ou inseridos em membranas
celulares com a porcdo glicidica voltada para o ambiente extracelular. Os antigenos
Lewis presentes nos eritrocitos, plaquetas e macréfagos sao adquiridos secundariamente
do plasma (HENRY, 1996). A expressdo dos antigenos Lewis requer duas diferentes
fucosiltrasferases (enzimas Se e Lewis), produtos de dois diferentes genes (FUT2 e
FUT3). A enzima Lewis pode usar como substrato tanto o precursor tipo 1 como o

precursor tipo 2. A enzima Lewis adiciona uma fucose, em ligacdo o(1,4), no precursor




tipo 1 produzindo o antigeno Le® que ndo pode ser posteriormente glicosilado. O
antigeno Le” ¢ sintetizado quando o antigeno H, gerado pela enzima Se a partir do
precursor tipo 1, € usado como substrato pela enzima Lewis (SOEJIMA; KODA, 2005).

O termo ABH secretor, como é usado nos bancos de sangue, refere-se a secrecio
dos antigenos de individuos do sistema ABO em fluidos como, saliva, suor, ldgrima,
sémem e soro, de acordo com o seu grupo sangiiineo. Por exemplo, um individuo do
grupo O secreta, nesses fluidos, o antigeno H, enquanto os individuos do grupo A
secretam antigenos A e H e assim sucessivamente (D'ADAMO; KELLY, 2001). Assim,
individuos Lewis-positivo e ABH nao-secretores sdo fenotipados como Le (a+b-) e
individuos Lewis-positivo e ABH secretores como Le (a-b+). O fenétipo Le (a+b+)
pode ocorrer em individuos que expressam o antigeno H de maneira diminuida e
individuos que perderam o alelo funcional FUT3 sdo chamados Lewis negativo e sdo
caracterizados por eritrocitos com fenétipo Le(a-b-) (LE PENDU et al., 2001;
MARIONNEAU et al., 2001). Os antigenos sialil-Le” e sialil-Le* sdo obtidos pela
adi¢do de um é&cido sidlico seguido pela adicdo de uma fucose nos precursores tipo 1 e 2
respectivamente (MARIONNEAU et al., 2001).

O locus ABO estende-se por uma regido de 18/20kb, no cromossomo 9,
consistindo de 7 exons e 6 introns (YAMAMOTO et al., 1995; OLSSON; CHESTER,
2001). A andlise da seqiiéncia de nucleotideos do cDNA da glicosiltransferase Al
revelou uma regido codificadora de 1062pb, produzindo um polipeptideo de 354
aminodcidos (YAMAMOTO et al., 1990b; OLSSON; CHESTER, 2001;). Esta enzima
possui trés dominios: regido N-terminal curta, regido transmembrana hidrofébica e um
longo dominio C-terminal responsavel pela atividade catalitica. Como os exons 6 e 7 do
gene ABO sdo responsdveis pela traducio do dominio C-terminal das

glicosiltransferases, pesquisadores focaram nas diferencas destes exons para discriminar



os alelos ABO (LEE & REID, 2000) A seqiiéncia do alelo Al (A101) é tomada como
base de comparagdo em relacdo a todos os outros alelos do gene ABO diferenciando-se
do B em sete mutagdes: A297G, C526G, C657T, G703A, C796A, G803C e G930A, das
quais apenas 4 sdo responsdveis pela substitui¢do de aminodcidos (YAMAMOTO, et
al., 1990a; LEE; REID, 2000). O alelo A? (A201) € caracterizado pela mutacao C467T
(uma substituicdo que ndo altera a atividade da transferase) e uma delecio em um dos
trés residuos consecutivos de citosina, no nucleotideo 1059 — 1061, préximo a carboxila
terminal. Em conseqiiéncia disso, sdo adicionados a transferase A mais 21 aminoéacidos,
diminuindo entre 30 a 50 vezes a atividade da enzima e levando a um espectro limitado
de substrato aceptor (LEE; REID, 2000; YIP, 2000). Outros alelos A foram descobertos,
entre eles: A", A®, A® A, variando na seqiiéncia de nucleotideos em diferentes posicdes
(YAMAMOTO et al., 1993; HANSEN et al., 1998; BARJAS-CASTRO, et al., 2000;
LEE; REID, 2000; OLSON; CHESTER, 2001;).

Foi nomeado como O’ (001), o primeiro alelo O descrito, o qual difere do alelo
Alem apenas uma posi¢do: dele¢do de uma guanina no nucleotideo 261 do exon 6. Essa
delecdo ¢é responsdvel pela criacdo de um cédon de parada, ou seja, uma mutagdo sem
sentido, ocasionando a parada prematura na leitura do RNAm e a producdo de uma
transferase de apenas 117 aminodcidos enzimaticamente inativa (YAMAMOTO, et al.,
1990a; YIP, 2000). Uma variagdo do alelo de 0', denominado 0" (002) foi descoberto
posteriormente e, além de apresentar a delecio de uma tnica base no nucleotideo 261,
possui também outras nove substitui¢des de nucleotideos (G106T, G188A, C189T,
C220T, A297G, T646A, G681A, C771T e G829A). Posteriormente foi determinado um
alelo O mutante, no qual a delecdo na posicdo 261 estava ausente. Este alelo foi
denominado de O° (003) e se diferencia do alelo A’ em quatro substitui¢des de

nucleotideos: A297G, C526G, G802A e G1096A. A mutacdo responsavel pela perda da



atividade enzimatica é a G802A, uma vez que a alteragdo do aminodcido glicina pela
arginina, na posi¢do 268, estd localizada na regido da glicosiltransferase envolvida com
a atividade enzimatica (YAMAMOTO, et al., 1990a; LEE; REID, 2000). Ainda, outros
alelos O foram descobertos: O°, 0% e O’ (OLSSON; CHESTER, 1996; OLSSON;
CHESTER, 2001).

O fragmento de DNA genomico que contém a regido codificadora do gene
FUT2 (Se) responsdvel pela codificagdo da enzima secretora (Se) foi isolado em 1995
(KELLY et al., 1995; ROUQUIER et al., 1995). O DNA gendmico completo e o cDNA
foram identificados em 1997 demonstrando que o cDNA corresponde a um simples
transcrito de 3,35kb e codifica uma proteina de 343 aminoacidos (KODA et al., 1997).
O gene FUT?2 é formado por dois exons separados por um intron (7kb). O primeiro exon
€ um exon ndo-codificante, enquanto que o segundo exon contem a regido codificadora
completa (KODA et al., 2000). A andlise molecular deste gene demonstrou uma grande
variedade de alelos que levam a incapacidade funcional da enzima responsdvel pela
secrecdo dos antigenos ABH nas secregdes (alelo se). A mutagdo sem sentido G428A
causa um alelo ndo secretor em Caucasianos sendo também freqiiente em Africanos
(KELLY et al., 1995), enquanto que a substituicdo A385T produz um alelo ndo
funcional responsavel pela produgdo de uma enzima deficiente na populacio oriental
(YU et al., 1995; HENRY, et al., 1996; KODA et al., 1996). Outras trés mutacdes sem
sentido que tornam a enzima inativa (C571T, C628T e G849A) foram encontradas
também na regido asidtica (YU et al., 1995; HENRY, et al., 1996; KODA et al., 1996).
Muitas mutacdes inativadoras ou ndo tem sido descobertas, mas estudos em diferentes
populacdes tém demonstrado que a variedade de alelos produzida por estas mutacdes
esta relacionada com a etnia (YU et al., 1995; HENRY, et al., 1996; KODA et al., 1996;

LIU et al., 1998; PANG et al., 1998b; PENG et al., 1999; YU et al., 1999).



O gene FUT3 (Le) esta localizado no cromossomo 19 e o isolamento de seu
cDNA demonstrou uma regido codificadora de 1083pb que codifica uma proteina de
361 aminoacidos (KUKOWSKA-LATALLO et al., 1990). O alelo funcional Le codifica
uma ou(1,3/1,4)fucosiltransferase funcional e o alelo le codifica uma enzima ndo-
funcional. Individuos homozigotos para le ndo expressam tanto o antigeno Le” quanto o
Le®, expressando o fendtipo Le(a-b-) nos eritrécitos (KODA, et al., 2001). Virias
mutagdes tém sido encontradas em individuos Le(a-b-): T59G, G508A, T1067A,
T202C, C314T, C445T, G484A, G667A, G8O8A, G760A, G16A, G1022T e G47C
(ELMGREN et al., 1993; KODA et al., 1993; LIU, et al., 1996; ELMGREN et al.,
1997; PANG, et al., 1998a; PANG, et al., 1998b; LIU et al., 1999; COOLING et al.,
2003; SOEJIMA et al., 2004). O tipo e a freqiiéncia dos diferentes alelos do gene FUT3
mostram diferencas em diferentes populagdes e grupos étnicos e, a correspondéncia
gendtipo/fendtipo nem sempre € obtida (ELMGREEN et al., 1996; PANG et al., 1998b;
SALOMAA et al., 2000). Em estudos de populagdes com caucasianos, foi verificado
que 90 a 95% dos individuos Lewis negativo podem ser identificados pelo
polimorfismo em T59G, T1067A, T202C e C314T, e essas quatro mutagdes parecem
ser comuns na populacdo em geral (SALOMAA et al., 2000). Estudos in vitro indicam
que as mutagdes T202C, G508A, C445T, G484A, G667A, G8OSA e T1067A sido
mutagdes responsaveis pelo fenétipo Lewis negativo, enquanto que a mutagdo TS9G, a
qual reside no dominio transmembrana, deve impedir a localizacdo correta da enzima
alterando a especificidade do substrato (NISHIHARA et al., 1999; SOEJIMA; KODA,
2005).

A existéncia de associacdo entre os antigenos dos grupos sanguineos e doengas

tem sido muito pesquisada e, significantes associagdes foram reportadas como infecg¢des



microbianas, doencas cardiovasculares, doencas  psiquidtricas e  céncer
(MARIONNEAU et al., 2001).

Durante a transformacdo neoplédsica, a expressdo de antigenos dos grupos
sanguineos se alteram profundamente, sendo que a expressdo alterada de antigenos
ABH e Lewis tem sido encontrada em muitos tipos de carcinomas e estd frequentemente
associada com o progndstico (HAKAMORI, 1985; MARTENSSON et al., 1995;
HAKOMORI, 1996; SKOVLUND, 1997; NAKAGOE et al., 1998; XIE et al., 1999;
MARIANO et al., 2000; MOLDVAY et al., 2000). A presenca de sialil-Le” e sialil-Le*
estd associada com mau progndstico em vdrios tipos de tumores, além disso, foi
demonstrado que esses antigenos permitem adesdo de células cancerosas ao endotélio
vascular via reconhecimento por seletinas, podendo favorecer o processo metastatico
(MARIONNEAU et al., 2001).

Estudos relatam que individuos dos grupos A e B podem ter probabilidade um
pouco maior de desenvolver um céancer do sistema digestivo que individuos do grupo O
(MOURANT et al.,, 1978). Isto pode ser explicado pelo aumento da resisténcia a
apoptose de células epiteliais que apresentam os antigenos A e B (LE PENDU et al.,
2001). Em contraste, individuos com grupo sanguineo O que desenvolveram carcinoma
pulmonar possuem menor probabilidade de sobrevivéncia quando comparado aos do
grupo sangiiineo A e B (MOLDVAY et al.,, 2000). Este fato pode ser explicado
considerando que as células cancerosas de pacientes do grupo sanguineo O, desprovidas
dos antigenos A e B, teriam uma maior motilidade, sendo mais facilmente propensas a
invas@o aos vasos sanguineos e linfiticos. Ainda, uma maior resisténcia basal a morte
celular aumenta a probabilidade de sobrevivéncia de células que acumularam altera¢des
genéticas e que deveriam ser eliminadas. Entretanto, num estigio mais avangado,

quando o fendtipo de "resisténcia a apoptose”, torna-se estabelecido pela aquisicdo de
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mecanismos mais potentes (mutagdes de p53, alteracdes da expressdo de membros da
familia Bcl-2 ou de proteinas de stress como hsp70), a perda da expressdo dos antigenos
A, B e possivelmente H, facilitariam o processo metastético pelo aumento da motilidade
celular. Passado este estdgio, as células que expressam antigenos sialil-Le” ou sialil-Le*
podem ser selecionadas, uma vez que possuem uma capacidade aumentada de se manter
em microvasos. Assim, a importincia dos vdrios antigenos ABH e Lewis depende do
estigio de progressdo do tumor (LE PENDU et al., 2001).

O cancer de mama é uma neoplasia extremamente incidente e associada a
morbidade e mortalidade entre as mulheres (KOIFMAN et al., 1998; BERSTEIN et al.,
1999; FERRINI et al., 2001; SILVA et al., 2002). Este tipo de doenga aparece com
maior freqii€ncia em certos paises Europeus, na América do Norte e alguns paises Sul
Americanos (SILVA et al., 2002). Os estados mais desenvolvidos e mais
industrializados como Sao Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, apresentam maior
incidéncia desta doenga (PAIVA et al., 2002; SILVA et al., 2002). De acordo com o
Instituto Nacional do cancer (INCA), a estimativa de incidéncia para 2006 serd de
48.930 novos casos (BRASIL, 2007). A alta incidéncia estd relacionada a diferentes
fatores como, por exemplo, o diagnéstico tardio entre as mulheres pertencentes as
classes de menor poder aquisitivo (ABREU e KOIFMAN, 2002).

Virios sdo os fatores de risco para o desenvolvimento do cincer de mama e
embora heterogeneidade da histéria natural do cancer de mama seja razoavelmente
conhecida, seus determinantes ainda permanecem desconhecidos (BERSTEIN et al.,
1999; ABREU; KOIFMAN, 2002). A etiologia envolve a interacdo de diversos fatores
de risco, e, além dos fatores enddgenos (idade, historia familiar, fatores reprodutivos,
obesidade, doencga benigna da mama, lactacdo, abortos, paridade), os fatores exdgenos

(dieta, fumo, exposi¢do a radia¢io ionizantes, inseticidas organoclorados e atividade
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fisica) também tém sido associados ao cadncer de mama (KOIFMAN et al., 1998;
BERSTEIN et al. 1999).

Dentre os fatores enddgenos, a histdria familiar estd relacionada, em
aproximadamente 5 a 10% das pacientes com cancer de mama. Parece ser consenso que
o desenvolvimento do cancer de mama é mais comum nos paises desenvolvidos, em
pacientes brancas e de classe social mais elevada. Entretanto, essa relacdo nao constitui,
uma regra, podendo ndo se observar, algumas vezes, essas associacdes na dependéncia
da populagdo amostrada (PAIVA et al., 2002).

A condicdo sdcio-econdmica pode refletir o prognéstico do cincer de mama
como conseqiiéncia das dificuldades de acesso aos programas de prevencdo e aos
cuidados médicos que as classes menos favorecidas encontram mesmo nos paises
desenvolvidos, sendo o diagndstico estabelecido numa fase ji avancada da doenga
(ABREU; KOIFFMAN, 2002).

Outro fator de risco para o desenvolvimento do cincer de mama bastante
controverso na literatura é o uso de contraceptivo oral ou reposicao hormonal.
Resultados de estudos epidemioldgicos t€m demonstrado que o uso de contraceptivos
orais ou a terapia de reposi¢do hormonal tem sido relacionado com o aumento do risco
de cancer de mama, inclusive nas pacientes que fazem uso do contraceptivo entre 5 a 10
anos (HANKINSON; STAMPER, 1997; TESSARO et al, 2001; LUKKAINEN, 2003).
Desta forma, a exposi¢do de estrogeno pode promover um ambiente seletivo para o
crescimento clonal de células que ja contenham mutagdes somdticas. Ainda, um longo
periodo de vida reprodutiva, bem como, fatores endégenos como a menarca precoce,
menopausa tardia e idade avancada para o primeiro filho, podem contribuir para o
aumento do risco de desenvolvimento de neoplasias na mama (KOIFMAN et al., 1998;

BERNSTEIN et al., 1999). A intensa atividade proliferativa ocasionada pela ag¢do do
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estrogeno pode resultar na replicacdo de células que contenham danos de DNA e cujos
supressores de tumor ndo consigam realizar reparo ou a indugéo de apoptose. Embora o
estrégeno possua acdo de agente carcinogénico fraco, segundo The International
Agency for Research on Cancer (IARC), a terapia estrogénica pode ocasionar danos de
DNA por formagdo de radicais livres nas células epiteliais maméarias (KENEMANS e
BOSMAN, 2003).

Com relacdo a idade, o cancer de mama parece estar relacionado a faixa etaria
entre 45 a 50 anos, com dois picos incidéncia: aos 50 e aos 70 anos (TESSARO et al.,
2001). Assim, o risco do desenvolvimento da doenga aumenta gradualmente com a
idade, tendo um rapido aumento nos anos que proximamente antecedem a menopausa,
seguido de lenta elevacdo na menopausa, possivelmente em funcdo do declinio na
liberagdo estrogeno do ovariano. Embora o desenvolvimento de cancer de mama em
pacientes com idade inferior a 35 anos seja considerado incomum, em média, 5% das
pacientes portadoras de cincer de mama apresentam idade inferior a 30 anos
(MAGGARD et al, 2003), estudos epidemioldgicos tém documentado uma pior
evolucdo e um progndstico desfavordvel para essas pacientes (MAGGARD et al., 2003;
SIDONI et al., 2003). A influéncia da idade no momento do diagndstico e para o
prognostico de sobrevida do cancer de mama permanece ainda controversa. Estes
conflitos sdo resultantes da diversidade observada entre os diferentes estudos: pequeno
nimero de pacientes, diferenga na estratificagdo das idades e da corre¢do dos Obitos
ocorridos por outras causas (ABREU; KOIFMAN, 2002). Apesar das discordancias
apresentadas, vérios estudos destacam que pacientes com cancer de mama a partir
quinta década de vida, apresentam melhor progndstico (JARVIS et al., 1998; SIDONI et

al., 2003).
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Dentre as neoplasias malignas de mama, o carcinoma ductal invasivo (CADI) é
0 mais comumente observado na rotina histopatolégica, ndo pertencente a nenhuma das
outras categorias ou subtipos especiais de carcinoma invasivo. Sua prevaléncia varia de
45-75% de todos os carcinomas invasivos da mama e a classificacdo morfoldgica
baseia-se na histogénese e aspectos histopatolégico (HANBY, 2005). O carcinoma
ductal invasivo é designado como um tumor infiltrativo, que mostra formacdo de um ou
mais tibulos ou lumens, compostos por células atipicas, organizados em agrupamentos
celulares solidos pequenos ou grandes, geralmente pouco coesos, de forma irregular ou
angulada (BRASIL, 2002). No entanto, podem apresentar varios padrdes morfoldogicos
diferentes e combinagdes de mais de um subtipo histolégico pode estar presente em um
mesmo tumor. A adequada classificacdo ou tipagem histolégica tumoral tem
implicagdes clinicas, pois um prognéstico especial é conferido apenas as formas puras
dos tipos especiais e os tumores mistos tendem a se comportar de forma intermedidria
entre o carcinoma ductal que t€ém pior progndstico e os tipos especiais de excelente
prognéstico (BRASIL, 2002; HANBY, 2005). O CADI é mais freqiiente em mulheres
de meia idade ou depois dos 50 anos. O tumor apresenta-se, como uma massa detectada
na palpacdo ou mamografia, geralmente de 2-3 cm ou ocupando uma porcio
significativa da mama. A pele pode estar comprometida com edema, “peau d orange”
(como casca de laranja), retracio do mamilo e/ou descarga mamilar, doenca de Paget e
ulceragdo, significando doenca avangada (TAVASOLI, 1992; HANBY, 2005).

Um modelo de carcinogénese de mama sugere que o carcinoma invasivo origina
de uma série de lesdes hiperpldsicas intermedidrias através de vdrios graus de atipia que
evoluem ao carcinoma ductal in situ (CADIS) e deste até o carcinoma ductal invasivo
(KURBEL, 2005; PLATET et al., 2004). Um modelo genético faz algumas proposi¢des

para o desenvolvimento do cancer de mama: 1) o carcinoma lobular (CAL) desenvolve-
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se por um caminho genético que envolve inativacdo de caderina E; 2) mutagdes nos
genes p53 e HER?2 estdo associadas com cincer pobremente diferenciado; 3) mutagdes
nos genes BRCA1/2 em células germinativas levam ao desenvolvimento do carcinoma

ductal invasivo (VAN DE VIJIVER, 2000).

CALIS > Qa lob.ular
invasivo
Inativagdo de
E-caderina CADIS Ca ductal
Bem > invasivo grau
diferenciado |
LOH 16q
Ca ductal
CADIS moderadamente | — 3| 1vasivo grau
/ diferenciado I
Precursor Comum?

Mutagdo p53, amplificagdo
NIAERZ
Mutagio CADIS Ca ductal

germline Pobremente > invasivo grau
BRCAI/2 diferenciado I

Inativacdo do alelo
selvagem BRCA1/2

Ca ductal

E— invasivo grau

I

Figura 2 — Modelo Genético para o desenvolvimento do cincer de mama.

Extraido de VAN DE VIJVER.Cur.Diagn. Pathol. v.6: p.271-281, 2000.

Recentes estudos tém procurado elucidar quais os mecanismos de carcinogé€nese
do tecido mamario, buscando marcadores de suceptibilidade ao cancer, permitindo o
diagnéstico precoce e o estabelecimento de conduta terapéutica apropriada. Diversos

estudos tém demonstrado associag@o entre polimorfismos de diversos genes com risco
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de suscetibilidade ao cancer de mama. Um estudo realizado em Nova lorque
demonstrou que individuos expostos a hidrocarbonetos aromédticos e individuos
fumantes podem ter um risco maior ao desenvolvimento do cincer de mama se
apresentar um alelo variante do gene XPD, um gene envolvido no reparo do DNA por
excisdo de nucleotideos (TERRY et al., 2004). Também houve maior risco de
desenvolvimento de cancer de mama em individuos que apresentam um alelo variante
do gene COMT, responsdvel pelo metabolismo do metabdlito do estrégeno, o estrogeno
catecol (CHENG et al., 2005).

Polimorfismos de outros genes também foram associados ao risco de cincer de
mama, tais como: 1) GSTP-1I, que codifica a enzima glutationa S-transferase P1 que
possui importante funcdo na detoxificagdo de carcinégenos (EGAN et al., 2004); 2) o
gene Aurora A que atua na regulacdo da duplicacdo do centrossomo (LO et al., 2005);
3) MTHFR responsavel pela codificagdo da enzima metilenotetrahidrofolato redutase
envolvida no metabolismo do 4cido félico (CAMPBEL et al., 2002; CHOU et al.,
2006); 4) CCNDI que codifica a proteina ciclina D1, importante na regulagdo do ciclo
celular (CESCHI et al., 2005, SHU et al., 2005); 5) p53, que codifica a proteina p53,
uma proteina supressora de tumor envolvida no controle do ciclo celular e apoptose
(FRANEKOVA et al., 2007); 6) o gene CYP17 que codifica uma enzima envolvida na
biosintese do estrégeno (MITRUNEN ; HIRVONEN, 2003).

Recentes avangos nos métodos em biologia molecular identificaram vdrios
fatores prognésticos que revelam mudangas inesperadas na progressdo do cancer de
mama (SILVA et al.,, 2002, TAKASHIMA et al., 2002). Alguns biomarcadores sdo
reconhecidos como fatores progndsticos caracteristicos como avaliagdo da expressdo de

produtos protéicos de alguns genes supressores de tumor, oncogenes, marcadores de
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proliferacdo celular e antigenos dos grupos sangiiineos (VAN DE VIJIVER, 2000;
MOURAO-NETO et al., 2001; NAKAGOE et al., 2002).

Trabalhos sobre a associacdo dos antigenos ABH e Lewis com o cancer de
mama sdo escassos na literatura, entretanto, hd estudos que observaram a perda da
expressdo dos antigenos A e B (VOWDEN et al., 1986; NAKAGOE et al., 1991; INAI
et al., 1992; URA et al., 1992) diminui¢do da expressdo dos antigenos Le” e LeP (INAI
et al., 1992; URA et al., 1992), expressio de H ¢ Le’ (VOWDEN et al., 1986) e
aumento dos antigenos sialil-Le” e sialil-Le” nesses tumores (JESCHKE et al., 2005).
Além disso, foi observado que a perda da expressdo dos antigenos A e B, correlaciona-
se com o aumento na expressdo do antigeno H (VOWDEN et al., 1986). Ainda, o
comportamento metastitico do tumor possivelmente se relaciona com a expressdo de
antigenos do grupo sanguineo (NAKAGOE et al., 1998), a expressdo do antigeno sialil-
Le* em células tumorais estd associada com mau prognéstico (NAKAGOE et al., 2002)
e a alta expressdo de Ley/b relaciona-se com diminui¢do de sobrevida de pacientes com
nddulos linfaticos negativos (MADID et al., 2005).

Os métodos soroldgicos, amplamente empregados na investigagdo das
especificidades ABO e Lewis, permitem apenas a identificacio dos fendtipos
eritrocitario, secretor e nao secretor. A definicdo dos respectivos genotipos necessita de
estudos familiares, que muitas vezes sdo de dificil realizacdo, bem como podem ser
inconclusivos em fung¢do da recente descricdo dos diversos alelos silenciosos
(JOHNSON & HOPKINSON, 1992; GRUNNETT et al., 1994; YU et al., 1997). O uso
da técnica de PCR seguido pela verificac@o da existéncia ou ndo de sitios de restri¢do e
a PCR alelo especifico tem mostrado ser de grande utilidade na defini¢do dos genétipos
dos Sistemas ABO, Lewis e Secretor, principalmente aqueles que ndo podem ser

detectados pelos métodos soroldgicos (CHANG et al., 1992; LEE; CHANG, 1992;
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GRUNNET et al.,, 1994;). Portanto, estas metodologias podem ser amplamente
empregadas quando se pretende realizar estudos moleculares em sistemas polimérficos
associados a doencas, a medicina forense, ao monitoramento da evolugdo dos
transplantes de medula, a investigagdao dos subgrupos sanguineos (YAMAMOTO et al.,
1993; CHANG et al.,, 1995; CROUSE & VINCEK, 1995; LIECHTI-GALLATTI;

NEESER, 1996).
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2. Justificativa
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O cancer de mama € o tumor de maior incidéncia e mortalidade no mundo,
apresentando alta freqiiéncia nos paises europeus, América do Norte e alguns paises Sul
Americanos. Recentes estudos t€ém procurado elucidar quais os mecanismos de
carcinogénese do tecido mamdrio, buscando marcadores de suceptibilidade ao cincer
que permitiriam o diagndstico precoce e o estabelecimento de conduta terapéutica
apropriada, minimizando a morbi-mortalidade por esta neoplasia. Trabalhos sobre a
associacdo dos antigenos ABH e Lewis com o cincer de mama sdo escassos na
literatura, entretanto, alguns estudos observaram a perda da expressdo dos antigenos A e
B, diminui¢do da expressdo dos antigenos Le? e Le” e aumento dos antigenos Le, sialil-
Le* e sialil-Le® nesses tumores. O comportamento metastdtico do tumor possivelmente
relaciona-se com a expressdo de antigenos do grupo sanguineo, e, em especial, a
expressdo do antigeno sialil-Le” estd relacionado a lesdes mamarias de pior progndstico.
Até o momento, segundo nosso conhecimento, nio existem estudos de genotipagem de
grupos sanguineos (ABO, Lewis e secretor) e sua possivel associacdo com céncer de
mama e suas caracteristicas clinicopatoldgicas, tais como tamanho tumoral, metistase
em linfonodo. Com o presente estudo espera-se encontrar associacao positiva entre essa
neoplasia e grupo (s) sanguineo(s) especifico(s) e seu potencial como marcador da

carcinogénese em mama.
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3. Objetivos
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OBJETIVO GERAL

Verificar associacdo entre o carcinoma ductal invasivo de mama e os sistemas
ABO, Lewis e secretor e ainda, associag@o destes grupos sanguineos com caracteristicas

clinicopatoldgicas dos tumores

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar o fendtipo do sistema ABO, bem como os polimorfismos dos genes
ABO, Lewis e Secretor em sangue periférico de pacientes portadoras de carcinoma
ductal invasivo e de mulheres doadoras de sangue, consideradas controle.

2) Verificar as correlacdes existentes dos resultados observados no grupo em estudo
frente ao grupo controle.

3) Verificar associagdo entre os polimorfismos dos genes ABO, Lewis e Secretor e

caracteristicas clinicopatoldgicas dos tumores.
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4. Materiais e Métadas
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4.1. CASUISTICA
4.1.1. Grupo de Estudo

Ap6s consentimento informado e de conformidade com o Comité de Etica em
Pesquisa, foram avaliadas 76 pacientes, do sexo feminino, portadoras de carcinoma
ductal invasivo de mama (Grupo de Estudo). Destas, 49 pacientes foram recrutadas pelo
Dr. Hélio Humberto Angotti Carrara do Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia do
Hospital das Clinicas da Escola de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo (HCFMRP-USP) e 27 pacientes pelo Dr. Leonardo Cunha no Centro de
Oncologia da Cidade de Araraquara (CORA). A idade média destas pacientes foi 54,1
anos (minino de 30 e maximo de 84 anos) e quando a cor ou raga, 81,6% foram da cor
branca, 11,8% preta, 6,6% parda e 0% amarela.

Ainda, para avaliacdo de associag@o entre os polimorfismos dos grupos ABO,
Lewis e Secretor e as caracteristicas clinicopatoldgicas dos tumores, algumas mulheres
foram excluidas da avaliagdo, pois ndo apresentavam todos os dados necessarios.
Assim, para este pardmetro, a casuistica do grupo em estudo variou entre 71 e 75
pacientes.

A classifica¢do dos tumores foi realizada de acordo com a classificagdio TNM
(Greene et al.,, 2002), sendo que T representa a extensdo do tumor primario, N
representa a auséncia ou presenga e a extensao de metatase em linfonodos regionais e M
a auséncia ou presenca de metdstase a distdncia. Assim seguindo esta classificagdo, as
seguintes defini¢cdes sdo utilizadas: para T: TX quando o tumor primério ndo pode ser
avaliado; TO quando nao ha evidéncia de tumor primario; Tis Carcinoma in situ e T1,
T2, T3, T4 refere-se ao tamanho crescente e/ou extensdo local do tumor primario. Com
relacdo ao N, NX quando os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados; NO na

auséncia de metastase em linfonodos regionais e NI, N2, N3 quando ha
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comprometimento crescente dos linfonodos regionais. Além disso, a extensdo direta do
tumor primdrio para o linfonodo € classificada como metastase linfonodal. Metastase
em qualquer linfonodo que ndo seja regional € classificada como metdstase a distancia.
Para M, MX representa que a presenca de metdstase a distancia ndo pode ser avaliada.
MO indica auséncia de metdstase a distancia e M1 metdstase a distancia.

Na avalia¢do dos dados clinicopatoldgicos utilizando a classificagdo TNM, foi
utilizado como pardmetros de comparacdo a dimensdo do tumor primdrio (T),
comprometimento em linfonodos regionais (N), sendo considerado como negativo
quando NO e positivo os classificados como N1 e N2. O parimetro de metastase a
distancia ndo foi avaliado, uma vez que o nimero de tumores com essa caracteristica foi
muito pequeno (n=4). Outro pardmetro utilizado foi classificagdo por estadios, sendo:
estadio I: T{NoMy; estadio IIA: T{NMy ou ToNoMy; estadio IIB: ToN; My ou TzNoMoy;
estadio IITA: T{N,My, ToaN>My, T3N1 Mg ou T3N>My; estadio IIIB: T4 com qualquer NM,

ou qualquer T N3My; estadio IV qualquer TNM;.

4.1.2. Grupo Controle

O grupo controle foi composto por 78 mulheres, doadoras de sangue, sem
histéria prévia de cancer de mama na famdilia, recrutadas no Hemonticleo da Regional de
Araraquara Profa. Dra Clara Pechmann Mendongca, da Faculdade de Ciéncias
Farmacgéuticas de Araraquara (UNESP). A média de idade foi 35,8 (minimo de 18 e
mdaximo de 65 anos) e quanto a raca ou cor, 80,8% branca, 3,8% preta, 9,0% parda e

6,4% amarela.
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4.2. METODOLOGIA
4.2.1. Coleta dos materiais
De ambos os grupos foram coletados por pun¢do venosa 5 ml de sangue total

incluidos em anticoagulante EDTA, para as fenotipagens dos sistemas ABO e Lewis.

4.2.2. Fenotipagem sorologica dos sistemas ABO e Lewis
Os grupos sangiiineos ABO foram definidos por métodos de hemaglutinacio
direta e reversa em tubos e os fenotipos Lewis determinados em gel (Diamed),

utilizando-se para estas metodologias os eritrécitos do sangue periférico.

4.2.3. Extracao e quantificacdo do DNA

O DNA gendmico, das pacientes do Grupo de Estudo (n=76) e do Grupo
Controle (n=78), foi extraido a partir do sangue total colhido com EDTA segundo a
metodologia proposta por ABDEL-RAHMAN, 1994 com algumas modifica¢des. Os
eritrocitos foram submetidos a lise com solucdo saturada de glicose, seguida de
centrifugacdo a 13 000 rpm, 1 minuto e lavagem do sedimento com dgua Milli-Q e nova
centrifugacdo (13 000 rpm, 1 minuto). O sobrenadante foi descartado e o sedimento
obtido foi submetido a digestdo com proteinase K e SDS 20%, a 37° C, overnight. Apds
a digestdo, as proteinas foram precipitadas com solu¢do de NaCl 6M, submetidas a
centrifugacdo (13 000 rpm, 6min), o sobrenadante foi recolhido em outro tubo e o
sedimento, contendo as proteinas precipitadas, foi descartado. Na seqiiéncia, o
sobrenadante foi submetido a precipitagdo com etanol absoluto gelado, seguido de
centrifugacdo a 13 000 rpm, por 3 minutos. Apds a centrifugacio, o sobrenadante foi

desprezado e o sedimento, contendo o DNA precipitado, foi lavado com etanol 70%

gelado e ressuspendido em tampao TE.
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O material genético foi diluido na propor¢do 1:100 em TE e em seguida, foi
determinada a densidade otica em 260 e em 280 nm, usando TE para zerar o

espectrofotémetro.

4.2.4. Amplificacao génica para verificacao dos alelos do locus ABO

No DNA obtido do grupo controle e do grupo em estudo foi realizado a
amplificacdo génica por reacdo da polimerase em cadeia (PCR) com o objetivo de
estabelecer os gendtipos do locus ABO. A estratégia para essa genotipagem foi baseada
em 2 reagdes, sendo que para diferenciar o alelo O’ utilizamos os primers Fy-46 ¢ Fy-57
(PCR 1), os quais amplificam o exon 6 do gene ABO. Os demais alelos foram
diferenciados na PCR 2 (figura 3 e tabela 1), utilizando os primers Fy-43 e Fy-31 que
delimitam uma regido do exon 7. Assim, foram utilizados 2 pares de primers de acordo

com o proposto por YAMAMOTO et al (1990a) e OLSSON e CHESTER (1995).

o 0, B
261 526 703
— I .
4’ ‘7
Fy 57 Fy 46 PCR 1
—> «—
Fy 43 Fy 31 PCR 2

Figura 3 - Representacdo dos exons 6 e 7 do gene ABO e as mutagdes selecionadas

para diferenciar os alelos A, B, e O.
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Tabela 1- Primers utilizados para caracterizacdo dos gendtipos do grupo sanguineo

ABO.

Primers Seqiiéncia de nucleotideos

Fy-46 5-GAATTCACTCGCCACTGCCTGGGTCTC-3'
Fy-57 5-GAATTCATGTGGGTGGCACCCTGCCA-3'
Fy-43 5’-CCAGGGGTGCACGGCCGGCGGE-3°

Fy-31 5’-GAAATCGCCCTCGTCCTT-3’

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pl, e as
condicdes de reacdo foram estabelecidas segundo OLSSON e CHESTER (1995) com

algumas modificacdes (Tabela 2).

Tabela 2- Condig¢des de reagdo utilizadas na amplificagdo dos fragmentos por PCR

Componentes Volume Concentragdo final
Agua Milli-Q 16,25ulL

5X Green GoTaq"™ reaction buffer (Promega) SuL. 1X (1,5mM MgCl,)
Dntp 0,5uL 0,2mM
Primer sense 0,5ul. 0,5uM
Primer antisense 0,5ul 0,5uM
GoTaqTM DNA polymerase (Promega) 0,25ul. 1,25U

DNA 2uL 200 - 400ng
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A amplificagdo do exon 6 produz um fragmento de 248/249pb (primers Fy46 e
Fy57), utilizando-se 35 ciclos com desnaturacdo a 94° C por dois minutos, hibridizagio
a 57°C por um minuto e extensdo a 72°C por um minuto. Para a PCR2 as condicoes de
amplificacdo foram: 35 ciclos com desnaturagdo a 94°C por um minuto, hibridizacdo a
53° C por um minuto e extensio a 72°C por um minuto, amplificando um fragmento do
exon 7 de 467pb (primers Fy43 e Fy31). Os produtos de amplificacdo foram separados
por corrida eletroforética em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio e

observado em transiluminador .

4.2.5. Identificacao dos alelos do locus ABO por restricao enzimatica

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a digestdo com as seguintes
enzimas: PCR 1 com Kpn I (Promega), PCR 2 com Msp I (Promega) e Nar I (Promega)
e analisados em gel de agarose a 2%. As mutacdes caracteristicas de cada alelo, os pares
de primers para cada reacdo, as enzimas de restricdo utilizadas, os locais de
reconhecimento enzimdtico, os alelos identificados e os correspondentes fragmentos
resultantes da digestdo estdo demonstrados na figura 4. A PCR1 produz um fragmento
de 248pb para o alelo 0'e 249pb para os demais alelos, enquanto que a PCR2 produz
um fragmento de 467pb. O padrio de bandas obtido apés a digestdo enzimdtica por
restricdo do fragmento de 467pb, utilizando a enzima Msp I gerou multiplos fragmentos,
de acordo com o alelo presente: a banda de 129pb dos alelos A, O eB ade 209pb dos
alelos A e O, enquanto que a de 223pb é comum do alelo B. A banda de 160pb é
produzida em funcdo da presenca da mutagdo C467T, comum ao alelo A?, embora ndo
seja especifica deste alelo e por isso ndo a utilizamos para classificar este alelo. (figuras

4 e5).
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PCR Exon Mutacdo Primers Enzimas Alelos  Fragmentos da
[Sitio Reconhecido] digestao
Kpn I
1 VI G261- Fy-57 GGTAC/C o' 84 + 164
Fy-46 GGTGACC O’ A B 249
Msp I
2 VII  C467T  Fy-43 CTGG A% 160 + 204
G703A  Fy-31 CCAG B 129 + 31 + 223
C/CGG A 0 129 + 204
Nar |
2 VII  C526G  Fy-43 GG/ CGCC O’ B 205 + 262
Fy-31 CGCGCC o', A 467

Figura 4- Estratégia de andlise e interpretacdo para caracterizagdo dos alelos do locus

ABO. * Nao é exclusiva deste alelo

Para diferenciar o alelo O’, o fragmento de 248/249pb, produzido pela PCR1 e
correspondente ao exon 6, foi digerido com a enzima de restricio Kpnl. A presencga da
delecdo no nucleotideo 261 do exon 6 pode ser demonstrada pelo corte enzimatico do
fragmento de 248pb produzindo duas bandas, 164 e 84 pb, indicando o alelo o' (Figuras

3ed).




Fendtipos A B 0]
249
164
84
AA | AO' BB | BO' | 00" | O'0C° | 0°0°

AC? BO?

Gendtipos

Figura 5 — Padrdo de bandas obtido com a digestdo do fragmento de 249pb com a
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enzima Kpnl. Genétipos do grupo A (AA, A0’ AO»), genoétipos do grupo B (BO', BO’,

BB) e genétipos do grupo O (0’0, 0'0% e 0°0%)

Todas as amostras foram testadas para a mutagdo G261del, a fim de avaliar a

1 ~ - 1]
presencga do alelo O° e todas as amostras, com excecdo das caracterizadas como OO

foram submetidas a amplificacio pela PCR2 e corte enzimdtico com Mspl para

verificacdo das mutacdes C467T e G703A (alelo B). Para demonstracio do alelo 07, o

fragmento de 467pb do exon 7, amplificado pela PCR2 foi submetido a restricdo

enzimdtica com Nar I. A presencga dos fragmentos de 262 e 205pb demonstra a mutacéo

C526G, caracteristica dos alelos O’ e B.
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4.2.6. Amplificaciao génica alelo especifica para verificacao de alelos do gene FUT3

A genotipagem foi baseada na amplificacdo alelo especifico (PCR-AE) para a
determinacdo de quatro mutacdes: T59G, T1067A, T202C e C314T e um fragmento do
gene do hormoénio de crescimento foi usado como controle interno em cada
amplificacdo produzindo um fragmento de 428pb (GRAHN, et al., 2001). Para cada
mutagcdo foram realizadas duas reacdes de amplificagdo sendo que no primeiro tubo
coloca-se o primer sense (Tabela 3), para o alelo selvagem, no segundo tubo o primer
sense para o alelo mutante e em ambos os tubos o primer anti-sense € o par de primers
do controle interno (hGH-1 e hGH-2).

As reagdes de PCR foram realizadas num volume final de 12,5 pl nas seguintes
condicdes: 10 mM de Tris-HCI; 1,5 mM de MgCl,; 50 mM de KCI; 200 uM de cada
dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 25 pmol/uL de cada primer; 0,25 U de Taq
polimerase e 100 - 200ng do DNA gendmico. Os ciclos utilizados foram: para as
mutagdes T59G, T202C e C314T - 5 ciclos a 96° C 20s, 70° C 45s, 72° C 25s; 21 ciclos
a 96° C 25s, 65° C 50s, 72° C 30s; 4 ciclos a 96° C 30s, 55° C 60s, 72° C 90s — para a
mutagdo T1067A - 35 ciclos a 94° C, 60° C e 72° C, todos por 1 minuto. Os produtos

das amplificagdes (Tabela 4) foram analisados em gel de agarose a 1%.
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Tabela 3: Seqiiéncia de primers sense e anti-sense e os alelos correspondentes a ligacdo

de cada primer.

Primers Alelo

Sequéncia*

111-48s Lewis selvagem — Le
11-47s Lewis mutante — Le>
III-54s Lewis selvagem — Le
III-53s Lewis mutante — le'%’
III-50s Lewis selvagem — Le

1I1-49s Lewis mutante — [e*”
I1-52s Lewis selvagem — Le
II-51s Lewis mutante — Le’'*
III-55as Lewis — anti-sense

hGH-1 Hormonio de crescimento

hGH-2  Hormonio de crescimento

5’-CGCTGTCTGGCCGCACT-3
5’-GCTGTCTGGCCGCACgG-3’
5’-CCAGACGGTGCGCAGCAT-3’
5’-CCAGACGGTGCGCAGCAa-3’
5’- CCCTCCTGATCCTGCTATG -3’
5’- ACCCTCCTGATCCTGCTAc -3’
5’- GTACCCACAGGCAGACACG -3
5’- TGTACCCACAGGCAGACAt -3’
5’-TTCTGGAGGGGAGAGGCT-3’
5’- GCCTTCCCAACCATTCCCTT-3’

5’- TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3’

* as letras minusculas indicam os nucleotideos mutados. hGH1 e hGH2 sdo controles de

reacdo e amplificam um fragmento de 428pb.
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Tabela 4: Tamanho dos produtos obtidos por PCR-AE para determinacio das mutagdes

T59G, T1067A, T202C e C314T do gene Lewis (FUT3)

Mix Mutagdo Primers sense Primers anti-sense Tamanho do produto (pb)
1 59 selvagem 111-48s II1-55as 1186
2 S9T>G 111-47s III-55as 1185
3 1067 selvagem III-54s III-55as 180
4 1067T>A 11-53s II1-55as 180
5 202 selvagem III-50s III-55as 1045
6 202T>C 111-49s II1-55as 1044
7 314 selvagem III-52s II1-55as 932
8 314C>T MI-51s I1I-55as 933

4.2.7. Definicao dos genétipos Lewis

A distribui¢do das mutagcdes no gene FUT3 foi realizada separadamente, de
acordo com cada mutacdo em: homozigoto selvagem, heterozigoto e homozigoto
mutante. Para T59G foram respectivamente TT, TG e GG; para T1067A, TT, TA e AA;
para T202C, TT, TC e CC e para C314T, CC, CT e TT. Além disso, as mutagdes foram
estudadas em combinacdes, formando gendtipos que compunham os quatro
polimorfismos estudados (CAKIR et al., 2002). Assim, foram formados varios
genotipos com a seguinte ordem das mutagdes: TS9G, T1067A, T202C e C314T.
Quando o individuo ndo apresentava a mutagdo, o alelo foi considerado como selvagem
(S), quando a mutagdo estava presente em apenas um alelo, considerou-se heterozigoto
(H) e quando a mutagdo estava presente nos dois alelos, homozigoto mutante (M).

Dessa forma, segue-se alguns exemplos: SSSS, quando nio foi encontrado nenhuma
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mutagdo nas quatro posicdes estudas do gene FUT3; SSMM quando apresentou apenas
as mutagdes T202C e C314T em estado homozigoto e nas posicdes 59 e 1067 ndo foram
encontradas mutacdes; MHSS quando a mutagdo T59G estd presente em dois alelos
(homozigoto mutante), a T1067A em apenas um alelo (heterozigoto) e as mutagcdes nas
posi¢cdes 202C e 314 ndo foram encontradas.

Como as mutagdes T59G e C314T nao inativam a enzima Lewis, os genétipos
considerados como responsaveis pela auséncia de atividade da enzima Lewis e, portanto
de individuos genotipados como Lewis-negativo foram: SSMM, MMSS, HHHH,

HSMH, MMHS, SSMH e HHMH.

4.2.8. Amplificacdo génica alelo especifico para verificacio da mutacio G428A do
gene FUT2

A determinacdo da mutacdo G428A do gene FUT2 foi realizada por
amplificacdo alelo especifico (PCR-AE) utilizando também a amplificacdo de um
fragmento do gene do hormdnio de crescimento como controle interno de reacdo
(428pb). Os primers especificos (Tabela 5) amplificam fragmentos de 519/520pb de

acordo com o alelo presente (PROCTER et al., 1997).

Tabela 5: Seqiiéncia de primers sense e anti-sense utilizados para determinagdo da

mutagdo G428 A no gene FUT2.

Primers Alelo Sequéncia*
Se Secretor selvagem — Se 5’-GCTACCCCTGCTCCTGG-3’
Se Secretor mutante — se** 5’-CGGCTACCCCTGCTCCTa-3’
Se-as Secretor — anti-sense 5’-GGCTGCCTCTGGCTTAAAG-3’

* as letras mindsculas indicam os nucleotideos mutados
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As reagdes de PCR foram realizadas num volume final de 12,5 pul nas seguintes
condicdes: 10 mM de Tris-HCI; 1,5 mM de MgCl,; 50 mM de KCI; 200 uM de cada
dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 25 pmol/uL. de cada primer; 0,25 U de Taq
polimerase e 100 - 200ng do DNA gendmico. O ciclo de amplificagdo utilizado foi: 5
ciclos a 96° C 25s, 70° C 45s, 72° C 45s; 21 ciclos a 96° C 25s, 65° C 50s, 72° C 45s; 4
ciclos a 96° C 25s, 55° C 60s, 72° C 120s. Os produtos amplificados foram verificados

em gel de agarose 2%.

4.3. ANALISE ESTATISTICA

O teste de Qui-Quadrado (2) foi realizado na comparagdo dos polimorfismos e
da fenotipagem ABO entre os grupos estudo e controle e para a associagdo dos dados
clinicopatoldgicos. Para os sistemas Lewis e secretor, na avaliagdo dos polimorfismos
entre grupo estudo e controle e para avaliagdao dos dados clinicopatolégicos de tamanho
tumoral e classificagio TNM. J4 o teste exato de Fisher foi utilizado para o sistema
Lewis na comparagdo dos polimorfismos entre os grupos estudo e controle e para os
dados clinicopatologicos de metdstase em linfonodos. Para o Secretor, este teste foi
utilizado na associacdo com os dados clinicopatoldgicos de metastase em linfonodos. Os
valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes e o software

utilizado para as andlises foi BioEstat 3.0.



36

3. Resultados
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A genotipagem do sistema sanguineo ABO foi realizada pelo polimorfismo por
tamanhos dos fragmentos de restricdo com a realizacdo de duas reagdes de PCR e a
utilizacdo de 3 enzimas de restri¢do: Mspl, Kpnl e Narl. Todas as amostras foram
submetidas a PCR 1 para amplificagdo de um fragmento de 248/249pb do exon 6,
seguidas da digestdo enzimdtica com Kpnl. A presenga das bandas de 164pb e 84pb é

caracteristica da delecao no nucleotideo 261 e, portanto do alelo o' (Figura 6).

249
164
84

Figura 6- Padrido de bandas de diferentes gendtipos obtidos apds digestdo do fragmento
de 249pb com a enzima Kpnl. Canaletas 1= fenétipo B, genétipo BO'; 2= fendtipo A,
gendtipo AA; 3= fendtipo O, gendtipo 0'0"; 4= fendtipo B, genétipo BB; 5= fenétipo A,

gen6tipo AA e 6= fendtipo O, genétipo O'O’; M=massa molecular de 100pb.



38

Todas as amostras, com exce¢do das genotipadas como 0’0’ foram submetidas a
PCR2 seguidas por digestdo enzimdtica com Mspl. A presenca da banda de 223pb é
caracteristica do alelo B (mutacdo G703A) e a banda de 160pb (mutagdo C467T) pode
ser encontrada no alelo A%, embora esteja presente também em outros alelos, como por

exemplo no alelo Al (Figura 7).

223
204

160
129

Figura 7 - Padrdo de bandas de diferentes genétipos obtidos apds digestdo do fragmento
de 467pb com enzima Mspl. 1=fenétipo B, gendtipo BO'; 2= fendtipo B, genétipo BO';
3=presenca da mutagdo C467T; 4=fendtipo A, genétipo A 0'; M=massa molecular de

50pb
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Entretanto, a andlise da digestdao dos fragmentos de 467pb com Mspl e 249pb
com Kpnl nio permitiram a identificacdio do alelo O°. Assim, outra digestdo foi
realizada com a enzima Narl no fragmento de 467pb, produzindo os fragmentos de 262
e 205pb e identificando a mutagio C526G, comum aos alelos B ¢ O°. Como essa
digestao nao foi realizada em nenhuma amostra de fendtipo B, a presenca dos
fragmentos digeridos foi considerada apenas como conclusiva para o alelo O°. Portanto,
um padrao de bandas composto pelos fragmentos de 262 e 205pb seria conclusiva da

presenca do alelo o’ (Figura 8).

Figura 8- Padrdo de bandas obtido pela digestdo com Narl do fragmento de 467pb
amplificado do exon 7. Canaletas 1= fendtipo A, genétipo AA; 2= fendtipo O, gendtipo
0'0?; 3= fenétipo A, genétipo AA; 4= fenétipo A, gendtipo AA e M= massa molecular

de 100pb.
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De acordo com a fenotipagem e com o padrdo de bandas produzido na digestao
enzimdtica, os gendtipos mais comuns no grupo em estudo (pacientes com cancer de
mama) foram 0’0’ (n=34, 44,7%), AO’ (n=20, 26,3%), BO' (n=7, 9,2%) e AA (n=6,
7,9%). No grupo controle composto por mulheres doadoras de sangue, os gendtipos
mais comuns foram 0’0’ (n=32, 41,0%), AO" (n=20, 25,6%) ¢ AA (n=10, 12,8%) ¢
BO' (n=9, 11,5%). A comparacdo destes resultados ndo demonstrou nenhuma diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (Tabela 6).

Tabela 6 — Freqiiéncia de fenétipos e gendtipos do grupo sanguineo ABO nas pacientes

portadoras de cincer de mama e no grupo controle

Fendtipo Genoétipo Pacientes (n=76) Controle (n=78)
N % N %

o) 0'o’ 34 44,7 32 41,0
0'0? 2 2,6 1 1,3

A AA 6 7.9 10 12,8
A0! 20 26,3 20 25,6

B BB 3 3,9 2 2,6
BO' 7 9,2 9 11,5

AB AB 4 53 4 5,1
Total 76 100 78 100

Qui quadrado (xz), comparagdo entre 0s grupos teste e controle para a fenotipagem

(P=0,9323) e genotipagem do grupo ABO (P=0,9356).
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As caracteristicas clinicopatoldgicas das pacientes portadoras de cincer de
mama separadas por grupo sanguineo ABO estdo apresentadas na tabela 7. Os
resultados ndo demonstraram diferenca estatisticamente significativa tanto para
extensdo do tumor primdrio (T) como para metdstase em linfonodos regionais. O
estadiamento do tumor seguido pela classificagio TNM também nao mostrou diferenga
estatisticamente significativa quando comparado com os diferentes grupos sanguineos

ABO, tanto no fenétipo (tabela 7) como no gendtipo.
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Tabela 7 — Caracteristicas clinicopatoldgicas das pacientes portadoras de cincer de

mama associadas com o grupo sanguineo ABO

Caracteristica o A B AB Valor P
Tumor N=35 (%) N=26 (%) N=10 (%) N=4 (%) 0,6128
T1 12 (34,3) 4 (15,4) 3(30,0) 1(25,0)

T2 14 (40,0) 12 (46,1) 5 (50,0) 2 (50,0)

T3 6 (17,1) 4 (15,4) 2 (20,0) 1 (25,0)

T4 3 (8,6) 6 (23,1) 0 (0,0) 0 (0,0)

Metastase em  N=34 (%) N=25 (%) N=10 (%) N=4 (%) 0,1985
linfonodos

Positivo 9 (26,5) 11 (44,0) 4 (40,0) 3(75,0)

Negativo 25 (73,5) 14 (56,0) 6 (60,0) 1(25,0)

Estagio TNM  N=34 (%) N=24 (%) N=9 (%) N=4 (%) 0,3625
I 11 (32,3) 4 (16,7) 3(33,3) 0 (0,0)

IIA 10 (29,4) 7 (29,2) 1(11,1) 1(25,0)

1B 7 (20,6) 5(20,8) 4 (44,4) 3 (75,0)

1A 3(8,8) 1(4.2) 1(22,2) 0 (0,0)

1B 2(5,9) 4 (16,7) 0 (0,0) 0 (0,0)

v 1(2,9) 3(125) 0 (0,0) 0 (0,0)
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Sobre o polimorfismo no gene FUT3, quatro mutacdes foram avaliadas pelo
método de PCR-AE: T59G, T1067A, T202C e C314T. A banda de 1185/6pb
corresponde a amplificacdo de parte do gene FUT3 onde se encontra a mutacdo T59G,
ja a banda de 180pb corresponde a amplificagdo para verificagdo da mutagdo T1067A.
As reagOes de amplificacdo para caracterizacdo das mutacdes T202C e C314T
produzem fragmentos de 1045/1044pb e 932/933pb respectivamente. Um fragmento do
gene do hormodnio de crescimento (hAGH) foi usado como controle de reagdo
amplificando um fragmento de 428bp (Figuras 9).

A mutacgdo no gene FUT3 mais freqiientemente encontrada foi T202C em ambos
os grupos, com uma freqiiéncia do alelo C de 25% (n=38) para o grupo em estudo e de
17,3% (n=27) para o grupo controle. Em seguida encontramos a mutacdo C314T com
uma freqiiéncia do alelo 7 de 20,4% (n=31) no grupo de pacientes com cancer de mama
e de 16,0% (n=25) para as doadoras de sangue. A muta¢do menos encontrada em ambos
os grupos foi T1067A, com uma freqiiéncia do alelo A de 9,9% (n=15) no grupo em
estudo e de 5,8% (n=9) no grupo controle. Nao foi encontrada nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre as pacientes portadoras de carcinoma ductal invasivo
e as mulheres doadoras de sangue quando essas quatro mutagdes foram avaliadas

separadamente (Tabela 8)
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Tabela 8 — Freqiiéncia das mutagdes e dos alelos do gene FUT3 em pacientes portadoras

de cancer de mama e doadoras de sangue

Mutacdo Alelo Grupo Estudo Grupo Controle Valor P*
N % N %
T59G TT 56 73,7 63 80,8 0,5769
TG 16 21,0 12 15,4
GG 4 5.3 3 3.8
Alelo T 128 84,2 138 88.5
alelo G 24 15,8 18 11,5
TI1067A TT 63 82,9 70 89,7 0,4573
TA 11 14,5 7 9,0
AA 2 2,6 1 1,3
Alelo T 137 90,1 147 94,2
Alelo A 15 9,9 9 5.8
T202C TT 44 57,9 54 69,3 0,2827
TC 26 34,2 21 26,9
CC 6 7,9 3 3,8
AleloT 114 75,0 129 82,7
Alelo C 38 25,0 27 17,3
C314T CC 48 63,2 56 71,8 0,4946
CT 25 32,9 19 24,4
TT 3 3.9 3 3.8
Alelo C 121 79,6 131 84,0
Alelo T 31 20,4 25 16,0

* Valor P obtido a partir do teste de Qui-quadrado
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1185/1186pb
1045/1044pb
932/933pb

428pb

180pb

Figura 9 - Padrdao de bandas obtido pela reacdo de amplificacdo alelo especifico (PCR-
AE) para as mutagdes T59G, T1067A, T202C e C314T do gene FUT3. Canaletas 1 e 2
representam a amplificacdo utilizando o primer 111-48s (para o alelo selvagem - T na
posi¢do 59) e o primer 11I-47s (alelo mutante — G na posi¢do 59), respectivamente —
individuo homozigoto mutante (GG); Canaletas 3 e 4 representam a amplificacio
usando o primer III-54s (alelo selvagem — T na posicdo 1067) e o primer 111-53s (alelo
mutante — A na posicdo 1067), respectivamente — individuo heterozigoto (TA);
Canaletas 5 e 6 representam a amplificacdo utilizando o primer III-50s (para o alelo
selvagem - T na posicdo 202) e o primer 111-49s (alelo mutante — C na posi¢ao 202),
respectivamente — individuo homozigoto mutante (CC); Canaletas 7 e 8 representam a
amplificacdo usando o primer III-52s (alelo selvagem — C na posi¢do 314) e o primer
II-51s (alelo mutante — C na posi¢do 314), respectivamente — individuo homozigoto
mutante (TT); Canaleta M = massa molecular de 100pb. Banda de 428pb corresponde

ao controle interno de reacdo (hGH).
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Com relagdo aos gendtipos realizados em combinag¢do dos polimorfismos em
quatro posicdes do gene FUT3 (T59G, T1067A, T202C e C314T), o gendtipo mais
comum em ambos os grupos foi o tipo-selvagem, SSSS, 44,7% (n=34) para o grupo em
estudo e 52,6% (n=41) no grupo controle (Tabela 9). Para comparacao da associacdo do
sistema Lewis com o cincer de mama, realizou-se a andlise estatistica considerando os
gendtipos responsdveis pela inativacdo da enzima Lewis (SSMM, MMSS, HHHH,
HSMH, MMHS, SSMH, HHMH) e os genétipos os quais ndo inativam a enzima.
Assim, 63 pacientes com cincer de mama (82,9%) apresentaram genotipos em que a
enzima Lewis é funcional (Lewis positivo) e 13 pacientes (17,1%) com genotipos
responsaveis pela inativacdo da enzima Lewis (Lewis negativo). No grupo controle, 74
(94,9%) mulheres apresentaram genotipo para Lewis positivo e 4 (5,1%) mulheres para
Lewis negativo. Dessa forma, foi observada diferenca estatisticamente significativa
(teste exato de Fisher) entre o grupo de pacientes portadoras de cincer de mama e o
grupo controle (P=0,0126).

Individuos fenotipados como Lewis-negativos, Le(a-b-), refletem a auséncia de
atividade da enzima Lewis e deveriam, portanto, possuir alguma mutagdo inativadora no
gene FUT3. Entretanto, dos 18 individuos da nossa casuistica fenotipados como Lewis
negativo - Le(a-b), 16 (88,9%) sdo portadores de duas ou mais, das quatro mutagdes no
gene FUT3, pesquisadas neste estudo, 1 (5,6%) € portador de apenas uma mutagdo e 1
(5,6%) nao apresenta nenhuma das quatro mutacdes. Além disso, somente 10 (55,6%)
dos 18 individuos possuem gendtipos que realmente determinam a incapacidade

funcional da enzima (Tabela 10).
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Tabela 9 — Genétipos obtidos a partir da associacdo de quatro polimorfismos do gene
FUT3 (T59G, T1067A, T202C e C314T) em pacientes portadoras de cincer de mama

(grupo em estudo) e doadoras de sangue (grupo controle).

Gendtipos Grupo Estudo Grupo Controle
N=76 % N =78 %
SSSS 34 447 41 52,6
HHSS 3 39 6 7,7
SSHH 17 22,4 18 23,1
HSSS 4 53 4 5.1
HSHH 0 0,0 1 1,3
MSSS 1 1,3 1 1,3
MHSS 1 1,3 1 1,3
SSHS 2 2,6 1 1,3
HHHS 1 1,3 0 0,0
HSHS 0 0,0 1 1,3
SSMM* 1 1,3 3 3,8
MMSS* 1 1,3 1 1,3
HHHH* 5 6,6 0 0,0
HSMH* 2 2,6 0 0,0
MMHS* 1 1,3 0 0,0
SSMH* 2 2,6 0 0,0
HHMH* 1 1,3 0 0,0

* Genotipos Lewis negativo; Teste exato de Fisher, Lewis positivo versus Lewis
Negativo, P = 0,0126. S — Selvagem, H — Heterozigoto, M — Mutante homozigoto
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Tabela 10- Mutagdes do gene FUT3 (T59G, T1067A, T202C e C314T) encontradas nos

individuos fenotipados como Lewis negativo: Le(a-b-).

Mutacdo Individuos*

05p 06P 08P 11P 28P 32p 10 13 19
T59G TG TG TG TT TT TT TG TT TG
TI1067A TA TA TA TT TT TT TA TT TT
T202C TC TC TC CC CC CC TT CC TC
C314A CT CT CT CT CT TT CC TT CC
Genétipo HHHH HHHH HHHH SSMH SSMH SSMM HHSS SSMM HSHS
Mutacdo Individuos*

24 34 37 47 51 53 63 69 75
T59G TT GG TG TT TT TG GG TT GG
T1067A TT TT TA TT TT TT AA TT TA
T202C CC TT TT TC TT TC TT CC TT
C314A TT CC CC CT CC CT CC TT CC
Gendtipo SSMM MSSS HHSS SSHH SSSS HSHH MMSS SSMM MHSS

* 5P a 32P (individuos do grupo de pacientes com cancer de mama), 10 a 75 (individuos
do grupo controle). Em negrito estdo representados os gendtipos responsaveis pela
produgdo de enzima Lewis ndo funcional

O polimorfismo do gene FUTZ2 para caracterizacdo do estado secretor foi

verificado pela técnica de PCR-AE para identificacgdo da mutagdo G428A. A

amplificacdo do gene do horménio de crescimento (hGH) foi usada como controle

interno de reacdo produzindo um fragmento de 428pb. A banda de 519/520pb

corresponde & amplificacdo de parte do gene FUT2 onde se encontra a mutacio G428A

de acordo com o primer utilizado (Figura 10).
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519/520pb

428pb

Figura 10- Padrio de bandas obtido pela PCR-AE para a mutacio G428A do gene
FUT2 que amplifica um fragmento de 519/520pb. Canaletas 1,3 e 5 representam a
amplificacdo para o alelo selvagem (G na posicdo 428) utilizando o primer Se;
Canaletas 2,4 e 6 representam a amplificacdo do alelo mutante (A na posicio 428)
utilizando primer se. Canaletas 1 e 2 representam um individuo homozigoto para o alelo
selvagem (GG), Canaletas 3 e 4 representam individuo heterozigoto (GA) e Canaletas 5
e 6 representam um individuo homozigoto para a mutacdo (AA). Canaleta M = massa

molecular de 100pb. Banda de 428pb corresponde ao controle interno de reacdo (hGH).
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A freqiiéncia da mutagdo G428A do gene FUT2 encontrada em ambos 0s grupos
foi elevada, sendo que 73,7% (n=56) das mulheres portadoras de cincer de mama
apresentaram a mutacgado e destas, 21,1% (n=16) em estado homozigoto e 52,6% (n=40)
em heterozigoto. No que se refere ao grupo controle, 56 (71,8%) mulheres apresentaram
a mutacdo, sendo que 18 (23,1%) em homozigose e 38 (48,7%) em estado heterozigoto.
Portanto, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos
(P=0,8877).

O fendtipo secretor e ndo-secretor pode ser determinado pela fenotipagem
Lewis, quando esta € positiva, pois individuos Le(a-b+) sdo secretores, Le(a+b-) néo-
secretores e Le(a+b+) secretores parciais. Entre os individuos ndo-secretores (n=22)
fenotipados como Le(a+b-), 95,5% (n=21) foram homozigotos para a mutagdo G428A e
4,5% (n=1) homozigoto para o alelo normal (GG), demonstrando que a mutagdo G428A
¢ a principal causa da incapacidade funcional da enzima codificada pelo gene FUTZ2 na
casuistica deste estudo.

Sobre a associacdo das caracteristicas clinicopatoldgica dos tumores e 0s grupos
Lewis e Secretor, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas para
os gendtipos do grupo Lewis com nenhum pardmetro clinicopatolégico. Entretanto, foi
observada diferenca estatisticamente significante na comparacio dos genétipos secretor
e ndo-secretor, sendo que tumores de individuos com gendtipo ndo-secretor, ou seja,
com a mutacdo G428A em homozigose, estariam mais associados com a presenca de
metistase em linfonodos axilares (P=0,0149). Para os outros parametros

clinicopatolégicos, ndo foram encontradas diferengas significativas (Tabela 11).
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Tabela 11 — Caracteristicas clinicopatoldgicas das pacientes portadoras de cancer de

mama associadas com os genétipos dos grupos Lewis e Secretor

Caracteristica Genotipos Genotipos Valor P Genétipo Genétipo Valor P
Lewis + Lewis -* Secretor”  ndo-secretor ¢

Tumor N=62 (%) N=13 (%) N=59 N=16 (%)

T1 17 (27,4) 3(23,1) 0,6089¢ 15 (25.4) 5(29,4) 0,7051¢

T2 28 (45,2) 5(38.9) 27 (45,8) 6 (35,3)

T3 11(17,7) 2 (15.4) 11 (18,4) 2(11,7)

T4 6 (9,7) 3(23,1) 6 (10,2) 3(17,6)

Metastase em  N=61 (%) N=12 (%) N=57 (%) N=16 (%)

linfonodos

Positivo 21 (34,4) 4(33,3) 1,000° 15 (26,3) 10 (62,5) 0,0149°

Negativo 40 (65,6) 8 (66,7) 42 (73,7) 6 (37,5)

Estagio TNM N=59 (%) N=12 (%) N=55 N=16 (%)

I 15 (25,4) 3(25,0) 0,0893¢ 14 (25.5) 4(24,8) 0,1187¢

ITA 18 (30,5) 1(8,3) 16 (29,1) 3(18,8)

1B 14 (23,7) 5(41,7) 16 (29,1) 3(18,8)

A 5(8.5) 0(0,0) 2 (3,6) 3(18,8)

111B 35,1 3(25,0) 354 3(18,8)

v 4(6,8) 0(0,0) 4(7,3) 0 (0,0)

* Lewis — (Lewis negativo) sdo os genétipos responsdveis pela produgdo de enzima
Lewis ndo-funcional (SSMM, MMSS, HHHH, HSMH, MMHS, SSMH, HHMH). °
Genotipos obtidos pela pesquisa da mutacdo G428A. Gendtipos considerados
secretores: GG (homozigoto selvagem) e GA (heterozigoto). © Gendtipos obtidos pela
pesquisa da mutacdo G428A. Gendtipos considerados ndo-secretores: AA (homozigoto
mutante). * P obtido pelo Teste de Qui-quadrado. © P obtido pelo Teste exato de Fisher
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6. Discussae.
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Os grupos sanguineos ABO sdo definidos tradicionalmente por testes de
hemaglutinacdo com soros especificos, mas a identificacio dos genétipos tornou-se
possivel, de maneira mais especifica, com a introducdo de métodos moleculares. Neste
estudo, utilizou-se a técnica de PCR seguida por restri¢do enzimatica para determinagéo
dos gendtipos, identificando os alelos A, B, 0' ¢ 07 em individuos portadores de cancer
de mama e em mulheres doadoras de sangue pertencentes a regido central do Estado de
Sao Paulo.

Os genes ABO, FUT2 e FUT3 sdo claramente polimoérficos, pelo menos
nos humanos. Seus produtos, presentes principalmente nas células epiteliais em contato
com o ambiente, sugerem alguma funcido em nivel de interacdo com microrganismos. A
existéncia de associacio entre os marcadores de grupos sanguineos e doencas tem sido
investigada e significantes associagdes foram reportadas em patologias diversas
(MARIONNEAU et al., 2001). Maior risco de desenvolvimento de doenca coronariana
tem sido encontrada em individuos nao-O (GARRISON et al., 1976). Uma associagcao
entre gendtipos ABO e o nivel do fator de von Willebrand tem sido reportado, sendo
que individuos OO apresentam os menores indices (SOUTO, et al., 2000).

Estudos com cancer verificaram uma associa¢do entre o grupo sanguineo A e
mulheres com cancer de mama (VOGEL, 1970). Nenhuma associac¢do foi encontrada
entre os fendtipos do grupo sanguineo ABO e o céancer de pele em estudo realizado por
TURSEN et al (2005). Em um estudo na Arménia, foi encontrado uma associacio entre
mulheres do grupo AB e Rh D negativo com o carcinoma endometrial (ADAMIAN,
2005). Nao houve associacdo entre o grupo sangiiineo ABO e carcinoma de es6fago
quando considerado o tecido em geral, entretanto, houve uma associa¢do entre os
individuos do grupo B apresentando maior risco de desenvolvimento de carcinoma de

esofago na terceira porgdo do o6rgdo (SU et al., 2001).
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Estudos de culturas celulares de carcinoma de colon de rato indicam que células
que expressam o antigeno A sdo resistentes a apoptose e contribuem para a formagdo de
tumores (MARIONNEAU et al.,, 2002). Entretanto, estudos usando ratos ou
camundongos como modelos experimentais tém mostrado que no epitélio estratificado a
expressdo de antigenos do grupo sanguineo ABO é oposta ao que ocorre em humanos,
ja que células basais expressam os antigenos A ou B, enquanto que as células
espinhosas expressam o antigeno precursor H. Assim, o modelo em ratos nio deve ser
comparado com a carcinogénese humana (MARIONNEAU et al, , 2002;
MACKENZIE et al., 1995). Ainda, estudos t€ém demonstrado que a expressdo de
antigenos A e B inibem a migracdo celular e que pacientes que mantém a expressio
destes antigenos nas células tumorais possuem um melhor progndstico do que pacientes
do grupo O (DABELSTEEN & GAO 2005).

No presente estudo, comparando-se os grupos sanguineos ABO, Lewis e
Secretor, ndo foi encontrada diferengas estatisticamente significativas entre pacientes
com cancer de mama e um grupo controle composto por mulheres doadoras de sangue
para os fendtipos ABO e gendtipos dos grupos sanguineo ABO e Secretor. Entre as
pacientes portadoras de cancer de mama, o fendtipo mais comum foi O com 47,3%,
seguido pelo A com 34,2%, B com 13,1% e AB 5,3%. Os resultados sdo semelhantes
para o grupo controle com 42,3% de O, 38,4% de A, 14,1% de B e 5,1% de AB. Nao foi
encontrado, portanto associacdo estatisticamente significativa entre os dois grupos. Para
os gendtipos, a freqiiéncia também foi semelhante nos dois grupos, sendo o 0'0" 0 mais
encontrado (44,7% para o grupo em estudo e 41% para o grupo controle), seguido pelo
A0 (26,3% para o grupo em estudo e 25,6 no grupo controle), BO' no grupo em estudo
(9,2%) e AA no grupo controle (12,8%), ndo havendo diferenca significativa entre os

grupos. Esses resultados de freqiiéncia do grupo sanguineo ABO sdo semelhantes aos
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encontrados na literatura em outras regides do Estado de Sdo Paulo (MATTOS, et al.,
2001; NOVARETTIL, et al., 2000).

Para os dados clinicopatolégicos dos tumores, ndo houve associagdo
estatisticamente significativa entre o grupo sanguineo ABO e Lewis. Entretanto, houve
uma associacdo estatisticamente significativa para o grupo secretor, sendo que a
presenga de linfonodos axilares comprometidos pelo tumor estaria mais relacionada
com individuos nao-secretores. Em estudos com células tumorais de pancreas, foi
verificado que a expressdo de alfa(l,2)fucolsiltransferase estd diminuida, o que pode
estar associado com as propriedades metastaticas de tumores pancredticos, pois a
reducdo da atividade desta enzima se relacionou com o aumento da sintese de antigenos
sialil-Lex (AUBERT et al., 2000). Assim, nossos resultados sugerem que a auséncia de
atividade da enzima secretora poderia se relacionar com a possibilidade de metastase em
linfonodos regionais.

Estudos comparando os dados clinipatoldgicos de tumores e o0s grupos
sanguineos sdo raros na literatura e ainda, os mais comuns sdo com grupo sanguineo
ABO. Em um estudo realizado com carcinoma de esdfago, foi observada uma
associacdo entre o grau de diferenciagdo do tumor, tendo uma propor¢do menor de
tumores pobremente diferenciados entre os individuos do grupo sanguineo O (NOZOE
et al., 2004). Ainda neste mesmo estudo, o0 maior tamanho dos tumores € um estigio
TNM mais alto foram significativamente associados aos individuos do grupo sanguineo
AB.

Outros estudos relacionando caracteristicas clinicopatoldgicas de tumores e o
grupo sanguineo ABO, ndo foram encontrados resultados estatisticamente significativos
(MOLDVAY et al., 2000; DRESLER et al., 1995; BRYNE et al., 1991). Em estudo

realizado no Sri Lanka com céncer oral e fenétipo secretor, ndo foi observado nenhuma
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diferenca estatisticamente significativa (LAMEY, et al, 1994) Em um estudo na China,
também ndo foi encontrada associa¢do entre individuos com cancer de estdmago e
individuos sem céncer para o polimorfismo do gene FUT2 (JIANG et al., 2003b). Em
um estudo de 1999, foi observado uma associacdo entre a ocorréncia de displasia
epitelial da mucosa oral, que ocorreu exclusivamente em pacientes fenotipados como
nao-secretores (VIDAS et al., 1999).

A expressdo alterada de antigenos ABH e Lewis tem sido encontrada em muitos
tipos de carcinomas e estio freqiientemente associados com o progndstico (LE PENDU
et al., 2001; HAKAMORI, 1996). A presenca do antigeno H em células de carcinoma
de célon contribuem para o aumento da resisténcia a apoptose e, ainda, a presenca de
antigenos al,2fucosilados em carcinomas de esdfago, c6lon, mama, cabega e pescogo e
pulmao estd associada com mau prognéstico (MARIONNEAU et al., 2001).

Os antigenos Lewis ndo s@o formados intrinsecamente nos eritrécitos, mas
adsorvidos do plasma pela membrana do eritrécito (WATKINS 1995). Processos
patoldgicos e outras condigdes, tais como gestacdo (YAZAWA et al., 1996; HAMMER
et al., 1981), cirrose (STIGENDAL et al., 1984), cancer (ORNTOFT et al., 1991;
ERNEST, et al., 1984) podem também alterar a expressdo dos antigenos Lewis nos
eritrécitos. Assim, torna-se necessdrio a utilizacdo de outras metodologias para
avaliacdo do sistema Lewis, principalmente em individuos com patologias. Anélises
moleculares do gene FUT3 tém sido utilizadas para verificacdo das mutacdes que levam
a inativacdo da enzima Lewis em diversas patologias e em diferentes populagdes
(SERPA et al., 2003; CAKIR et al., 2002; MATTOS et al., 2002; LIU et al., 2000;
YAZAWA et al., 1996). No presente trabalho ndo foi realizado uma correlagdo de
fendtipos do sistema Lewis com o cincer de mama, pois ndo foi possivel obter o

fendtipo de todas as pacientes portadoras de cancer de mama. Ainda, a genotipagem do
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sistema sanguineo Lewis foi realizada pela metodologia de PCR-AE, para quatro
mutagdes no gene FUT3. No presente estudo foi possivel observar as quatro mutagdes
pesquisadas, T59G, T1067A, T202C e C314A entre as pacientes portadoras de cincer
de mama e as mulheres doadoras de sangue. Entretanto, nenhuma associac¢do
estatisticamente significativa entre as mutag¢des, consideradas isoladamente, e o cincer
de mama foi encontrada.

A mutagdo T59G € encontrada de forma muito comum juntamente com
mutagdes inativadoras da enzima Lewis, como a T1067A e a GS08A (YAZAWA et al.,
1995; NISHIHARA et al., 1994; NISHIHARA et al., 1993). Embora ndo seja uma
mutagdo que inativa a enzima, a mutagdo TS9G parece impedir a localizag@o correta da
mesma alterando a especificidade ao substrato e levando ao fendtipo Le negativo
(SOEJIMA & KODA, 2005; NISHIHARA et al., 1999). Essa mutacdo quando
encontrada de maneira isolada no alelo causa uma diminuicdo de 0 a 30% nos niveis da
enzima, entretanto, ela encontra-se normalmente co-localizada com a mutacao T1067A
e G508A (MOLICONE et al., 1994; NISHIHARA et al., 1994; NISHIHARA et al.,
1993). Outra mutacdo também muito pesquisada em estudos de genotipagem do sistema

1067

Lewis € a T1067A, encontrada de maneira isolada (le" ") ou em associacdo com T59G

(1'%, Esta mutacdo gera uma troca do aminoacido isoleucina por lisina na posi¢do
365 da seqiiéncia de aminoacidos da proteina, e quando encontrada de maneira isolada
reduz a atividade da enzima para menos de 10% (NISHIHARA et al., 1994), Em
estudos de transfec¢do, Elmgren e colaboradores (1997) reportaram que a mutagdo
T202C sozinha possui aproximadamente 1% de atividade, possivelmente devido a

alteracdes na estrutura tridimensional da enzima provocada pela troca do triptofano pela

arginina na posicdo 68 da proteina. J4 a mutacdo C314T possui atividade similar a
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enzima produzida pelo alelo selvagem, entretanto, quando as mutagdoes T202C e
C314T estdo presentes no mesmo alelo, a enzima produzida ndo tem atividade.

Em nossos resultados, a mutacdo mais encontrada em ambos os grupos foi a
T202C com uma freqii€ncia de 25,0% do alelo mutante C para as pacientes com cancer
de mama e de 17,3% para o grupo controle. Em um estudo realizado nos Estados
Unidos, a freqiiéncia deste alelo foi de 21,3% nos Caucasianos e de 10,8% nos Afro-
Americanos (CAKIR et al.,, 2002). Entre os 18 individuos deste estudo fenotipados
como Lewis negativo, Le(a-b-), somente 10 (55,6%) individuos possuem genétipos que
realmente determinam a incapacidade funcional da enzima, 16 (88,9%) sdo portadores
de duas ou mais, das quatro mutagdes no gene FUT3, pesquisadas neste estudo, 1
(5,6%) € portador de apenas uma mutacdo e 1 (5,6%) ndo apresenta nenhuma das quatro
mutagdes. Esses resultados demonstram a necessidade da andlise genotipica e ndo
apenas fenotipica do sistema Lewis.

Os genoétipos obtidos a partir dos quatro pontos de polimorfismos do gene FUT3
foram agrupados e, dessa forma, houve uma associag@o estatisticamente significativa
entre os genotipos relacionados a perda funcional da enzima Lewis (Lewis negativo) e
as pacientes com cancer de mama. Os estudos de correlagdo com polimorfismos de
genes dos grupos sanguineos e tumores sdo escassos € em um estudo realizado na
China, ndo foi possivel observar diferenga estatisticamente significativa na incidéncia
de cancer de estdbmago com a mutacdo T59G do gene FUT3 (JIANG et al., 2003a).

A enzima secretora codificada pelo gene FUT2 tem a fungdo de fucosilar em
ligacdo o(1,2) o precursor tipo 1 e formar o antigeno H tipo 1, o qual pode ser utilizado
pelas glicosiltransferases A, B e Lewis, se presente. O sistema secretor controla a
formacdo de substincia H (a qual pode ser modificada em substincias A e/ou B)

encontrada nas secrecdes corporais, tais como saliva, fluido seminal (HENRY, 1996). A
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mutagdo sem sentido G428A ¢ a principal mutagdo causadora da inativagdo da enzima
secretora, produzindo um alelo ndo-secretor em individuos caucasianos (europeus e
iranianos) e africanos, enquanto a mutacdo de sentido trocado A385T estd incluida
como a mutacdo mais comum causadora da produg¢do de uma enzima deficiente na
populacao asidtica (LIU et al., 1998b; KODA et al., 1996; KELLY et al., 1995). A
frequéncia da mutacdo G428A neste estudo foi de 73,7% para as pacientes portadoras
de cancer de mama e de 71,8% entre as mulheres do grupo controle. Os valores sdo
maiores do que os encontrados por VESTERGAARD et al (1999) com 63,3% na
populacdo Dinamarquesa e por LIU et al (1998b) numa populacdo africana e semelhante
a encontrada por PROCTER et al (1997). Neste estudo, em quase todos os individuos
fenotipados como ndo-secretores - Le(a+b-) — exceto por 1 individuo, a mutagdo G428A
foi encontrada em homozigose. Como ainda n@o ha outros estudos publicados sobre o
polimorfismo do gene FUT2 na populacdo brasileira, com esses resultados pode-se
demonstrar que esta mutacdo € a principal responsavel pelo fendtipo ndo-secretor na
populacdo central do Estado de Sdo Paulo.

Estudos de associag@o de doengas com os grupos sanguineos envolvem uma drea
complexa, com muitas controvérsias. Muitos dos problemas sdo causados pela
inadequada confiabilidade da fenotipagem do grupo sanguineo Lewis em portadores de
patologias. Os estudos de associagdo devem também além de considerar os pardmetros
fenotipicos dos trés grupos - ABO, Lewis e secretor - incluir os estudos genotipicos

(HENRY, 1996).
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A verificag@o de gendtipos do grupo sanguineo ABO demonstrou que os gendtipos
mais comuns nas pacientes portadoras de carcinoma ductal invasivo foram 0'0,
AO' ¢ BO' e nas mulheres doadoras de sangue (grupo controle) foram 0'0', A0 ¢
A., Entretanto, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre esses dois
grupos e também ndo houve diferenga significativa quando este grupo sanguineo

foi comparado com as caracteristicas clinicopatolégicas dos tumores;

A verificacdo das mutacdes T59G, T1067A, T202C e C314T no gene FUT3
demonstrou que a maioria dos individuos com fenétipo Le(a-b-) apresentaram uma
ou mais destas mutagdes. Entretanto nem todos os individuos fenotipados como
Lewis negativo apresetaram estas mutacdes, sendo necessdria a pesquisa do

gendtipo e ndo apenas do fendtipo para a avaliag@o do sistema Lewis;

Das quatro mutacdes estudadas no gene FUT3, as mais freqiientes tanto nas
mulheres portadoras de CADI como nas mulheres doadoras de sangue foram
T202C e C314T, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos quando as mutacdes foram avaliadas separadamente. Entretanto, houve
diferenca estatisticamente significativa entre estes dois grupos quando as quatro
mutagdes foram avaliadas em conjunto, com uma proporcdo maior de genotipos
Lewis negativo para as pacientes portadoras de CADI. Além disso, ndo houve
diferenca significativa na comparacdo entre este grupo sanguineo e as

caracteristicas clinicopatolégicas dos tumores
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A mutacdo G428A do gene FUT2 foi muito freqiiente na populacdo estudada e
determinada em homozigose na maioria dos individuos fenotipados como nao-
secretores. Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as
mulheres portadoras de CADI e as doadoras de sangue para essa mutagdo.
Entretanto, houve diferenca significativa para esta mutacdo quando relacionada a
presenga de metastase em linfonodos, sendo que tumores com comprometimento

em linfonodos axilares estariam mais associados ao genétipo ndo secreotor.
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Abstract

The Lewis histo-blood group system comprises two major antigens, Le® and Le”, whose
determinants are composed of type 1 carbohidrate chains. The Le® antigen is synthesized
from a type 1 precursor substrate by a FUT3-encoded o(1,3/1,4) fucosyltransferase (Le
enzyme), whereas the Le antigen is synthesized from an H type 1 substrate by the
enzyme. The cDNA encoding Lewis fucosyltransferase has been isolated, and 13 single
bases substitutions have been identified in a number of different Le (a-b-) individuals —
T59G, G508A, T1067A, T202C, C314T, C445T, G484A, G667A, G808A, GT760A,
G13A, G1022T and G47C. In this study, we have investigated the frequency of Lewis
phenotype and the four mutations of the FUT3 gene, T59G, T1067A, T2020C e C314T,
in blood donors at the city of Araraquara, Sao Paulo State by using a polymerase chain
reaction/sequence-specific primers (PCR/SSP) method. One hundred and eighty-one
healthy blood donors arriving to the blood bank were subjects of the study. The
genotypes comprising the four common mutations (T59G, T1067A, T202C and C314T)
and the most common genotype was the “all-wild” genotype (i.e., WWWW), which was
found to be present in 45.9% (n=83) of participants. The others genotypes were WWHH
(n=45, 24.9%), HHWW (n=20, 11.0%), HWWW (n=14, 7.7%), WWMM (n=7, 3.9%),
MMWW (n=5, 2.8%), HWHH (n=2, 1.1%) and MWWW, MHWW, WWHW, HHHW and
HWHW with 0.6% each (n=1). With regard to the molecular basis of phenotypes of Le
(a-b+), 66 cases (54.6%) were “all-wild” genotype (WWWW), 44 (36.4%) were double
heterozygotes (HHWW or WWHH), 1 (0.8%) was WWHW and 1 (0.8%) was HHHW.
Concerning the phenotypes of Le (a+b-), the genotype most common was WWWW
(n=12, 40.0%). Concerning the phenotypes of Le (a-b-), 14 cases (48.3%) were
homozygous or double homozigotes for a mutant allele (WWMM, MMWW, MWWW,

MHWW), 11 cases (37.9%) had at least a mutant heterozygote allele. The most
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common mutation was at nucleotide position 202 with frequency of the 17.7% for C
allele. The second most common mutant allele was T allele at nucleotide position 314
with 16.9%. In conclusion, our study indicated that at the Brazilian population of the
Araraquara city the T202C and C314T mutations were the most frequents. Theses
mutations were presented in 86.2% of the Le (a-b-) participants, though only 41.34% of

the Lewis (a-b-) individuals produced genotypes Lewis-negative.

Keywords: Lewis gene, FUT3 gene, PCR-SSP, polymorphism
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Introduction

The Lewis histo-blood group system comprises two major antigens, Le® and Le”, whose
determinants are composed of type 1 carbohidrate chains. In contrast to the other blood
group antigens, the synthesis of Lewis antigens do not occur in erytroid tissues; rather
they are secondarily acquired by the erythrocyte membranes from other glycolipids
expressing endoderm-derived tissue(s) through the circulating soluble forms bound to
lipoproteins (Watkins, 1995). The Le" antigen is synthesized from a type 1 precursor
substrate by a FUT3-encoded o(1,3/1,4) fucosyltransferase (Le enzyme), whereas the
Le® antigen is synthesized from an H type 1 substrate by the enzyme. The gene FUT2
encoded a 0(1,2) fucosyltransferase (Se enzyme) that synthesize H antigen mainly on
the gastrointestinal epithelial cells and in body fluids such as saliva (Clausen &
Hakomori 1989). Therefore, the Lewis system phenotypes are determined by both the
Lewis (FUT3) and secretor (FUT2) loci and individuals lacking a functional FUT3
allele are called ‘Lewis negative’ and are characterized by the red cell phenotype Le(a-
b-). People with a ‘Lewis positive’ phenotype, either Le(a-b+) or Le(a+b-), possess at
least one functional FUT3 allele and are respectively secretors or non-secretors
(Marionneau, 2001). A secretor has the ABH antigen in saliva and other body fluids and
at least one functional allele FUT2 while a non-secretor is homozygous for a allele
nonfunctional and is characterized by the absence of ABH antigens in saliva and on
various epithelial cell types (Watkins, 1995).

The Lewis antigens are not intrinsic to red blood cells, the typing of Lewis
phenotypes is difficult and is sometimes misjudged because if weak hemagglutination
as a result of the small numbers of the antigens on red cells, and low titers (Good 1992;
Wang, 1994). Therefore, it is important and useful to determine the genotypes of the

Lewis system.
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The FUT3 gene is polymorphic, located on chromosome 19 and codes for an
a(1,3/1,4) fucosyltransferase that is expressed in exocrine secretions (Kukowska-
Latallo et al., 1990; Elmgren et al., 1993). The cDNA encoding Lewis
fucosyltransferase has been isolated (Kukowska-Latallo et al., 1990), and 13 single
bases substitutions have been identified in a number of different Le (a-b-) individuals —
T59G, G508A, T1067A, T202C, C314T, C445T, G484A, G667A, G808A, GT760A,
G13A, G1022T and G47C (Elmgren et al., 1993; Koda et al., 1993; Liu et al., 1996; Liu
et al., 1999; Pang et al., 1998; Elmgren et al., 1997; Cooling & Gu, 2003; Soejima et al.,
2004). In addition, two silent base substitutions, C304A and T370G, were also observed

202,314 . .
=" allele is common in

in an African population (Pang et a., 1998). While the le
Caucasian Le(a-b-) individuals, these mutations are quite rare in Asian populations
(Koda et al., 1993; Liu et al., 1996; Liu et al., 1999; Pang et al., 1998; Elmgren et al.,
1997). On the hand, the GS08A mutation (the le”*”"), which is common in Asian
populations, is rare in Caucasian populations (Liu et al., 1996; Elmgren et al., 1997).
The G484A, G667A and G80O8A mutations are observed only in a African population
(Pang et al., 1998). The mutations T59G and T1067A seem to be wide-spread, all over
the world. They frequently occur as single mutations in Indonesia, whereas in Japan and
Europe, they are almost always co-localized (Orntoft et al., 2996). In addition, the G47C
mutation is likely to be specific for Sinhalese (Soejima et al., 2004).

Although several mutations of FUT3 were found in different ethnic populations,
there were no reports based on the genetic analysis of the FUT3 gene in Brazilians. In
this study, we have investigated the frequency of Lewis phenotype and the four
mutations of the FUT3 gene, T59G, T1067A, T2020C e C314T, in blood donors at the

city of Araraquara, Sao Paulo State by using a polymerase chain reaction/sequence-

specific primers (PCR/SSP) method.
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Materials and Methods

Subjects and determination of Lewis blood phenotypes

One hundred and eighty-one healthy blood donors arriving to the blood bank were
subjects of the study. The study was approved by the Ethical Committee at the. Lewis
hemagglutination assay was performed with micro typing system (DiaMed,

Switzerland).

DNA extraction
Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes as described previously
and diluted in TE buffer (10mM Tris-HCI, ImM Na2-EDTA, pH 7,5) (Miller et al.,

1988).

PCR-SSP genotyping of FUT3 mutations

The amplifications of the DNA were performed in 25ul of solution containing 1X
Green Buffer (Promega-USA), 0,2mM each dNTP, 0.5uM each primer, 1,25U
GoTaq™ DNA polymerase (Promega — USA) and 500ng genomic DNA. The cycling
parameters were 96°C 60s; 5 cycles at 96°C 20s, 70°C 45s, 72°C 25s; 21 cycles at 96°C
25s, 65°C 50s, 72°C 30s; 4 cycles at 96°C 30s, 55°C 60s, 72°C 90s. The mutated FUT3
oligonucleotide primers had genotypically specific mutations on the penultimate or last
nucleotide at the 3’-end, and a Tm between 58°C-60°C (Granh et al., 2001). The human
growth hormone (hGH) gene was used, as an internal control in each PCR
amplification, with 5’-GCCTTCCCAACCATTCCCTT-3’ as sense primer and 5’-
TCACGGATTTCTGTTGTGTTTG-3’ as anti-sense primer (Procter et al, 1997). All
primer-mixes included 0.5uM of each hAGH-primer, which gave raise to a 428bp

amplification product and an anti-sense primer (I[[-55as) with  5’-
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TTCTGGAGGGGAGAGGCT-3’ specific for the wild allele FUT3 in the position

1212-1229. All PCR-amplification were run on 1% agarose gel (Promega — Madison,

USA) in 0.5 mg/ml ethidium bromide for 30-50 minutes at 100V and visualized using

UV illumination.

Table 1- The primer sequences and corresponding PCR product sizes. UP upstream; DP

downstream.

Mix Allele Primer sequence® Product size (bp)

1 59wt UP: 5’- CGCTGTCTGGCCGCACT -3’ 1186
DP: I1I-55as

2 59T>G UP: 5’- GCTGTCTGGCCGCACgG -3’ 1185
DP: I1I-55as

3 202wt UP: 5’- CCCTCCTGATCCTGCTATG -3’ 1045
DP: III-55as

4 202T>C  UP: 5’- ACCCTCCTGATCCTGCTAc -3’ 1044
DP: I1II-55as

5 314wt UP: 5’- GTACCCACAGGCAGACACG -3 932
DP: III-55as

6 314C>T  UP: 5°- TGTACCCACAGGCAGACAt -3’ 933
DP: I1I-55as

7 1067wt UP: 5’- CCAGACGGTGCGCAGCAT -3’ 180
DP: I1I-55as

8 1067T>A UP: 5’- CCAGACGGTGCGCAGCAa -3’ 180

DP:

III-55as

* Deliberately mutated nucleotides are indicated by small letters in bold. Wt= wild type
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Definition of Lewis genotype

Distributions of genotype and allele frequencies for each individual single nucleotide
polymorphism (i.e., T59G, T1067A, T202C and C314T) were studied separately, and as
combinations of four FUT3 gene SNPs, i.e., Lewis genotype groups. The table 2
summarizes some groups of FUT3 gene polymorphisms into the corresponding Lewis

genotype (Cakir et al., 2002).

Table 2- Identifications of Lewis genotype groups by combining information on FUT3

gene mutations. W wild, H heterozygous, M homozygous mutant

Lewis genotype at site

59 1067 202 314
w w w w
M M w w
w w H H
H H H w

Results

Genotyping was completed for 181 blood donors. There were 37% (n=67) male
and 63.0% (n=114) female subjects with a mean age of 34.85 years (ranging from 18
years to 61 years). Concern ethnic the majority was Caucasians (84.5%, n=153), 12.2%
(n=22) Africans Americans and 3.3% (n=6) Mongols. The genotypes comprising the
four common mutations (T59G, T1067A, T202C and C314T) and the most common
genotype was the “all-wild” genotype (i.e., WWWW), which was found to be present in
45.9% (n=83) of participants. The others genotypes were WWHH (n=45, 24.9%),

HHWW (n=20, 11.0%), HWWW (n=14, 7.7%), WWMM (n=7, 3.9%), MMWW (n=5,
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2.8%), HWHH (n=2, 1.1%) and MWWW, MHWW, WWHW, HHHW and HWHW with
0.6% each (n=1).

With regard to the molecular basis of phenotypes of Le (a-b+), 66 cases (54.6%)
were “all-wild” genotype (WWWW), 44 (36.4%) were double heterozygotes (HHWW or
WWHH), 1 (0.8%) was WWHW and 1 (0.8%) was HHHW. Concerning the phenotypes
of Le (a+b-), the genotype most common was WWWW (n=12, 40.0%). Concerning the
phenotypes of Le (a-b-), 14 cases (48.3%) were homozygous or double homozigotes for
a mutant allele (WWMM, MMWW, MWWW, MHWW), 11 cases (37.9%) had at least a
mutant heterozygote allele (Table 3).

Table 4 presents the distribution of genotype and allele frequencies for each
individual single nucleotide polymorphism. The most common mutation was at
nucleotide position 202 with frequency of the 17.7% for C allele. The second most

common mutant allele was 7 allele at nucleotide position 314 with 16.9% (Table 4).
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Table 3- Distribution of combinations of SNPs of the FUT3 gene and Lewis blood

phenotypes. W wild, H heterozygous, M homozygous mutant

Lewis genotypes (at sites

Lewis phenotypes

59, 1067, 202, 314) Le (a-b+) Le (a+b-) Le (a-b-) Le (a+b+)
n % n % N % n %
WWWW 66 54.6 12 40.0 4 13.8 1 100
HHWW 9 7.4 9 30.0 2 6.9 -
WWHH 35 29.0 5 16.7 5 17.2 -
HWWW 9 7.4 4 13.3 1 34 -
WWMM - - 7 24.1 -
MMWW - - 5 17.2 -
MwWWwW - - 1 3.4 -
MHWW - - 1 3.4 -
HWHH - - 2 6.9 -
WWHW 1 0.8 - - -
HHHW 1 0.8 - - -
HWHW - - 1 3.4 -
121 100 30 100 29 100 1 100




Table 4- Distribution of Lewis genotype and allele frequencies for individual SNPs.
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Mutation Genotype Participants
N %
T59G TT 136 75.1
TG 38 21.0
GG 7 3.9
T allele 310 85.6
G allele 52 14.4
T1067A TT 154 85.1
TA 22 12.2
AA 5 2.8
T allele 330 91.2
A allele 32 8.8
T202C TT 124 68.5
TC 50 27.6
cc 7 39
T allele 298 82.3
C allele 64 17.7
C314T CcC 127 70.2
CT 47 26.0
TT 7 3.9
C allele 301 83.1
T allele 61 16.9




94

1186/1185 bp
1045/1044 bp
<«

932/933 by
<« P

428 bp (hGH)

180 bp

Figure 1- PCR-SSP patterns from the FUT3 genotyping. Lanes 1 and 2 show the results
using the 59wt and 59T>G primers (genotype - GG), lanes 3 and 4 show the results
using the 1067wt and 1067T>A primers (genotype - TA), lanes 6 and 7 show the results
using the 202wt and 202T>C primers (genotype - CC), lanes 8 and 9 show the results
using the 314wt and 314C>T primers (genotype - 77). The lane 5 indicate molecular

weight marker of the 100bp. Internal control (hGH) is included in lines 1-4 and 6-9.
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Discussion

There are at least two alleles at the Lewis site: Le, which encoding a functional
a(1,3/1,4) fucosyltransferase, and le, which encode nonfunctional «(1,3/1,4)
fucosyltransferase. These silent variants contain single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in coding region of the FUT3 gene and are consistent with a decrease in enzyme
levels and/or Lewis-negative phenotype in individuals (Henry et al., 1995). Until now,
four missense mutations in the FUT3 gene, viz., TS9G, T1067A, T202C and C314T,
associated with a non-functional Lewis allele (le) which are known to explain the 90-
95% of the Lewis-negative phenotype in Caucasians (Elmgren et al. 1997; Mollicone et

al. 1994; Pang et al. 1998; Koda et al. 2001; Cakir et al. 2002). These four mutations

59,1067 5 1067 7 202 202,314
L le’™) e

produces at least five alleles, Le) le and le , which have been
demonstrated to show a race-specific distribution. Lewis genotyping in this study
included the identification of four major single nucleotide polymorphisms of FUT3
gene at nucleotide positions 59, 1067, 202 and 314. The most common genotype was
the “wild type” genotype at all four nucleotide positions and was found to be present in
45.9% of participants. Previous studies reported the frequency of the “wild” genotype
(LeLe) as 23%, 47%, 46.7%, 57.2%, 45.3%, 38% and 41.6% in Xhosa (n=100), South
Africa Caucasian (n=100) (Pang et al., 1998), Chinese in Guangzhou (n=154), Chinese
in Shenyang (n=138) (Liu et al., 1999), Taiwanese (n=137), Thai (n=71) and Filipino
(n=125) populations (Liu et al., 2000), respectively.

These study the most common mutant allele was C allele at nucleotide position
202 of the FUT3 gene with 17.7%, compared to 15.5% in South Africa Caucasians
(Pang et al., 1998). The frequency of the mutant T allele at site 314 (16.9%) was almost

the same as for the mutant C allele at site 202 (17.7%), and this finding was consistent

with the literature in that SNPs at nucleotide positions 202 and 314 usually occur
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together (Elmgren et al., 1996). The T59G mutation (14.4% G allele) was most
frequent that T1067A (8.8% A allele), though often occur together. The G508A
mutation was not examined in the study and the 1°°% and Le” alleles were
indistinguishable. Hence the higher frequency of the T59G mutation may be

29308 allele, rather than le*’ allele. Salomaa et al. (2000) studied

representative of the le
Lewis genotype-phenotype correspondence in a Caucasian population and have
indicated that the point mutations at nucleotide positions 59, 1067, 202 and 314 of the
FUT3 gene and/or combinations of these mutations are explanatory for more than 90%
of individuals with Lewis-negative phenotype.

The phenotype Le (a+b+) was found our study in only 1 case (0.6%) confirming
results of the literature in that these phenotype is virtually absent in Caucasians (Henry
1996). The phenotype Le (a-b-) was found in 16.0% (n=29), however the genotype
Lewis-negative was found in 6.6% (n=12) from participants and 41.34% from Le (a-b-)
individuals, whereas 13.8% (n=4) of the Lewis (a-b-) were wild type genotype
(WWWW). Studies report a frequency of approximately 10% of Le (a-b-) phenotypes in
Caucasians populations (Ellison et al., 1999; Watkins 1995b). The SNPs at nucleotide
positions 59, 1067, 202 and 314 were presented in 86.2% of the Lewis (a-b-)
participants, but the genotypes Lewis-negative were WWMM (n=7, 3.9%) and MMWW
(n=5, 2.7%). The genotypes MWWW, MHWW and HWHH though founds only in Le (a-
b-) individuals not annuls totally the enzyme activity. Elmgreen et al. (1997) have
reported, in their transfection study of a chimeric FUT3 gene construct containing
T202C or C314T, that the T202C mutation alone has about 10% activity compared with
a construct containing the wild type allele. The C314T construct had an activity similar
to the wild type allele, whereas the construct containing both T202C and C314T

mutations in combination had no activity. This study suggested a synergistic negative
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effect on the protein activities of T202C and C314T mutations (Elmgren et al., 1996;
Elmgren et al 1997). The T59G mutation alone may cause a 0- 30% decrease in the
Lewis enzyme levels, although the T59G mutation is usually co-localized with the
T1067A mutation (Molicone et al., 1994; Nishihara et al., 1993; Nishihara et al., 1994).
A single at site 1067 was found to reduce the fucosyltransferase enzyme activity to less
than 10% (Nishihara et al., 1994).

In conclusion, our study indicated that at the Brazilian population of the
Araraquara city, was found the four SNPs of FUT3 gene at nucleotide positions 59,
1067, 202 and 314 and that the T202C and C314T mutations were the most frequents.
Theses mutations were presented in 86.2% of the Le (a-b-) participants, though only
41.34% of the Lewis (a-b-) individuals produced genotypes Lewis-negative. Moreover,
studies of the association between Lewis blood group system and different disease
might has using genotyping method, for Lewis phenotyping is an unreliable method for

correct classification of the individuals Lewis-negative.
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SUMMARY

ABH and Lewis antigens expression have been associated with cancer
development, prognosis, tumor differentiation and metastasis. Considering that invasive
ductal breast carcinoma (IDC) present multiple molecular alterations, the aim of the
present study was evaluated if the polymorphism of ABO, Lewis and secretor genes, as
well as ABO phenotyping could be associated to tumor differentiation and lymph nodes
metastasis. In 76 women with IDC and 78 health women blood donors, ABO
phenotyping/genotyping, Lewis and Secretor genotyping were evaluated. Phenotyping
was performed by hemmaglutination method and genotyping by Polymerase Chain
Reaction with Sequence-Specific Primers (PCR-SSP). ABO, Lewis and Secretor were
classified by individual single nucleotide polymorphism (SNP) at sites 59, 1067, 202
and 314 of the Lewis gene, 428 of the Secrefor gene and 261 (Ol allele), 526 (O2 and B
allele) and 703 (B allele). Lewis genotype was classified in Lewis positive (wild-type or
two/three SNPs) or Lewis negative (two to four different SNPs). The Secretor genotype
was classified in Secretor (wild type or SNP in heterozygoses) and Non-secretor (SNP
in homozygoses). No assocaition was found between patients with breast cancer and
ABO antigen expression (P=0.9323) and genotypes (P=0.9356). Lewis negative was
associated with IDC (P=0.0126), but were not associated with anatomoclinical
parameters (tumor size, TNM staging and axillary lymph nodes metastasis). Non-
secretor genotype was associated with axilary lymph nodes metastasis (P=0.0149). In
conclusion, the Lewis and Secretor genotyping could be useful to predict, respectively,

of breast cancer susceptibility and axillary lymph nodes metastasis.

Key Words: ABO, Lewis, Secretor, Genotyping, Phenotyping and human breast cancer
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Introduction

Breast cancer is an extremely diverse group of disease, presenting histological
subtypes, such as tubular, cribform and colloid cancers which are known to have a good
prognosis, while ductal carcinomas have a relative poor prognosis (Henry and Hayes,
2006). Moreover, breast cancer is a complex genetic disease characterized by the
accumulation of multiple molecular alterations. Invasive ductal carcinoma of breast
(IDC) is the more commom malignant lesion, whose behavior is evaluated through
clinical (age of the patients), histological paramethers, lymph node status and biological
markers (Viale, 2003; Gago et al., 1998). Among biological markers, the ABH, Lewis
and secretor antigens expression, have been associated with increased susceptibility to
infections and cancer, promoting higher sites of adhesion between, respectively, to
microrganism or cancer cells and target cells (Hurd and Domino, 2004; Ikehara et al,
2001). The Lewis blood group determinants are structurally related to the antigens of
the ABO blood group system and they are made by sequential addition of specific
monosaccharides onto terminal saccharide precursor chains on glycolipids or
glycoproteins. The glycopilids on which they reside on the erythrocyte surface are not
synthesized in erytroid tissues, but are acquired by erythrocyte membranes from other
tissue through circulating soluble forms that are bound to lipoproteins (Watkins, 1995).
The synthesis of the epitopes is dependent on the interaction of two different
fucosyltransfearses: o(1,2)fucosyltransferase encoded by the FUTZ2 or Secretor (Se)
gene, and o (1,3/1,4) fucosyltransferase encoded by the FUT3 or Lewis (Le) gene
(Clausen and Hakomori 1989). Absence of histoblood group antigens expression is
usually related to gene mutations and they are associated with loss of

glycosyltransferase activity in bladder tumors (Orlow et al., 1998). During neoplastic
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transformation, histoblood group antigen expression changes profoundly and the
presence of ABO, Lewis and Secretor genes polymorphisms could represent a genetic
susceptibility to the tumor invasion and metastatisis (Dabelsteen and Gao, 2005; Madjd
et al., 2005). Previous studies demonstrated that deregulation of adhesion molecules
could be an important mechanism to invasion and metastasis of malignant tumors
(Regidor et al., 1998; Madhavan et al., 2002, Gong et al., 2005). Considering that
malignant neoplasm needs to adhere in extracellular matrix and blood vessels (Zhang et
al., 20006; Jeschke et al., 2005; Rakha et al., 2005) to invade and metastatisis, the aim of
the present study was evaluated if the polymorphism of ABO, Lewis and Secretor genes
and as well as ABO phenotyping are related to anatomoclinical parameters and lymph

nodes metastasis in IDC.

Materials and Methods

Specimens

Seventy-six patients (test group) with invasive ductal carcinoma (IDC) were
attended in Gynaecology and Obstetric Ambulatory, of Clinical Hospital of School of
Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo (HCFMRP-USP) and Center of
Oncology of Araraquara City (CORA), Sdo Paulo Brazil. Tumor specimens were
graded by th WHO classification and staged according to the TNM staging system
(AJCC, 1992). In control group, 78 healthy women blood donors were evaluated in the
Blood Bank of School of Pharmaceutical Sciences, UNESP — University of Sao Paulo
State, Araraquara, Sdo Paulo, Brazil. The women with breast cancer and health donors
were pared for age, when it was possible. The present study was approved by the ethical
commitee in human experimentation (process HCFMRP n°® 15671/2005 and FCFAr

process n° 24/2003)
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ABO antigens phenotyping
The ABO blood group type (A, B, O or AB) antigens expression were evaluated

by standard hemmaglutination method (Vengelen-Tyler, 1996), using monoclonal

antibodies (DiaMed, Switzerland).

ABO, Lewis and Secretor Genotyping
DNA extraction

Blood samples (5,0mL) are collected with vacutainer tube and genomic DNA
was isolated from peripheral blood leukocytes as described previously (Miller et al.,

1988) and diluted in TE buffer (10mM Tris-HCI, 1mM Na2-EDTA, pH 7,5).

ABO Genotyping

Two PCR reactions were performed with the following oligodeoxynucleotide
primers : PCR1 (Fy 46 - 5' GAATTCACTCGCCACTGCCTGGGTCTC 3' and Fy57 -
5S'GAATTCATGTGGGTGGCACCCTGCCA3) and PCR2 (Fy43 - 5’-
CCAGGGGTGCACGGCCGGCGGC-3’ and Fy31-5’GAAATCGCCCTCGTCCTT?3’).
For each reaction 0.5uM fo each primer, 0.2mM 0,2mM each dNTP was mixed with
0.2-0.4ug genomic DNA and 1.25U of Taq polymerase (Promega).The PCR1 was
performed with an initial denaturation at 94°C for 5 min and the 35 cycles of
denaturation at 94°C for 2 min, anneling at 57°C for 1 min and extension at 72°C for 1
min. The PCR2 was performed with an initial denaturation at 94°C for 5 min and the 35
cycles of denaturation at 94°C for 1 min, anneling at 53°C for 1 min and extension at
72°C for 1 min. PCR1 product with 248/249 pb was digested with Kpnl restriction
enzyme to indentify Ol allele. PCR2 product with 467bp was submitted to restriction

digestion with Mspl and Narl to identify, respectively, B allele and O2 allele.
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Lewis and Secretor Genotyping

Polymerase Chain Reaction with Sequence-Specific Primers (PCR-SSP) was
performed to evaluate FUT3 and FUT2 gene mutation, identifying, respectively, the
polymorfism of Lewis and Secretor genes. The amplifications of the DNA were
performed in 25ul. of solution containing 1X Green Buffer (Promega-USA), 0.2mM
each dNTP, 0.500M each primer, 1,25U GoTaqTM DNA polymerase (Promega — USA)
and 500ng genomic DNA. The cycling parameters for FUT3 mutations were 96°C 60s;
5 cycles at 96°C 20s, 70°C 45s, 72°C 25s; 21 cycles at 96°C 25s, 65°C 50s, 72°C 30s; 4
cycles at 96°C 30s, 55°C 60s, 72°C 90s and for FUT2 mutation was. 96°C 60s; 5 cycles
at 96°C 25s, 70°C 45s, 72°C 45s; 21 cycles at 96°C 25s, 65°C 50s, 72°C 45s; 4 cycles at
96°C 25s, 55°C 60s, 72°C 120s The human growth hormone (hGH) gene was used, as
an internal control in each PCR amplification, with 5’-GCCTTCCCAACCATTCCCTT-
3’ as sense primer and 5’-TCACGGATTTCTGTTGTGTTTG-3’ as anti-sense primer
(Procter et al, 1997). All primer-mixes (table 1) included 0.50]M of each AGH-primer,
gave raise to an 428bp amplification product and an anti-sense primer (III-55as) with
5’-TTCTGGAGGGGAGAGGCT-3’ specific for the wild allele FUT3 in the position

1212-1229 were used (Grah et al, 2001)
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Table 1- The primer sequences and corresponding PCR product sizes. UP upstream; DP

downstream.

Mix Allele Primer sequence” Product size (bp)

1 59wt UP: 5°- CGCTGTCTGGCCGCACT - 3’ 1186
FUT3 DP: III-55as

2 59T>G UP: 5°- GCTGTCTGGCCGCACgG - 3’ 1185
FUT3 DP: III-55as

3 202wt UP: 5°- CCCTCCTGATCCTGCTATG - 3’ 1045
FUT3 DP: III-55as

4 202T>C  UP: 5’- ACCCTCCTGATCCTGCTAc -3’ 1044
FUT3 DP: III-55as

5 314wt UP: 5°- GTACCCACAGGCAGACACG -3 932
FUT3 DP: III-55as

6 314C>T  UP: 5°- TGTACCCACAGGCAGACAt -3 933
FUT3 DP: III-55as

7 1067wt UP: 5°- CCAGACGGTGCGCAGCAT -3’ 180
FUT3 DP: III-55as

8 1067T>A UP: 5’- CCAGACGGTGCGCAGCAa -3’ 180
FUT3 DP: III-55as

9 428wt UP: 5°-GCTACCCCTGCTCCTGG-3’ 519
FUT2 DP: 5°-GGCTGCCTCTGGCTTAAAG-3’

10 428G>A  UP: 5’-CGGCTACCCCTGCTCCTa-3’ 520

FUT2 DP: 5°-GGCTGCCTCTGGCTTAAAG-3’

? Deliberately mutated nucleotides are indicated by small letters in bold. Wt= wild type

Definition of ABO, Lewis and Secretor genotype

ABO genotype were evaluated separately and individual single nucleotide
polymorphism (SNP) defined O genotype in O1(G261del) and 0O2(C526G); B
genotyped were defined to SNP(G703A). A type blood antigen genotype were classified
for exclusion, when the genotyping did not presented O and B polymorphisms. AB
genotype were characterized to SNP (G703A) and allele A.

Distributions of Lewis genotype and allele frequencies for each, SNP (T59G,
T1067A, T202C and C314T) were studied separately. Moreover, these four SNPs of

FUT3 gene were evaluated in different permutations, named Wild-type (W),
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Heterozygous (H) and Homozygous mutant (M), they are classified in three groups
SNPs permutations, which are related to FUT3 enzyme activity (Cakir et al., 2002): 1)
active enzyme (WWWW) = absence of SNPs; 2) enzyme less active (HHWW, WWHH,
HWWW, HWHH, MWWW, MHWW, WWHW, HHHW, HWHW) = presence of
permutations of two or three SNPs and 3) enzyme inactive (WWMM, MMWW,
HHHH, HWMH, MMHW, WWMH, HHMH = Presence of permutations of two to four
SNPs.

Distribution of Secretor genotype and allele frequency for an unique SNP
(G428A) were classified in two groups: 1) Secretor genotype = wild-type or mutation
G428A in heterozygoses and 2) Non-secretor genotype = G428A gene mutation in

homozygoses.

Statistical Analysis

The statistical analysis of phenotypic (ABO) and genotypic (ABO, Lewis and
Secretor genes) characterization between women with invasive ductal breast carcinoma
and health donors women were performed using chi-squared test (Xz) and Fisher exact

test.

Results

Seventy-six patients with invasive ductal carcinoma of the breast and 78 women
health donors were evaluated to histoblood group antigen expression and ABO
genotypes (Table 2). Thirty-four (44.7%) out of 76 patients with breast cancer presented
0'0" allele, 20(26.3%) AO' allele, 7 (9.2%) BO' allele and 6 (7.9%) AA allele. Among

health women donors, 32 (41,0%) out of 78 women were 0’0’ allele, 20 (25.6%) AO’
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allele, 10 (12.8%) AA allele and 9 (11.5%) BO' allele. No statistical diference was
found between patients with breast cancer and health women to ABO antigen

expression (P=0.9323) and genotypes (P=0.9356).

Table 2 - Phenotyping and genotyping frequency of ABO histoblood group in health

donors women (control group) and invasive ductal breast patients

Phenotype © Genotype © Patients (n=76) Control (n=78)
N % N %
O 0,0, 34 44.7 32 41.0
0,0, 2 2.6 1 1.3
A AA 6 7.9 10 12.8
AO; 20 26.3 20 25.6
B BB 3 3.9 2 2.6
BO, 7 9.2 9 11.5
AB AB 4 5.3 4 5.1
76 100 78 100

Chi-squared test (x*) — ® ABO phenotyping (P=0.9323) and ® genotyping (P=0.9356).

ABO phenotyping, in 76 patients with invasive ductal carcinoma, were stratified
according TNM classification, lymph nodes metastasis and tumor size (Table 3).No
statistic difference was verified between anatomoclinical parametersand ABO
histoblood group antigen expression (p>0,05). The association between ABO antigen
expression and distant metastasis was not possible to evaluate since only four (5.3%)
patients presented metastasis to distant anatomical sites. Moreover, no association was

found between ABO genotyping and anatomoclinical parameters.
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Table 3 — ABO antigen expression in 76 women with invasive ductal carcinoma of

breast stratified according anatomoclinical parameters.

Variables 0 A B AB P Value
Tumor n=35 n=26 n=10 n=4
n (%) n (%) n (%) n (%) 0.6128
T1 12 (34.3) 4(15.4) 3(30.0) 1(25.0)
T2 14 (40.0) 12 (46.1) 5(50.0) 2(50.0)
T3 6(17.1) 4(15.4) 2 (20.0) 1(25.0)
T4 3(8.6) 6(23.1) 0(0.0) 0(0.0)
Metastasis (Lymph n=34 n=25 n=10 n=4
nodes)
n (%) n (%) n (%) n (%) 0.1985
Positive 9(26.5) 11 (44.0) 4 (40.0) 3(75.0)
Negative 25 (73.5) 14 (56.0) 6 (60.0) 1(25.0)
TNM stage n=34 n=24 n=9 n=4
n (%) n (%) n (%) n (%) 0.3625
I 11 (32.3) 4 (16.7) 3(33.3) 0 (0.0
ITA 10 (29.4) 7(29.2) 1(11.1) 1(25.0)
1B 7 (20.6) 5(20.8) 4 (44.4) 3(75.0)
IIA 3(8.8) 1(4.2) 1(22.2) 0(25.0)
1B 2(5.9) 4 (16.7) 0(0.0) 0 (0.0
v 129 3 (12.5) 0(0.0) 0(0.0)

@ Chi-squared test (%)

Four FUT3 gene mutation were analyzed in women with breast cancer and
health (Table 4). T202C mutation of FUT3 gene was frequently found in the patients
with breast cancer and health women donors, which C allele frequency was,
respectively 25% (n=38) to breast cancer group and 17.3% (n=27) control group. To
C314T mutation, T allele frequency was found in 31 (20.4%) out of 76 breast cancer
patients and 25 (16.0%) out of 78 health women donors. In T1067A mutation, A allele
was less frequently observed in 15 (9.9%) out of 76 breast cancer patients and 9

(5.8%)out of 78 health women. However, association was not observed between breast
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cancer patients and health women donors to those FUT3 gene mutations, compared

separately.

Table 4 — Frequency of FUT3 allele mutations in 76 women with breast cancer and 78

health women donors.

Mutations  Allele Patients Control P Value®
n Y% n Y%
T59G TT 56 73.7 63 80.8 0.5769
TG 16 21.0 12 154
GG 4 5.3 3 3.8
Allele T 128 84.2 138 88.5
Allele G 24 15.8 18 11.5
T1067A TT 63 82.9 70 89.7 0.4573
TA 11 14.5 7 9.0
AA 2 2.6 1 1.3
Allele T 137 90.1 147 94.2
Allele A 15 9.9 9 5.8
T202C TT 44 57.9 54 69.3 0.2827
TC 26 34.2 21 26.9
CC 6 7.9 3 3.8
Allele T 114 75.0 129 82.7
Allele C 38 25.0 27 17.3
C314T ccC 48 63.2 56 71.8 0.4946
CT 25 329 19 24.4
TT 3 3.9 3 3.8
Allele C 121 79.6 131 84.0
Allele T 31 20.4 25 16.0

@ Chi-squared test (xz)
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Different Lewis gene polymorphism (FUT3) permutation, related to the activity
of the enzyme were found in breast cancer patients and health women (Table 5).
WWWW FUT3 gene polymorphism (active enzyme) was the one more frequent found
in 34 (44.7%) out of 76 women with breast cancer and in 41 (52.6%) out of 78 health
women donors. The permutations analysis, which represent the less active enzyme
(HHWW, WWHH, HWWW, HWHH, MWWW, MHWW, WWHW, HHHW, HWHW)
or inactive (WWMM, MMSS, HHHH, HSMH, MMHS, SSMH, HHMH), were
evaluated in patients with breast cancer and health women. Sixty-three (82.9%) out of
76 patients with breast cancer showed genotype of active and less active enzyme (Lewis
positive) and 14(17.1%) with genotype of inactive enzyme (Lewis Negative). In
contrast, 74 (94.9%) out of 78 health women donors showed Lewis positive genotype
and 4 (5.1%) Lewis negative. Close association was found between the patients with

breast cancer and the Lewis negative genotype (P=0.0126).
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Table 5 — Lewis genotypes, derived from permutations of four FUT3 gene
polymorphisms (T59G, T1067A, T202C e C314T), in breast cancer patiens and health

women donors (Control group).

Genotypes Patients Control

N =176 % N =78 %
WWWW @ 34 44.7 41 52.6
HHWW ® 3 3.9 6 7.7
WWHH ® 17 22.4 18 23.1
HWWW ® 4 53 4 5.1
HWHH ® 0 0.0 1 1.3
MWWwWwW ® 1 1.3 1 1.3
MHWW ©® 1 1.3 1 1.3
WWHW ® 2 2.6 1 1.3
HHHW ® 1 1.3 0 0.0
HWHW ® 0 0.0 1 1.3
WWMM © 1 1.3 3 3.8
MMWW © 1 1.3 1 1.3
HHHH © 5 6.6 0 0.0
HWMH © 2 2.6 0 0.0
MMHW © 1 1.3 0 0.0
WWMH © 2 2.6 0 0.0
HHMH © 1 1.3 0 0.0

@ Lewis positive (active enzyme); ® Lewis positive (less active enzyme); © Lewis negative

(inactive enzyme). Fisher’s Exact Test, Lewis positve versus Lewis negative, P= 0.0126.
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Lewis and Secretor genotyping were associated with anatomoclinical
parameters, evaluated by tumor size, TNM staging and lymph nodes metastasis (Table
6). High frequency of Secretor gene mutation (FUT2) was found in women with breast
cancer and health donors. Secretor gene mutation was found in 56(73.7%) out of 76
women with breast cancer, which 16 (21.1%) out of 56 women with breast cancer was
found in homozygosis and 40(52.6%) in heterozygosis. G428 A mutation of gene FUT2
was observed in 56 (71.8%) out of 78 health women donors. Among 56 health women
donors, Secretor gene mutation was found in homozygosis in 18 (23.1%) and 38
(48,7%) was found in heterozygosis. No association was verified to Secrefor gene
mutation between women with breast cancer and health donors ( p = 0.8877). Close
association was demonstrated to non-secretor genotyping in women with breast cancer

with axilary lymph nodes metastasis (P = 0.0149).
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Tabela 6 — Anatomoclinical parameters of invasive ductal carcinoma of breast

associated with Lewis e Secretor genotyping.

Variables Lewis (+) Lewis P Value Secretor Non-secretor P Value
Genotype ) Genotype<b> Genotype<c>
Genotype®
Tumor n (%) n (%) 0.6089” n (%) n (%) 0.7051Y
T1 17 (27.4) 3(23.1) 15 (25.4) 5(29.4)
T2 28 (45.2) 5(38.5) 27 (45.8) 6 (35.3)
T3 11(17.7) 2(15.4) 11 (18.4) 2(11.7)
T4 6(9.7) 3(23.1) 6 (10.2) 3(17.6)
Total (n=62) (n=13) (n=59) (n=16)
Metastasis in n (%) n (%) 1.000°¢ n (%) n (%) 0.0149°¢
lymph nodes
Positive 21 (34.4) 4(33.3) 15 (26.3) 10 (62.5)
Negative 40 (65.6) 8 (66.7) 42 (73.7) 6 (37.5)
Total (n=61) (n=12) (n=57) (n=16)
TNM stage n (%) n (%) 0.0893¢ n (%) n (%) 0.1187¢
I 15 (25.4) 3(25.0) 14 (25.5) 4(24.8)
ITA 18 (30.5) 1(8.3) 16 (29.1) 3 (18,.8)
1IB 14 (23.7) 5(41.7) 16 (29.1) 3(18.8)
ITA 5(8.5) 0 (0.0 2(3.6) 3(18.8)
1B 3(.1) 3(25.0) 3(5.4) 3(18.8)
v 4(6.8) 0 (0.0 4(7.3) 0(0.0)
Total (n=59) (n=12) (n=55) (n=16)

@ Lewis negative = inactive enzyme;  G428A mutation in Secretor gene — Secretor genotypes
GG (wild-type homozygote) and GA (heterozygote);  G428A mutation in Secretor gene —
Non-secretor genotype AA (mutant homozygote); @ Chi-squared test (x°), Lewis positive
versus Lewis negative genotypes and/or Secretor versus Non-secretor genotype and
anatomoclinical parameters (Tumor size and TNM staging); © Fisher’s Exact Test, Lewis
positive versus Lewis negative genotypes and/or Secretor versus Non-secretor genotype and
metastasis in axillary lymph nodes.
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Discussion

ABO, FUT2 and FUT3 are polymorphic genes, at least in human being. The
histoblood antigens are also expressed in epithelial cells, suggesting that ABO, Lewis
and Secretor antigens could be important to cellular adhesion (Karlsson, 1998). The role
of histoblood antigen expression and diseases have been investigated and it seems to be
associated with infections, cancer prognosis (Dabelsteen and Gao, 2005, Marionneau et
al., 2001, Henry, 2001). Previous studies demonstrated that ABH or Lewis antigens are
associated with high risk to coronary disease (Garrison et al., 1976), better von
Willebrand levels (Souto, et al., 2000), with susceptibility to Candida sp (Johansson et
al., 2000) and Helicobacter pylori (Ilver et al., 1998). Although several studies have
found association between histoblood antigen expression and cancer, the association
between ABO phenotyping and genotyping and carcinogenesis is still poorly
understanding. In the present study no association was found between ABO
phenotyping and genotyping in women with breast cancer and anatomoclinical
parameters of the breast tumor. The absent association between anatomoclinical
parameters, ABO antigen expression and cancer were also verified in previous studies
such as observed in the present study (Moldvay et al., 2000; Dresler et al., 1995; Bryne
et al., 1991). Few studies have been addressed to evaluate cancer and ABO genotyping,
and in some tumors, alteration of ABO/Lewis-related antigens is associated with
malignant transformations (Nakagoe et al., 2001, You et al., 2000, Pyd et al., 1995,
Pinkston and Cole, 1996). Blood group type O has been associated well-differentiated
tumors and AB blood type presented higher tumor sizes and TNM staging in patients
with esophageal carcinoma (Nozoe et al., 2004). Women having AB histoblood type
group and Rh negative factor presented higher frequency of endometrial carcinoma

(Adamian, 2005). A pioneer study in breast cancer demonstrated that breast cancer
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susceptibility were observed in women having type A group (Vogel, 1970). However,
ABO antigens expression were not associated with the skin and esophageal cancer
susceptibility (Tursen et al.,2005; Su et al., 2001). Although ABO antigen expression
seems to be different in human and mouse, experimental studies with implant of colon
carcinoma in mouse demonstrated that the tumor cells expressing A antigen were more
resistant to apoptosis, permiting tumor’s cells survival (Marionneau et al., 2002;
Mackenzie et al., 1995). A and B antigen expression in tumor cells inhibit cellular
migration and the patients demonstrated better prognosis that patients which tumor cells
expressed O antigen (Dabelsteen and Gao 2005)

Physiological and pathological processes such as pregnancy (Yazawa et al.,
1996; Hammer et al., 1981), cirrosis (Stigendal et al., 1984), and cancer (Orntoft et al.,
1991; Ernest, et al., 1984) could modify Lewis antigen expression in erythrocytes.
Genetic polymorphism of FUT3 gene could be useful to evaluate gene mutations
associated to Lewis enzyme inactivation and related to several diseases and in different
populations (Serpa et al., 2003; Cakir et al., 2002; Mattos et al., 2002; Liu et al., 2000;
Yazawa et al., 1996). Four different polymorphisms was evaluated in the present study
(T59G, TI1067A, T202C e C314A) and the association between Lewis negative
genotype and breast cancer was observed in the present study. These polymorphism
could result in decreasing of the enzyme activity and the lack of Lewis antigen in
erythrocytes and epithelial cells (Nishihara et al., 1994). Moreover, Lewis negative
genotype are devoid of the Lewis enzyme in the Golgi apparatus, resulting in an
inability to synthesize Lewis antigens with the type-1 chain (Narimatsu et al., 1996).
Although Lewis genotyping studies are scarce, TS9G FUT3 gene mutation not was
associated with gastric cancer (JIANG et al., 2003a). Adhesion molecules have been

considered important to cancer metastatic processes, in which metastatic tumor cells
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acquire specific cell adhesion or recognition systems to migrate to distant anatomical
sites. Increased expression of sialyl Lewis™ is correlated with poor prognosis of certain
types of carcinoma while the low expression of Le*, sialyl-Lewis™ , Le" and sialyl-Le"
has been found in oral carcinomas (Dabelsteen and Gao, 2005). Tumor tissue expression
of sialyl Lewis® in human breast, pulmonary, colorectal, gastric and other cancers were
useful for predicting metastasis, the prognosis of the patients and also understanding the
route of metastasis spread (Kawaguchi, 2005). The lack of adhesion molecules, such as
integrins, in lung carcinoma cells result in lower cellular adhesiviness to fibronectin and
laminin, resulting in the loss of tumorigenicity (Kabayama et al., 2001). Our findings
might indicate that the higher frequency of Lewis negative genotype could result in the
lack of Lewis antigen in epithleial tissues and/or tumor cells, resulting in decrease of
adhesiviness of breast tumor cells which seems to be essential for the development of
the malignant tumors in vivo. Patients with non-small cell lung cancer that sialyl-Lewis”
antigen was absented were TNM stage I and relative risk was 6.10 lower than patients
with the Lewis antigen (Mizuguchi et al., 2007). However, tumor cells with absent or
low expression of Lewis antigen could be escape to immunosurveillance mediated by
Natural Killer (NK) cells, since previous studies demonstrated that NK cells attack
melanoma tumor cells expressing high levels of sialyl-Lewis® (Ohyama et al., 2002).
Thus, patients with breast cancer who present Lewis negative genotyping could have a
deficient immune response mediated by NK cells, contributing to tumor cells survive
and tumor development. However, we could not find an association between
anatomoclinical parameters of invasive ductal carcinoma of breast and Lewis
genotyping.

Alpha(1,2) fucosyltransferase encoded by FUT2 gene participate of H antigen

production which could be modified and secreted to the body fluids (Henry, 1996).
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Secretor status is defined by the expression of H type 1 antigen on external secretions
and secretor individuals seems to be more susceptible to some bacterial and viral
infections of the genito-urinary and gastric lymphoma (Oberhuber et al., 1997). In the
present study we found a positive association between non-secretor genotype and breast
cancer patients with axillary lymph nodes metastasis. G428A mutation of FUT2 gene is
main cause of the secretor enzyme (alpha 1,2 fucosyltransferase) inactivation, resulting
in a non-secretor allele in caucasians and africans, while in asiatic population A385T
mutation results in an enzyme with deficient activity (Liu et al., 1998b; Koda et al.,
1996; Kelly et al., 1995). The expression of alpha(1,2) fucosyltransferase is decreased in
human metastatic pancreatic cancer cells and it could play an important role in
metastatic properties of human pancreatic cancer cells (Aubert et al., 2000). Reduction
of metastatic properties of BL6 melanoma cells was observed in tumor cells expressing
terminal  fucose(alpha)l-2-galactose  after  alphal,2-fucosyltransferase = cDNA
transfection (Gorelik et al., 1997). Thus, our findings suggest that the absence of H
antigen in non-secretor genotype could increase metastatic process in invasive ductal
carcinoma of the breast.

In the present study, se’® allele was higher in women with breast cancer
(73.7%) and in health women donors (71.8%) as previously found (Vestergaard et
al.,1999; Liu et al.,1998, Procter et al 1997). However, we could not found association
between FUT2 gene mutation and breast cancer. While previous study could not
verified association to secretor status and genotyping in oral cancer (Lamey, et al, 1994)
and gastric cancer (Jiang et al., 2003b), other study demontrated that higher intensity of
oral disease occurred in the individuals with non-secretor genotype, and the occurrence
of epithelial dysplasia was found exclusively in the non-secretor individuals (Vidas et

al., 1999).
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We can conclude that Lewis negative genotyping could be related with invasive
ductal carcinoma of the breast, but not associated with tumor size, TNM staging and
metastasis in axillary lymph nodes. In addtion, non-secretor genotype may associated
with higher potential to metastasis to axillary lymph nodes in women with breast cancer.
Apparently, ABO histoblood antigens were not associated with the susceptibility to

develop breast cancer.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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