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Resumo

Objetivo: Analisar os polimorfismos da proteina p53 no codom 72, as familias
das enzimas metabolizantes GSTM1 e GSTT1 e o Papilomavirus humano
(HPV) na carcinogénese do adenocarcinoma do colo uterino. Casuistica e
Meétodos: O estudo caso-controle envolve 43 amostras de adenocarcinoma do
colo uterino fixados e blocados em parafina pertencentes ao grupo estudo e 86
amostras de células endocervicais, coletadas com escova endocervical, de
mulheres sem tumor cervical pertencentes ao grupo controle. A demonstragéo
da presenca do HPV, polimorfismo da p53, da enzima GSTM1, de seu alelo
nulo GSTM1*0, da GSTT1 e de seu alelo nulo GSTT1*0 foi realizada
utilizando-se a reagcdo em cadeia da polimerase. Resultados: A média de
idade do grupo estudo foi 52,49 anos e a do grupo controle foi 48,07 anos. O
teste t de Student (p=0,1042) (IC de 95%) mostrou homogeneidade entre os
dois grupos. O HPV esteve presente em 42(97,67%) dos casos do grupo
estudo e em 27(31,40%) dos controles. A analise estatistica confirmou
diferenga significante (p=0,001) (IC de 95%) e raz&o de chances foi de 113,79
vezes (IC de 95%:13,671; 945,145) (p<0,001). As analises da presenca das
isoformas da p53, da associacdo do HPV e alelos da p53 realizados entre os
dois grupos nao apresentaram significancia estatistica Da mesma forma a
presenca das GSTM1 e GSTM1*0, suas associacbes com HPV e isoformas da
p53 nao foram estatisticamente significantes. Por sua vez a analise de GSTT1
e GSTT1*0 pelo teste do x* foi significante p=0,001 (IC de 95%) e a razdo de
chances foi de 4,58 vezes (IC de 95%:2,04; 10,28) (p<0,001). As associag¢des
de GSTT1 e GSTT1*0 com HPV evidenciaram p<0,001(IC de 95%). A razédo de
chances da GSTT1*0 foi de 6,67 vezes (IC de 95%: 1,99; 22,17) (p<0,001). Por
outro lado, a razdo de chances de GSTT1 foi de 0,15(IC de 95%:0,045; 0,502)
(p<0,0021). A associacéo de GSTT1 e GSTT1*0 com as isoformas da p53 néo
foram estatisticamente significantes (p=0,056) (IC de 95%). A andlise da
associagao das familias GSTM1 e GSTT1, por modelo de regressao logistica,
mostrou que a familia GSTM1 n&o era um fator progndéstico no
adenocarcinoma cervical nem isolada, nem associada a familia GSTTA1.
Conclusoes: O HPV estava presente em 97,67% dos adenocarcinomas, e
associou-se com aumento do risco de 113,79 vezes para a carcinogénese do
adenocarcinoma, enquanto a presenca de GSTT1*0 mostrou risco para
adenocarcinoma de 4,58 vezes. A sua associacao com HPV aumentou o risco
em adquirir adenocarcinoma para 6,67 vezes. A presenca de GSTT1 ofereceu
protecao contra a carcinogénese do adenocarcinoma. As isoformas da p53 e a
familia GSTM1 né&o participaram da carcinogénese do adenocarcinoma do colo
uterino na populacéo estudada.
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O avango nas pesquisas biomoleculares possibilita o uso de suas
técnicas em estudos epidemioldgicos. A partir das ultimas décadas do século
XX, a epidemiologia molecular tem permitido a elucidagao de doengas crénicas,

entre elas o cancer (Caporaso, 2003; Lang, 2004; Chen, Hunter, 2005).

Esses estudos revelam diferencas na prevaléncia e na severidade
da doencga tanto inter quanto intra populagbes expostas a um mesmo agente
infeccioso. Evidencia-se assim, componente genético na variagdo da

suscetibilidade as moléstias infecciosas (Clementi, Di Gianantonio, 2006).

A identificacdo de regides de genes em individuos mais sensiveis ou
nado, a um determinado agente ou tipo de cancer, transmitidos para suas
proles, motiva o estudo dos polimorfismos génicos (Rothman et al., 2001; Taioli
et al., 2004; Suh, Vijg, 2005).

O termo polimorfismo € utilizado para designar variagbes em um
determinado gene, herdadas e transmitidas, ndo em individuo unico, mas em
uma parcela da populagédo. Essas variagdes ndao causam sindromes genéticas,
mas sensibilizam ou protegem pessoas a varias moléstias, ou tornam parcelas
de populagdes resistentes a alguns medicamentos, como por exemplo,

quimioterapicos (Beeghly et al., 2006; Clementi, Di Gianantonio, 2006).

As modificagdes estruturais no acido desoxirribonucléico (DNA)
podem ser complexas, tais como repeticbes de micro-satélites, insercdes,
inversbes e delegbes de pequenos segmentos. A simples troca de um
nucleotideo por outro, conhecida como polimorfismo de nucleotideo unico
(SNP), é a ocorréncia mais frequente (Cargill et al., 1999; Crawford, Nickerson,
2005; MacAuley, Ladiges, 2005;).

O genoma é constituido por DNA compactado nos cromossomos
que contém regides génicas codificadoras, os éxons, e regides nao
codificadoras ou controladoras, os introns. Essas regides distribuem-se em loci
que albergam os codons. Estes sao representados pelas triades de
nucleotideos, cuja fungdo é conduzir a formagdo de determinado aminoacido.

Os cbédons de cada cadeia de DNA pareiam-se em alelos.
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Os polimorfismos podem ocorrer nos introns ou nos éxons. Os SNP
podem ser nomeados como sindnimos ou ndo sindnimos segundo alteragéo
ocorrida (Romero et al., 2002; Crawford, Nickerson, 2005; Gibbs, Singleton,
2006). Quando a troca de um nucleotideo n&o altera a expressao final, ou
seja, o aminoacido correspondente ao cdédon modificado, diz-se ocorrer
polimorfismo de nucleotideo uUnico sinénimo. Caso contrario sera néo
sindnimo (Rebbeck et al., 2004).

Para uma alteracdo ser chamada de polimorfismo, sua forma mais
frequente deve estar presente em até aproximadamente 95% dos individuos de
um grupo populacional. As outras formas devem corresponder aos 5%

restantes desse grupo populacional (Romero et al., 2002).

A suscetibilidade variavel a diferentes tipos de cancer, a presenca de
metastases precoces ou nao, os diferentes prognodsticos de um mesmo tipo de
lesdo e a resisténcia a antiblasticos parecem estar associados a ocorréncia de
polimorfismos (Strange et al., 1998; Kawaguchi et al., 2000; D"Alo et al., 2004;
Depeille et al., 2004; Gemmati et al., 2004; De Rijke et al., 2005; Hung et al.,
2005; Chung et al., 2006; Crawford et al., 2006; Goodman et al.,, 2006;
Lecomte et al., 2006; Li et al., 2006).

Variacbes da proteina p53, do fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), das citoquinas inflamatérias, da ciclina D1, enzimas
metabolizadoras, sdo exemplos de polimorfismos (Medeiros et al., 2004; Zheng
et al., 2004; Jacobs et al., 2006; Knudsen et al., 2006; Sansbury et al., 2006).

1.1 Proteina p53

O gene TP53 situa-se no brago curto do cromossomo 17, no locus 13.1
(17p13.1), é composto por 12,5 kb, sua massa é de 43,5 kDa e apresenta 11
éxons. Pertence a uma familia de genes altamente conservados, que contém
outros dois genes, o TP63 e o TP73 (Hesketh, 1995; Moura Gallo et al., 2005).

Quando descoberto, foi considerado um oncogene, sendo

posteriormente identificado como gene supressor de tumores. Por desempenhar
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papel chave na reposta celular aos danos no DNA, foi cognominado guardiao
do genoma. Grande importancia lhe é atribuida na génese de varios tipos de
cancer (Hesketh, 1995; May, May, 1999).

O gene TP 53 codifica uma fosfoproteina com massa de 53kDa, a
p53, conhecida como selvagem quando ndo apresenta mutagdes. O bloqueio
da progressédo do ciclo celular e o inicio da cadeia da apoptose, sdo suas
fungdes (Volgestein, Kinzler, 1992; May, May, 1999; Coultas, Strasser, 2000;
Haupt et al., 2003).

O processo de divisao celular, também conhecido como ciclo celular, é
composto por quatro fases: fase de sintese do DNA (S), mitose propriamente dita
(M) e os intervalos (Gap) entre as duas anteriores: G1, fase inicial do ciclo e de
preparo para a sintese do DNA e G2, quando a célula capacita-se para a mitose.
Quando uma célula completa o ciclo celular, pode voltar a se dividir, entrar
novamente em G1, ou permanecer quiescente em fase de repouso temporario

(G0), ou ainda evoluir para diferenciacao (Pollok et al., 2003; Krude, 2006).

Na evolugdo do ciclo celular existem mecanismos rigidos de
controle, dispostos nas varias etapas. Sua funcao é fiscalizar a sequéncia dos
eventos celulares inerentes a cada fase e sao conhecidos como pontos de
verificacdo. No encontro de qualquer transtorno, o ciclo celular é interrompido.
O principal ponto de verificagdo encontra-se proximo ao final da fase G1 e é
denominado ponto de restricdo, nas células eucariéticas (Zhou, Elledge, 2000;
Canman, 2001; Murray, 2004; Sanchez, Dynlacht, 2005).

Quando existe qualquer tipo de alteragao no conteudo génico a p53,
por meio de mecanismo complexo, retira a célula do ciclo celular fazendo com
que permaneca em GO. Apdés o dano ao DNA ter sido reparado, essa célula
podera retornar ao ciclo, caso contrario ficara quiescente até a senescéncia ou
sera dirigida para morte celular programada, a apoptose, também
desencadeada pela p53 (Coultas, Strasser, 2000; Pietenpol, Stewart, 2002;
Weinberg, Denning, 2002; Vermeulen et al., 2003). A proteina p53 também

pode promover o bloqueio do ciclo em G2 (Nakamura et al., 2002).
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A proteina p53 apresenta varios polimorfismos distribuidos na
populacdo. Nos éxons 2, 4 e 6 podem ser vistos polimorfismos sinbnimos nos
quais, nao ha alteracdo da sequéncia de aminoacidos. Nas regides promotoras néo
codificadoras e nos introns: 1, 2, 3, 4, 6, 7, 9 e 10 sao descritos polimorfismos. Os
polimorfismos nao sindnimos, onde a sequéncia dos aminoacidos ¢é alterada, sao
narrados no éxon 4, nos codons 47 e 72 (Olivier et al., 2002).

Estudos sobre a p53 humana, desenvolvidos por Harris et al. (1986),
Matlashewski et al. (1987) e Buchman et al. (1988), tanto em tecido normal
quanto em tumores, evidenciaram polimorfismos dos alelos de seu gene

codificador em aproximadamente 10% dos casos.

A clonagem molecular e o sequenciamento de ambos os alelos do
gene TP53 revelam nessa oportunidade, alteragdo no cédon 72. Nessa posigao
ha substituicdo da citosina (C) central da trinca CCC, codificadora do
aminoacido prolina (PRO), por guanina (G) formando a sequéncia CGC que
codifica o aminoacido arginina (ARG), caracterizando um SNP nao sinénimo.
Ambos os alelos podem ser homozigotos: Arginina/Arginina (ARG/ARG ou
R72) e prolina/prolina (PRO/PRO ou P72) ou heterozigotas funcionais
arginina/prolina (ARG/PRO ou R/P) (Matlashewski et al., 1987; Buchman et al.,
1988; Pietsch et al., 2006).

A proteina E6 do Papilomavirus Humano (HPV), de baixo ou de alto
risco oncogénico, condiciona maior degradacéo, dependente da ubiquitina, do
alelo ARG quando comparada com o PRO. A variante ARG é mais supressora
da transformacédo celular, atividade associada a fungdo apoptoética da p53.
Estudos mostram que, em tumores de individuos heterozigotos para p53, o
alelo ARG estd mais sujeito a mutagdo enquanto o alelo PRO é mais
comumente perdido por delegao (Storey et al., 1998; Mantovani, Banks, 1999;
Tommasino et al., 2003; Pietsch et al., 2006).

Na analise da p53 em carcinoma espinocelular do colo uterino
Storey et al. (1998), demonstraram predominio de homozigose da arginina
(ARG/ARG) quando comparado a tecidos sem neoplasia. Esses autores
informaram, ainda que mulheres com a isoforma da p53 ARG/ARG infectadas
pelo HPV de alto risco oncogénico, tém probabilidade sete vezes maior de
desenvolver carcinoma espinocelular do colo uterino do que as demais.
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O fato causou controvérsias, alguns autores nado conseguiram a
reproducdo desses achados ao analisarem carcinomas espinocelulares do colo
uterino (Hayes et al.,, 1998; Helland et al., 1998; Hildesheim et al., 1998;
Josefsson et al., 1998; Minaguchi et al., 1998; Rosenthal et al., 1998 Yamashita et
al., 1999; Dimitrakakis et al., 2000; Malcolm et al., 2000; Tenti et al., 2000; Rezza
et al., 2001; Cenci et al., 2003; Cho et al., 2003; Jee et al., 2003; Santos et al.,
2005; Ueda et al., 2006).

Outros obtiveram resultados concordantes com essa associagao,
porém, nado com a mesma intensidade. Em geral, o risco relativo, em
homozigoticas para ARG, portadoras da infecgdo HPV, de gerar um carcinoma
espinocelular do colo uterino variava de 1,5 a 2,5 vezes. Essa associacdo nao
era reproduzida nas neoplasias intra-epiteliais escamosas e parecia estar
relacionada aos tumores espinocelulares invasivos (Zehbe et al., 1999;
Dokianakis, Spandidos, 2000; Madeleine et al., 2000; van Duin et al., 2000;
Klug et al., 2001; Zhebe et al., 2001; Nagpal et al., 2002; Koushik et al., 2005;
Gudleviciene et al., 2006).

Os alelos da p53 também estdo implicados na carcinogénese de
outros tipos de tumores, nos quais o aumento do risco relativo esta associado
ao gendtipo PRO/PRO (Wang et al., 1999; Yu et al., 1999; Brooks et al., 2000;
Fan et al., 2000; Kawaguchi et al., 2000; Pierce et al., 2000; O"Connor et al.,
2001; Liu et al., 2001; Furihata et al., 2002; Tsai et al., 2002; Tommiska et al.,
2005; Tornesello et al., 2005; Zhu et al., 2005; Sul et al., 2006).

1.2 Glutationa-S-Transferase

Todo ser vivo é constantemente exposto a compostos quimicos
estranhos ao organismo, o0s xenobioticos, assim como as substéncias
produzidas pelo proprio organismo, os endobidticos. Alguns xenobidticos sao
produtos naturais que participam da agao reciproca entre as varias espécies.
Outros, tanto naturais quanto sintéticos, sdo potencialmente toxicos tais como
poluentes ambientais, tabaco, aflotoxinas, herbicidas, drogas quimioterapicas
entre outros (Coleman et al., 1997; Hart et al., 1999; Chen, Hunter, 2005).
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Muitos desses elementos quimicos podem ser carcinégenos para
uma determinada espécie e nao para outras. A Agéncia Internacional para
Pesquisa do Cancer (IARC) por meio de estudos epidemioldgicos, identificou
substancias, misturas e tipos de exposi¢cdo classificados como carcinégenos
para humanos. A maioria das substancias quimicas citadas pela IARC nao sao
carcinégenos per se e devem ser metabolizados para que possam exercer tal
funcdo (Wogan et al., 2004).

Existem diferencas de pessoa para pessoa no metabolismo de
drogas e carcinégenos devido a fatores genéticos e ambientais. Muitos estudos
tém demonstrado polimorfismos nos genes que expressam as enzimas
participantes desse processo, que podem levar a alteragcao no metabolismo de
um determinado quimioterapico, por exemplo, Wogan et al. (2004).

Para facilitar o metabolismo, dar protecao contra a exposi¢cao aos
xenobidticos assim como de alguns endobidticos e facilitar sua excrecgao,
existem as enzimas metabolizadoras, historicamente divididas em duas
categorias: enzimas das fases | e fase |l e também os transportadores da fase
[Il (Nishimura, Naito, 2005; Xu et al., 2005; Shimada, 2006).

As enzimas da fase | sdo caracterizadas pelo metabolismo oxidativo
que, dependendo da substancia, pode resultar em ativacdo ou desativacao
farmacoldgica, ter excregédo facilitada e ou adicdo de grupos reativos para
subsequente conjugagcdo com as enzimas fase Il. Fazem parte deste grupo a
familia do citocromo P450, as monoxigenases contendo flavina e as
desidrogenases do alcool, entre outros (Hines, McCarver, 2002; Ingelman-
Sundberg, 2002; Xu et al., 2005).

As enzimas da fase Il sdo caracterizadas por conjugar os xenobibticos
ou os endobidticos as substancias organicas de baixo peso molecular, doadores
de moléculas como a glutationa, a uridina difosfato-acido glicurénico e acetil
coenzima A para detoxifica-las, facilitar sua excrecao ou estocagem. Entre as
enzimas da fase Il encontram-se: as glutationas-S-tranferases, as N-
acetiltransferases, as uridinas difosfato-glicuronosiltransferases, as epdxido
hidrolases e as sulfotransferases (McCarver, Hines, 2002; Sheweita, Tilmisany,
2003; Shimada, 2006).
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Os transportadores da fase Il desempenham funcdo vital nos
processos de absorcdo, distribuicdo e excrecdo das substaéncias resultantes
das fases | e Il do metabolismo tais como: aminoacidos, lipidios, ions
inorganicos, proteinas, sacarideos, metais, drogas e xenobibticos toxicos.
Fazem parte desse grupo os transportadores ABC (ATP-binding cassete) e os
transportadores SLC (Solute Carrier) (Nishimura, Naito, 2005; Xu et al., 2005).

As glutationas transferases, que tradicionalmente s&o também
denominadas de glutationa-S-transferases (GST), fazem entdo, parte de uma
superfamilia de enzimas metabolizadoras fase Il (Hayes et al. 2005; Nishimura,
Naito, 2006).

A glutationa (GSH) é um composto tiol por conter uma sulfidrila (S-H)
em sua molécula. Sua funcgao reside na protecao das células de efeitos letais
do metabolismo de xenobiotiocos. As células durante o metabolismo aerdbico
geram, por exemplo, espécies de oxigénio reativo que, apesar de transitorias,
possuem alta reatividade e resulta em peroxidacao de lipidios, oxidacdo de
proteinas e do DNA, comprometendo a vitalidade celular. A GSH em estado
reduzido atua na degradacdo de espécies de oxigénio, enxofre e nitrogénio
reativos (Jefferies et al., 2003; Sheweita, Tilmisany, 2003; Hayes et al., 2005).

O papel fundamental das GST é na detoxificagdo de compostos
endogenos e exdgenos, por catalisar a conjugagdo da GSH em forma reduzida,
com compostos ndo polares que contém centro eletrofilico de atomos de
carbono, nitrogénio ou enxofre. Desse modo, ha formagao de derivados nao
toxicos e mais soluveis prontos para serem excretados, ou transportados e
estocados por transportadores da fase Ill do metabolismo. (Coleman et al.,
1997; Frova, 2006; Nishimura, Naito, 2006).

Entre os substratos das GST estdo, por exemplo, os nitrobenzenos
alégenos, as quinonas e as carboxilas insaturadas a e 3. Portanto, as GST séo
conhecidas por catalisar reagdes de carcindgenos, de poluentes ambientais e
drogas quimioterapicas, detoxificando-os. As GST sao consideradas enzimas
conservadas na evolugdo das espécies, em relagdao a resposta celular ao
estresse oxidativo. Ao lado disso, parecem tomar parte da sintese de
prostaglandinas e horménios esterdides (Strange et al., 1998; Townsend, Tew,
2003; Hayes et al., 2005; Oakley, 2005; Lecomte et al; 2006).
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Existem trés grandes familias de GST distribuidas na natureza, a
saber: a citosdlica, a mitocondrial e a das proteinas de membrana, associadas
ao metabolismo de eicosandides e glutationa (MAPEG). As substancias
eicosanodides sao biologicamente ativas, derivadas do acido araquidénico, que
incluem as prostaglandinas e leucotrieno (Jefferies et al., 2003; Habdous et al.,
2004; Hayes et al., 2005).

Em humanos existem sete familias de GST do grupo citosdlico,
conhecidas pelas letras gregas alfa (GST-A), mu (GST-M), dmega (GST-O), pi
(GST-P), sigma (GST-S), teta (GST-T) e zeta (GST-Z) (Hayes et al., 2005;
Parl, 2005; Mcllwain et al., 2006).

A familia GST-M localiza-se no braco curto do cromossomo 1 no locus
13.3 (1p13.3) e possui cinco isoformas ou subfamilias GSTM1, GSTM2, GSTM3,
GSTM4 e GSTMS5 (Zhong et al., 1993; Parl, 2005; Mcllwain et al., 2006).

O gene GSTM1 é composto por oito éxons e possui trés alelos
GSTM1*A, GSTM1*B e GSTM1*0. Os dois primeiros diferem pela substituicao
da base guanina por citosina no nucleotideo 534 do éxon 7, de modo que, na
posi¢cao 172 da enzima ha substituicdo de uma lisina (GSTM1*A) por aspargina
(GSTM1*B) (Zhong et al., 1993; Xu et al., 1998; Parl, 2005).

O terceiro alelo (GSTM1*0) é resultado de permuta desigual entre os
locus da GSTM1 e GSTM2, que estao proximos fisicamente e compartilham 99% da
sequéncia dos nucleotideos, com isso ha delecéo de 15 kb que contém todo gene
GSTM1 (Xu et al., 1998; Habdous et al., 2004; Parl, 2005; Mcllwain et al., 2006).

Os individuos portadores desse alelo nulo (GSTM1*0) parecem ter
associagao ao maior risco de cancer de pulmao, cdlon, bexiga e a melhor
resposta a quimioterapicos no tratamento de leucemia, embora haja
controvérsias (Rebbeck, 1997; Egan et al., 2004; Medeiros et al., 2004;
McGrath et al., 2006; Ye et al., 2006).

A familia GST-T localiza-se no brago longo do cromossomo 22 no locus
11.2 (22911-2) e possui duas isoformas ou subfamilias GSTT1 e GSTT2 separadas
por 50kb (Pemble et al., 1994; Coggan et al., 1998; Sprenger et al., 2000;
Habdous et al., 2004).
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O gene GSTT1 é formado por cinco éxons e, como o gene GSTM1
apresenta trés alelos GSTT1*A, GSTT1*B e GSTT1*0 ou alelo nulo. Os dois
primeiros resultam da troca da base adenina por citosina no nucleotideo 310 do
éxon 3, que muda o aminoacido treonina (GSTT1*A) do residuo 104 para prolina
(GSTT1*B). O gene GSTT1 esta colocado em uma regido de extensa homologia
e é flanqueado por duas regides de 18kb denominadas de HA3 e HAS5, que
possuem na regiao central de cada uma, 403 pb com 100% de identidade. A
recombinacao dos 403pb da direita com os da esquerda resulta em delecédo de
54kb, contendo o gene GSTT1 inteiro; como resultado surge o alelo GSTT1*0 ou
alelo nulo (Sprenger et al., 2000; Alexandrie et al., 2002; Parl, 2005).

Os individuos portadores desse gendétipo nulo exibem atividade
catalitica diminuida, que pode estar associada a risco aumentado para
desenvolvimento de céancer (Rebbeck, 1997; Duell et al., 2002; Chen et al.,
2004; Lai et al., 2004).

Varios autores demonstraram ou refutaram a participacao dos alelos
GSTM1*0 e/ou da GSTT1*0 promovendo maior suscetibilidade para neoplasias
intra-epiteliais e para carcinoma espinocelular do colo uterino associados ou
nao aos polimorfismos da p53 (Goodman et al., 2001; Au et al., 2003; Ueda et
al., 2003; Lee et al., 2004; Sharma et al., 2004).

As participagdes das enzimas metabolizadoras na carcinogénese do
varios tipos de tumores, também tém sido avaliadas. Tanto a
GSTM1/GSTM1*0 quanto a GSTT1/GSTT1*0, isoladamente ou associadas
estariam relacionada a carcinogénese, e/ou aumento de risco para tal
eventualidade, e/ou da sobrevida associadas ou nao ao citocromo p450, a
proteina p53 e ao tabagismo em tumores como os de bexiga, cérebro, colon,
laringe, mama, ovario, pancreas, prostata, pulmao, leucemia do adulto e de
criangas (Moisio et al., 1998; Davies et al., 2000; Baxter et al., 2001; Howells et
al., 2001; Liu et al., 2001; Mitrunen et al., 2001; Sprudle et al., 2001; Miller et
al., 2002; Takanashi et al., 2003; Ocku et al., 2004; Roodi et al., 2004; Tsabouri
et al., 2004; Caceres et al., 2005; Garcia-Closas et al., 2005; Komiya et al.,
2005; Lourengo et al., 2005; Pinarbasi et al., 2005; Sreeja et al., 2005;
Srivastava et al., 2005; Huang et al., 2006).
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Por outro lado, ha publicagdes em que estas enzimas ndo aumentam
0 risco ou nem participam da carcinogénese de outros tumores, como de
cabeca e pescogo, colorretais, gliomas em adultos, leucemias mieoldides
crbnicas, mama, ovario, prostata e pulmao (Hengstler et al., 1998; Geisler,
Olshan, 2001; Vogl et al., 2004; Wrensch et al., 2004; Lichtenborg et al., 2005;
Ntais et al., 2005).

1.3 Adenocarcinoma

Os adenocarcinomas do colo uterino sdo tumores pouco conhecidos
guando comparados a variedade espinocelular (Altekruse et al., 2003).

Os registros do Surveillance, Epidemiology and Ends Results
(SEER) dos Estados Unidos, estudados por Smith et al. (2000), demonstram
que entre 1973 e 1977, a incidéncia dessa neoplasia maligna foi de
1,34/100.000 mulheres. Ja, no periodo de 1993 a 1996, o indice encontrado
por esses autores, foi de 1,7/100.000 mulheres, evidenciando aumento
estatisticamente significante de 22,5%.

A proporcédo de adenocarcinomas relativa a populagao feminina em
risco, também aumentou 49,3% das vezes. Em relacédo a todas as variedades
de canceres cervicais uterinos, houve elevacdao de 107,4% dos casos de
adenocarcinoma, entre os periodos 1973 a 77 e 1993 a 96 (Smith et al., 2000).

O estudo populacional desenvolvido por Alfsen et al. (2000), demonstrou

aumento dos adenocarcinomas endocervicais, em especial do tipo endometridide.

Consoante Zheng et al. (1996), ocorreu aumento da incidéncia dos
adenocarcinomas com significancia estatistica, com indices de 4,3% ao ano, entre
as mulheres nascidas apos o ano de 1935, tanto em brancas quanto em negras.

Segundo Sasieni, Adams (2001), observando mulheres nascidas no
inicio dos anos 60, o risco relativo para desenvolver adenocarcinoma do colo

uterino € 14 vezes maior do que para as nascidas antes de 1935.

Nota-se, ainda aumento de incidéncia tumoral entre mulheres com
menos de 30 anos (Peters et al., 1986; Herbert, et al., 2001; Bulk et al., 2003).
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A sobrevida de portadoras de doenga locorregional, com tipo
histologico espinocelular € pouco maior e estatisticamente significante quando

comparada com a de portadoras de adenocarcinoma (Smith et al., 2000).

As variedades histopatolégicas encontradas nos adenocarcinomas
invasivos compreendem, de acordo com Zaino (2000), adenocarcinoma
mucinoso sub-tipados em endocervical, intestinal, em anel de sinete;
carcinoma endometridide, carcinoma de células claras, carcinoma
viloglandular, adenocarcinoma de desvio minimo, também chamado de
adenoma maligno ou adenocarcinoma extremamente bem diferenciado.
Carcinoma seroso, adenocarcinoma mesonéfrico, carcinoma de células

adendide basais complementam os demais tipos histopatolégicos encontrados.

1.4 Carcinogénese Cervical

A compreensido do mecanismo da carcinogénese no colo uterino
inicia-se com a demonstragdo do Papilomavirus Humano (HPV) como agente
etiolégico dos condilomas genitais a partir dos estudos realizados por Meisels,
Fortin (1976); Meisels et al. (1977) e Purola, Savia (1977). Estudos
epidemiolégicos confirmaram que o HPV é o fator causal do cancer de colo
uterino associado a varios cofatores (Eluf-Neto et al., 1994; Walboomers et al.,
1999; Haverkos et al., 2000; Schiffman, Castle, 2003; Danaei et al., 2005).

A neoplasia cervical apresenta caracteristicas comuns aos canceres
que se seguem as infecgdes virais, de acordo com a teoria de zur Hausen
(1991). Somente pequeno numero dos individuos com determinada infecgao
viral desenvolve tumor maligno. As estimativas do periodo de laténcia entre a
infeccdo primaria pelo HPV e o aparecimento da neoplasia mostram que o
processo requer anos ou mesmo décadas de continua interacdo entre a célula
hospedeira e o virus. Mais ainda, o tumor resultante € monoclonal (Franco et
al., 1999; Guo et al., 2000; Mufioz, 2000; Bosch et al., 2002; el Hamidi et al.,
2003; Trottier, Franco, 2006).
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O HPV é um parasita bem adaptado, que permanece intimamente
associado a seus hospedeiros por longo tempo. Estudos filogenéticos sugerem
que os diversos tipos de HPV estavam presentes em primatas pré-humanos e
0s Homo sapiens carregam uma fragcdo desses tipos (Chan et al., 1992;
Bernard, 2005; Calleja-Macias et al., 2005).

O HPV é virus DNA pertencente a familia Papovaviridae, possui
forma icosaédrica ndo envelopada com 72 capsémeros com 55u de diametro.
Seu genoma é circular, composto por dupla fita de DNA com comprimento de
7.900 pb e massa de 5.000 kDa. Apresenta nove janelas de leitura (ORF),
onde estdo os sete genes de agao precoce (early), E1 a E7, além de dois de
atuacao tardia (/ate), L1 e L2, e mais uma regiao nao codificadora, que controla
a transcricdo das demais regides, a LCR (large control region) (Villa, 1997,
Carr, Gyorfi 2000).

Consta como fungbes dos genes mencionados, serem E1
responsavel pela replicagdo episomal; E2 regula negativamente a transcrigao
de E6 e E7; E4 possui expressao tardia e produz uma proteina secundaria do
capsideo viral; E5 induz a proliferagdo da célula hospedeira com acgao
semelhante ao fator epidermal de crescimento. O gene E6 expressa a proteina
E6 que interage com a protéina p53 no ciclo celular, destruindo-a via sistema
ubiquitina; enquanto E7 codifica a proteina E7 que inativa a proteina RB da
célula hospedeira a qual, em casos de dano ao DNA, participa do bloqueio do
ciclo celular em G1. O gene L1 sintetiza a proteina principal do capsideo viral e
L2 expressa a proteina secundaria desse capsideo (Villa, 1997; Carr, Gyorfi
2000; Francis et al., 2000; Wilson et al., 2002; Burd, 2003; Cooper et al., 2003;
Genther et al., 2003; Motoyama et al., 2004).

O ciclo do HPV na célula hospedeira € complexo. Considerando o fato
de apenas alguns tipos apresentarem potencial oncogénico, o intervalo entre a
infecgdo e a neoplasia ser longo, conclui-se ser a progresséo viral dependente
de cofatores (Crum, 2000; Castellsagué et al., 2002; Doobar, 2005).

Uma das agbdes fundamentais do HPV de alto risco oncogénico
integrado ao genoma da célula hospedeira, na carcinogénese do colo uterino,

ocorre no final da fase G1 do ciclo celular. Junto ao ponto de restricdo, o gene
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E6 destrdi, via ubiquitina, a p53 que se encontra hiperexpressada pelo gene
TP53. Ao mesmo tempo, o gene E7 fosforila a pRB do complexo pRB-E2F,
liberando o fator de transcrigdo E2F permitindo, entdo, a passagem da célula
modificada para fase S do ciclo celular (Daniels et al., 1998; Talis et al., 1998;
Stvenson et al., 2000; Thorland et al., 2000; Tjalma et al., 2005).

Do que até aqui foi exposto €& possivel afirmar serem os
adenocarcinomas do colo uterino tumores pouco conhecidos, com progndstico
mais reservado. Apresentam metastases em linfondos em estadios iniciais e
suas metastases em ovario, embora raras, sdo mais frequentes, além de mais
resistentes a reacao imunoldégica do organismo hospedeiro, quando
comparados a variedade espinocelular (Ishikawa et al., 1999; Nagarsheth et
al., 2000; Nakanishi et al., 2000; Nakanishi et al., 2001; Lea et al., 2002;
Ayahan et al., 2004; Baalbergen et al., 2004; Recoules-Arche, et al., 2004;
Chao et al., 2006).

E provavel que as familias de enzimas metabolizadoras GSTM1 e
GSTT1 possam ter participacdo no desenvolvimento do adenocarcinoma do
colo uterino, agindo como cofatores na carcinogénese, além do HPV, fator

causal da neoplasia cervical e dos polimorfismos da proteina p53 no cédon72.

Os tumores malignos que surgem em tecidos infectados pelo HPV,
podem levar de 15 a 20 anos para seu desenvolvimento. Durante esse
intervalo de tempo, mulheres portadoras de infeccado promovida pelo HPV, se
portadoras das enzimas metabolizadoras da fase | (CYP450), com alta
atividade, poderiam facilmente ativar compostos xenobidticos. Caso também
fossem portadoras de enzimas da fase Il (GSTM1 e GSTT1) com baixa
atividade ou ausentes (GSTM1*0 e GSTT1*0), poderiam ter dificuldade na
depuracdo desses compostos ativados. Desse modo, aumentariam a
quantidade de metabdlitos ativos com detoxificacdo lenta. Isto ocasionaria
modificagbes epigenéticas na cromatina e/ou acumulo de mutagées no DNA,
em suas células ja infectadas pelo HPV. Este fato poderia dar continuidade ao
processo da carcinogénese iniciado pelo virus (Hines, McCarver, 2002;
Mccarver, Hines, 2002; Feinberg et al,2004; Wogan et al., 2004; Ferreira et al.,
2006; Joseph et al., 2006; Shimada, 2006).
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Na literatura compulsada, poucos sao os ensaios referentes a
suscetibilidade do gendtipo ARG da proteina nuclear p53 durante a indugédo da
carcinogénese dos adenocarcinomas do colo do utero. Quanto as variedades
polimérficas das familias GSTM e GSTT as publicagbes estdo voltadas a genese

dos tumores espinocelulares do colo uterino.

Considerando a paucidade de informagbes e as contradigbes
existentes na literatura, surge a indagacao quanto a participagao das variagdes
de alelos da proteina p53 e do polimorfismo GSTM1e GSTT1 da enzima
glutationa-S-transferase na determinagdo de maior risco para o

desenvolvimento do adenocarcinoma cervical uterino.




2. PROPOSICAO
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O presente estudo utilizando técnicas de biologia molecular tem

como objetivo avaliar:

1.

A prevaléncia do HPV em adenocarcinomas cervicais € seu risco na

carcinogénese uma vez que € considerado seu fator causal;

A participagao dos polimorfismos da proteina p53, no cdédon 72, na
carcinogénese do adenocarcinoma do colo uterino, isoladamente ou

associados ao HPV e determinacao de possivel risco;

O comportamento das variantes polimorficas GSTM1, GSTM1*0, GSTT1 e
GSTT1*0 em pacientes com adenocarcinoma cervical uterino, isoladamente
ou associadas ao HPV e aquilatar o risco para desenvolvimento dessa
neoplasia;

As eventuais associagdes dos polimorfismos da p53 com as variantes
polimorficas GSTM1, GSTM1*0, GSTT1 e GSTT1*0 no desenvolvimento do

adenocarcinoma do colo do utero e determinar o risco de tais associagoes;

As possiveis associacbes das variantes polimoérficas GSTM1, GSTM1*0,
GSTT1 e GSTT1*0 na carcinogénese do adenocarcinoma do colo do utero

e o eventual risco dessas combinagdes.




3. PACIENTES E METODOS
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3.1 Pacientes

O projeto foi apresentado a Comissdo de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo, recebendo aprovagao n° 1051/03
(Anexo1).

O grupo de estudo foi composto por 44 amostras de adenocarcinoma
de colo uterino, conservados em blocos de parafina cedidos, com comprovante

de cessao, pelas seguintes Institui¢des:

— U.E.S. de Anatomia Patolégica da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Santa Casa de Sao Paulo (FCMSCSP) (Anexo 2).

— Departamento de Patologia da Universidade Federal de Sao
Paulo - Escola Paulista de Medicina (UNIFESP — EPM) (Anexo 3).

— Instituto Brasileiro de Controle do Cancer (IBCC) (Anexo 4).
— Laboratério Centro Diagndstico de Guarulhos (CEDIG) (Anexo 5).
— Laboratério de Patologia e Citologia (LABPAC) (Anexo 6).

O grupo controle foi constituido de 100 amostras de raspado do
canal cervical uterino. Parte do material foi obtida do excedente da coleta
endocervical para exame citolégico de mulheres atendidas no Laboratério
Médico - Servico de Assisténcia Especializada (SAE) para os exames
colpocitolégico e colposcépico de rotina (Anexo 7). O restante foi obtido de
mulheres atendidas no Centro Meédico do Hospital Santa Isabel e no
Ambulatério do Nucleo de Prevengao de Doenga Ginecoldgica da Disciplina de

Ginecologia Geral do Departamento de Ginecologia da UNIFESP-EPM.

As pacientes foram orientadas quanto aos objetivos da pesquisa.
Assinaram termo de consentimento livre e esclarecido, que lhes garantia
condugao do tratamento e assisténcia, independente de seu consentimento ou

desisténcia em qualquer etapa do estudo (Anexo 8).
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3.2 Métodos

3.2.1 Método de selegao do grupo estudo

O grupo de estudo foi composto por fragmentos tumorais obtidos de 44
mulheres com adenocarcinoma de colo uterino em qualquer estadio clinico,
comprovado por exame anatomopatolégico e ainda sem tratamento. Os
fragmentos foram fixados e blocados em parafina, processados histologicamente,
com diagnodstico histopatoldgico final de adenocarcinoma fornecido pelos

laboratérios participantes (Quadro 1):

— U.E.S. de Anatomia Patolégica da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Santa Casa de Sao Paulo (FCMSCSP) — 14 casos.

— Departamento de Patologia da Universidade Federal de Sao
Paulo Escola Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM) - 23 casos.

— Instituto Brasileiro de Controle do Cancer (IBCC) - 5 casos.
— Laboratério Centro Diagndstico de Guarulhos (CEDIG) — um caso.

— LABPAC (Laboratério de Patologia e Citologia) um caso.

A faixa etaria das pacientes desse grupo variou de 23 a 86 anos,
com meédia de 52,2 anos. Quanto ao tipo histopatoldgico, de acordo com Zaino
(2000), havia 31 casos de adenocarcinoma mucinoso endocervical, 8 casos de
adenocarcinoma do tipo endometridide de origem endocervical, 3 casos de
adenocarcinoma de células claras de origem endocervical e 2 casos de

adenocarcinoma viloglandular.
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Quadro 1 - Distribuicdo dos casos de adenocarcinoma blocados em parafina
segundo numero de ordem, servigo de origem, nome, idade, numero do bloco,
resultado do exame anatomopatologico e variedade histologica

N° Origem Nome Idade N° Bloco Ex. Anatomo. Variedade Histolégica
TO1 FCMSCSP YA 78 9700472 Adenocarcinoma Endometridide

T 02 FCMSCSP MSR 86 9714031 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T03 FCMSCSP JMR 81 9714684 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T 04 FCMSCSP MCC 67 9801002 Adenocarcinoma Células Claras
T05 FCMSCSP HAJ 66 9804364 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T 06 FCMSCSP FASP 44 9812221 Adenocarcinoma Endometridide
T07 FCMSCSP GRS 45 9816753 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T08 FCMSCSP MAS 60 9900747 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T09 FCMSCSP GPBC 63 9902615 Adenocarcinoma Endometridide
T10 FCMSCSP EDL 63 10006996 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T11 FCMSCSP ERNS 50 10010325 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T12 FCMSCSP DPR 71 10016701 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T13 FCMSCSP MMG 49 10019491 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T14 FCMSCSP ABB 76 10012609 Adenocarcinoma Endometridide
T15 UNIFESP/EPM MPLS 33 B03-7418 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T16 UNIFESP/EPM LCR 23 B02-7595 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T17 UNIFESP/EPM VPS 65 B00-34776 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T18 UNIFESP/EPM MRO 40 B00-35765 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T19 UNIFESP/EPM AR 29 B00-19217 Adenocarcinoma Viloglandular
T20 UNIFESP/EPM MCRR 47 B99-15958 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T21 UNIFESP/EPM MJG 40 B02-3513 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T22 UNIFESP/EPM EAC 62 B02-5997 Adenocarcinoma Endometridide
T23 UNIFESP/EPM TSM 70 B02-8193 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T24 UNIFESP/EPM CLA 66 B02-2500 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T25 UNIFESP/EPM CXR 39 B02-1227 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T26 UNIFESP/EPM DMS 39 B01-36690 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T27 UNIFESP/EPM HMA 62 B00-7489 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T28 UNIFESP/EPM MMM 40 B01-15880 Adenocarcinoma Células Claras
T29 UNIFESP/EPM MAS 47 B02-6987 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T30 UNIFESP/EPM NAFA 62 B03-6312 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T31 UNIFESP/EPM MCSA 49 B00-35765 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T32 UNIFESP/EPM CVsS 67 B03-1960 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T33 UNIFESP/EPM PLPS 40 B04-15477 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T34 UNIFESP/EPM EPAB 50 B04-19644 Adenocarcinoma Viloglandular
T35 UNIFESP/EPM MLMS 49 B04-23801 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T 36 UNIFESP/EPM MLS 30 B03-1385 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T37 UNIFESP/EPM GG 53 B03-1885 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T38 IBCC MvC 53 S99-0342 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T39 IBCC LAS 41 S00-1431 Adenocarcinoma Mucinoso Endoc.
T40 IBCC EBA 40 S00-3189 Adenocarcinoma Células Claras
T4 IBCC IGA 33 S00-3815 Adenocarcinoma Endometridide
T42 IBCC JDM 44 S00-4552 Adenocarcinoma Endometriéide
T43 CEDIG MOL 40 AS-76748 Adenocarcinoma Endometridide
T44 LABPAC MCM 45 A-840010 Adenocarcinoma Endometridide

Média (em anos) = 52,2

Legenda:

FCMSCSP - Faculdade de Ciéncia Médicas da Santa Casa de Sao Paulo; UNIFESP/EPM — Universidade Federal de
Sao Paulo/ Escola Paulista de Medicina; IBCC — Instituto Brasileiro de Controle do Cancer
CEDIG - Centro Diagnéstico de Guarulhos; LABPAC — Laboratério de Patologia e Colposcopia; Endoc.- endocervical
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3.2.2 Método de seleg¢ao do grupo controle

O grupo controle foi constituido por 100 amostras de raspado

endocervical obtidas em:
— Laboratério Médico SAE 69 amostras.

— Centro Médico do Hospital Santa Isabel 7 amostras de mulheres

gue assinaram termo de consentimento pds-informado.

— Nucleo de Prevencdo de Doencga Ginecologica do Departamento
de Ginecologia da UNIFESP-EPM 24 amostras de mulheres que

assinaram termo de consentimento pds-informado.

A coleta foi realizada com escova apropriada para coleta
endocervical, sendo feito esfregago em lamina para exame colpocitolégico e o
restante do material disperso em solucdo de Tris EDTA, conservada em tubo

Eppendorff, para posterior analise.

As mulheres incluidas nesse grupo estavam em faixa etéaria pareada
a do grupo de estudo, variando de 25 a 81 anos, com média de 53,4. A
auséncia de neoplasia intra-epitelial e invasora do trato genital inferior foi

comprovada por exame citologico e colposcopico (Quadro 2).
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Quadro 2 - Distribuicbes dos casos controle de mulheres sem de neoplasia
cervical, segundo numero de ordem, servico de origem, numero do registro,

nome, idade, resultado dos exames citopatologico e colposcopico

N° Origem Nome Idade |Cito [Colpo |N° Origem |[Nome |ldade |Cito |Colpo
co1 SAE MMDG |43 ARl |ZTN-C |C51 [SAE EAM 49 ARl |ZTN-C
co2 SAE AIT 34 ARl |ZTN-C |C52 |SAE ALVD |49 ARl |ZTN-C
co3 SAE CR 29 SA |ZTN C 53 [SAE NPK |63 ARl |ZTN-C
Cc o4 SAE NSS 31 ARl [CD C 54 [SAE ISG 36 ARl |ZTN-C
Cco5 SAE CcMC 36 ARl |ZTN-C |C55 |SAE Mz 67 EA |[C

C 06 SAE SAS 36 ARl |ZTN-C |C56 [SAE TRMT |51 ARl |ZTN-C
cor SAE CBT 44 ARl |ZTN-C |C57 |SAE RWT |32 ARl |ZTN-C
Co8 SAE MAP 31 ARl |ZTN-C |C58 |SAE MAM |27 ARl |ZTN-C
Cc09 SAE NPG 39 ARl |ZTN-C |C59 |SAE RCBV |25 ARl |ZTN-C
Cc10 SAE EBGO 77 EA [EIl C 60 [SAE cs 34 ARl |ZTN-C
c 1 SAE SLO 63 EA [El C61 |SAE MSV__ |46 ARl [ZTN-C
c12 SAE VQs 57 ARI _|EI C62 |SAE FYS 30 ARl |ZTN-C
C13 SAE SRC 51 ARl |ZTN-C |C63 [SAE BS 51 ARl |ZTN-C
C14 SAE SMSS 26 ARl |ZTN-C |C64 |SAE CRC |30 ARl |ZTN-C
C15 SAE MCRM |42 ARl |ZTN-C |C65 |SAE ASS |37 ARl |ZTN-C
Cc 16 SAE NTY 70 EA |C C 66 [SAE DB 50 ARl |ZTN-C
c17 SAE MGO 42 ARl |ZTN-C |C 67 |SAE GCL |44 ARl |ZTN-C
Cc18 SAE MNSA 33 ARl |ZTN-C |C68 |[SAE JBS 39 ARl |ZTN-C
Cc19 SAE IVBT 76 EA |ZTN-C |C69 |SAE MGC |28 ARl |ZTN-C
C20 SAE APA 35 ARl |ZTN-C |C70 |HSI BN 68 EA |C
C21 SAE EO 52 ARl |ZTN-C |C71 [HSI B 34 SA |ZTN
Cc22 SAE ALM 31 ARl |ZTN-C |C72 [HSI RC 45 ARl |ZTN-C
Cc23 SAE MSML 29 ARl |ZTN-C |C73 [HSI TAG |37 SA |ZTN
C24 SAE RLMR 46 ARl |ZTN-C |C74 [HSI APPS |27 ARl |ZTN-C
Cc25 SAE MASL 51 ARl |[ZTN-C |C75 |HSI NMG |52 ARl |ZTN-C
C26 SAE ACMS 29 ARl |ZTN-C |C76 [HSI EFS |45 ARl |ZTN-C
Ceor SAE TGF 35 ARl [ZTN-C |C77 |EPM MCQ |80 EA |C
C2s8 SAE JM 29 ARl |ZTN-C |C78 |EPM ARG |74 EA |[C
C29 SAE CCPF 54 ARl _|ZTN-C |C79 |EPM MLAM |80 EA |[C

C 30 SAE SRTB 28 ARI [ZTNC |C80 |EPM ERB |47 ARl |ZTN-C
C 31 SAE MJMS 53 ARl |ZTN-C |C81 |EPM MOG |70 EA |[C
Cc32 SAE CNS 26 ARl |[ZTN-C |C82 |EPM ELM 47 ARl |ZTN-C
C33 SAE GPAM 56 EA |EI C83 |EPM SMM |44 ARl |ZTN-C
C34 SAE VF 37 ARl |ZTN-C |C84 |EPM CRR |68 ARl |ZTN-C
C35 SAE VML 29 ARl |ZTN-C |C85 |EPM EAS |75 EA |[C

C 36 SAE EB 68 EA |C Cc86 |EPM ASC |81 EA |[C
c37 SAE SLFS 37 ARl |[ZTN-C |C87 |EPM LSS 31 ARl |ZTN-C
C38 SAE MCES 61 EA |C c88 |EPM MCR |48 ARl |ZTN-C
C39 SAE RCBA 63 EA |C c89 |EPM ES 37 ARl |ZTN-C
Cc40 SAE EA 70 EA |C C90 [EPM MSS |51 ARl |ZTN-C
c41 SAE FFP 25 ARl |ZTN-C |C91 |EPM MRN  [35 ARl |ZTN-C
C42 SAE OMZR 67 EA [El C92 |EPM CSR |38 ARl |ZTN-C
Cc43 SAE TTNJ 76 EA |CA C93 |[EPM SEM |39 ARl |ZTN-C
C44 SAE ™S 38 ARl |[ZTN-C |C94 |EPM DM |41 ARl |ZTN-C
C45 SAE MSF 39 SA |Pdlipo |C95 |EPM MAR |43 ARl |ZTN-C
C 46 SAE TLMC 55 EA |[C C96 |EPM JPM |54 ARl |ZTN-C
c47 SAE MAM 29 ARl |ZTN-C |C97 |EPM AR 36 ARl |ZTN-C
Cc4s8 SAE SDFS 46 SA [El Cc98 |EPM MLMSL |57 ARl |ZTN-C
C 49 SAE MAB 59 ARl |[ZTN-C |C99 |EPM VES |37 ARl |ZTN-C
C50 SAE ALC 30 ARl _|ZTN-C  |C 100 |[EPM EY 41 ARl |ZTN-C

Média (em anos) = 53,4

Legenda:

SAE - Servigo de Analise Especializada; HSI — Centro Médico do Hospital Santa Isabel;EPM — Universidade

Federal de Sao Paulo/Escola Paulista de Medicina; Cito - Citologia; Colpo - Colposcopia; ARI - Alteragdes

Reativas e Inflamatérias; C- Colpite Atréfica; CD- Colpite difusa; EA- Epitélio Atréfico; E | — Exame Insatisfatorio;
SA - Sem Alteragdes; ZTN- Zona de Transformagdo Normal; ZTN-C Zona de Transformagao Normal e Colpite.
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3.2.3 Método Histopatologico

Os fragmentos de adenocarcinoma, do grupo estudo, foram retirados
das biopsias de colo uterino para diagndstico da neoplasia ou procedente das
pecas anatdmicas resultantes do tratamento cirurgico, quando esse foi a
primeira medida diagndstica, em mulheres portadoras desse tipo de cancer.

O material foi processado de acordo com o padréao do laboratério de
anatomia patoldgica de cada Instituicdo cedente do material. De cada caso, foi
confeccionada l|amina para confirmagado diagndstica e padronizagao por
patologista do Departamento de Patologia da UNIFESP-EPM, e dois cortes
com espessura entre 6 e 8 micrometros armazenados em um tubo Eppendorff.
Os tubos foram encaminhados para o Laboratério de Ginecologia Molecular do
Departamento de Ginecologia da UNIFESP-EPM.

3.2.4 Método Citoldgico

Os espécimes celulares coletados do canal cervical, do grupo
controle, foram armazenados em tubos Eppendorf contendo Tris EDTA e
encaminhados para o Laboratério de Ginecologia Molecular do Departamento
de Ginecologia da UNIFESP-EPM. Também foi coletado material da ecto e
endocérvix, feito esfregagco em Iamina de vidro que foi corado pela técnica de
Papanicolaou, para verificar auséncia de atipia celular que caracterizasse
neoplasia intra-epitelial ou doenga invasora.

3.2.5 Métodos Biomoleculares

As analises biomoleculares foram realizadas no Laboratério de
Ginecologia Molecular do Departamento de Ginecologia da UNIFESP-EPM. As
amostras dos grupos de estudo, armazenadas em tubos de Eppendorf, foram
inicialmente submetidos a:

Desparafinizagao

A desparafinizacdo dos cortes histopatoldgicos obedeceu aos
seguintes passos técnicos de acordo com Cawkwell, Quirke (2000). A cada tubo
Eppendorf contendo os cortes histoldégicos a serem analisados, adicionou-se 1mL
de xilol. Procedeu-se a homogeneizagao por movimentos de inversao durante 15
minutos. A seguir, realizou-se a centrifugagdo das aliquotas a 12.000 rpm,
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durante 2 minutos a 20°C. Desprezou-se o sobrenadante e ao restante, adicionou-
se 1mL de etanol absoluto. Executou-se nova homogeneizagéo e centrifugagéo.
Desprezou-se novamente o sobrenadante. Repetiram-se os passos descritos por
duas vezes. Lavou-se o precipitado com etanol absoluto, para que todo o xilol
fosse removido. A seguir, centrifugou-se a 12.000 rpm, durante 2 minutos a 20°C.
Secou-se o precipitado em estufa durante 10 minutos.

O material do grupo estudo desparafinizado juntamente com as
amostras do grupo controle, foram submetidas aos seguintes procedimentos
biomoleculares:

Extracdao do DNA — De acordo com as especificagbes de Morgan et
al. (1996), adicionou-se 200uL de tampao de digestao e 5uL de proteinase K.
Realizou-se a incubagdo do produto a 37°C por 30 minutos. Ao término desse
periodo adicionou-se 200uL de fenol e de cloroféormio. Agitou-se em vortex até
a mistura tornar-se leitosa. A seguir, centrifugou-se a 14.000 rpm, durante 10
minutos. Procedeu-se a transferéncia de 200uL do sobrenadante para tubo
limpo e adicionou-se 900uL de etanol absoluto e 20ul de acetato de sdédio.
Conservou-se essa mistura a -20°C por periodo que variou de 48 a 72 horas
para precipitacdo do DNA. Apos esse periodo, centrifugou-se a mistura a
14.000 rpm, durante 15 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e ao sedimento
de DNA formado, adicionou-se 1mL de etanol a 80% para lava-lo. Centrifugou-
se a 14.00 rpm, durante 1 minuto. Desprezou-se o sobrenadante. Secou-se 0
sedimento de DNA em estufa a 70°C durante 10 minutos. Armazenou-se esse
DNA a -20°C apés adigao de 30 uL de agua milli-Q autoclavada.

Pesquisa da presenga do HPV — Para avaliagdo da presenga do
HPV no DNA dos cortes do grupo estudo e das células endocervicais do grupo
controle utilizou-se a técnica da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) de
acordo com as especificagdes de Manos et al. (1989) e Soulitzis et al. (2002).

Foram retirados 100 nanogramas de cada amostra do DNA extraido,
dos grupos estudo e controle. A cada uma delas foram adicionados 1,6 mM de
MgCl,, 200 puM de cada dNTP, 200nM de cada um das sequéncias
flanqueadoras, 0,024 U/ yL de Taq polimerase e solugao tampéao (20 mM Tris-
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HCI pH 8,4 e 50 mM KCI) para volume total de 25 pyL além dos primers de
consenso MY9, MY 11:

MY9-MY-9CGTCCMARRGGAWACTGATC;
MY11-GCMCAGGGWCATAAYAATGG;

Do produto obtido foram também retirados 100 nanogramas de cada
amostra e repetido o mesmo esquema utilizado inicialmente, agora com os
primers GP5 e GP6:

GP5+-5" TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC 37;

GP6+- 5" GAA AAA TAA ACT GTA AAT CATATTC 3.

A sequéncia das reagdes constaram de desnaturagao a 94° C por 5
min, seguida por 45 ciclos em temperaturas de 94°C por 1 minuto, acompanhada
por temperatura de anelamento a 55°C com 1 min de duragéo, extensao a 72°C
por 1 min e no final, extensdo a 72° C por 5 min. O produto apresentou 450pb
para os primers MY9 e MY11 e 160 pb para os primers GP5 e GP6.

Para a observacgao dos resultados utilizou-se gel de agarose 2% com
brometo de etidio (Figura 1).

<«—— 160pb

Figura 1 - Gel de agarose demonstrando presenca de HPV em 160pb utilizando-se os
primers GP5 e GP6 em amostra de adenocarcinoma cervical.




Pacientes e Métodos 27

Amplificagdo das sequéncias polimoérficas do gene TP53
O polimorfismo no codon 72 do gene TPS53 foi analisado no DNA dos

grupos controle e estudo de acordo com Soulitzis et al. (2002), utilizando a
técnica PCR.

Aos 100 nanogramas de DNA de cada amostra foram adicionados
1,6 mM de MgCl,, 200 uM de cada ANTP e 200nM de cada um das sequéncias
flanqueadoras para o alelo arginina: “sense” TCC CCC TTG CCG TCC CAA e
“antisense” CTG GTG CAG GGG CCA CGC, além de 0,024 U/ pyL de Taq
polimerase e solugao tampao (20 mM Tris- HCI pH 8,4 e 50 mM KCI) para

volume total de 25 pL.
Para a amplificacdo do alelo prolina utilizaram-se os seguintes primers:

“sense” GCC AGA GGC TGC TCC CCC e “antisense” CGT GCA AGT CAC AGA
CTT, tendo sido feita separadamente obedecendo aos mesmos critérios. As
amplificagdes seguiram as especificacdes: desnaturacao inicial a 94° C durante 3
minutos, amplificacdo por 35 ciclos, a 94° C durante 30 segundos, 60° C para o
alelo ARG e 54° C para o alelo PRO por 30 segundos e 72° C por 30 segundos,

seguidos por periodo de elongagdo a 72° C durante cinco minutos.

O produto apresentou 141 pares de base para o alelo p53 ARG e
177 pb para o alelo p53 PRO (Figura 2).

177pb ——»
141pb ——»

ARG/PRO ARG/ARG PRO/PRO

Figura 2 - Gel de agarose demonstrando presenca das trés isoformas da p53 em 177
pb e 141pb.
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Pesquisa dos alelos da familia GSTM1

A demonstracdo da presencga ou auséncia de GSTM1 foi realizada a
partir do DNA dos grupos controle e estudo de acordo com as especificagoes
de Ueda et al. (2005), pela técnica de PCR.

Aos 100 nanogramas de DNA de cada amostra foram adicionados
1,6 mM de MgCl;, 200 uM de cada dNTP, 0,024 U/ yL de Taq polimerase,
200nM das sequéncias flanqueadorasGSTM1 (Forward) - 5°- GAA CTC CCT
GAA AAG CTA AAG C-3" e GSTM1 (Reverse)- 5- GTT GGG CTC AAA TAT
ACG GTG G-3’; e solugéo tampao (20 mM Tris- HCI pH 8,4 e 50 mM KCI) de
modo que o volume total alcance o valor de 25 pL. A sequéncia da reacao
constou de: desnaturacdo a temperatura de 94°C por cinco minutos,
acompanhada por 43 ciclos com temperaturas de 94°C por um minuto,
temperatura de anelamento de 55° C por um minuto e extensao de 72° C por
um minuto e no final cinco minutos de extensdo a 72°C. O produto apresentou

218 pares de base (Figura 3).

<«—— 218bp

Figura 3 - Gel de agarose demonstrando presenca da isoforma da GSTM1 em 218 pb.




Pacientes e Métodos 29

Pesquisa dos alelos da familia GSTT1

A contatagao da presencga ou auséncia de GSTT1 foi feita a partir
do DNA dos grupos de estudo e controle pela técnica PCR de acordo com
Ueda et al. (2005).

Aos 100 nanogramas de DNA de cada amostra foram adicionados
1,6 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0,024 U/ pL de Taq polimerase (de
acordo com EPPENDORF), 200nM das sequéncias flanqueadoras: GSTT1
(Forward) - 5- TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC -3° e GSTT1 (Reverse)
- 5- TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’

A sequéncia da reagao constou de: 94°C de desnaturagao por 9 min,
43 ciclos com temperaturas de 94°C por um minuto, temperatura de
anelamento de 58°C por um minuto, extensao de 72° C por um minuto e no
final 10 minutos de extensao a 72°C. O produto apresentou 459 pares de base
(Figura 4).

459 pb

Figura 4 - Gel de agarose demonstrando presenca da GSTT1 em 459 pb.
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3.2.6 Método Estatistico
A analise estatistica foi realizada utilizando os seguintes testes:

Teste t de Student, para comparar as idades entre os grupos

(Callegari-Jacques, 2004a);

Qui-quadrado, para comparar a presenga do HPV nos grupos estudo
e controle para verificar a participagao das variedades polimérficas das familias
GSTM1 e GSTT1 nos dois grupos (Callegari-Jacques, 2004b);

Teste exato de Fisher, para analise das isoformas da proteina p53
nos grupos de estudo e controle; analise da associagdo do HPV com isoformas
da proteina p53 e com os alelos das enzimas GSTM1 e GSTT1 na génese do
adenocarcinoma do colo uterino, assim como a andlise da associacao das
isoformas da p53 com os alelos das familias GSTM1 e GSTT1(Callegari-
Jacques, 2004c);

Analise de estimativa de probabilidade maxima, para avaliar a
associagao das familias das enzimas GSTM1e T1 na carcinogénese do colo
uterino.

Em todos os testes realizados e aplicaveis o nivel de rejeicdo da
hipétese de nulidade foi < 5% (0,05), sendo os resultados estatisticamente

significantes assinalados com asterisco (*).
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Dos 44 espécimes selecionados para o grupo estudo foi excluido o
caso n° T18 por ndo apresentar amplificacdo do DNA, restando assim 43
amostras distribuidas em 30 de adenocarcinoma mucinoso endocervical, oito
de adenocarcinoma do tipo endometridide de origem endocervical, trés de
adenocarcinoma de células claras de origem endocervical e duas de

adenocarcinoma viloglandular (Quadro 3).

No grupo controle, composto por 100 amostras de células da
endocérvix de mulheres sem neoplasia cervical, comprovou-se a nao
amplificacdo do DNA dos casos com numero de ordem C14, C26, C28, C30,
C32, C35, C47, C58, C59, C65, C68, C69, C74 e C77. Assim, o grupo controle

ficou constituido por 86 amostras do DNA de células endocervicais (Quadro 4).
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Quadro 3 - Distribuicdo dos casos Estudo segundo identificagdo, idade,
presenca de HPV e variantes dos polimorfismos de p53, GSTM1 e GSTT1

N° Nome Idade HPV p53 GST M1 GSTT1
T 01 YA 78 Pres ARG/ARG M1 TO
T 02 MSR 86 Pres ARG/ARG MO T0
T 03 JMR 81 Pres ARG/PRO M1 T1
T 04 MCC 67 Pres ARG/PRO M1 N
T05 HAJ 66 Aus ARG/PRO M1 T
T 06 FASP 44 Pres ARG/PRO MO T0
T 07 GRS 45 Pres ARG/PRO MO T
T 08 MAS 60 Pres ARG/ARG MO T0
T 09 GPBC 63 Pres ARG/ARG MO TO
T10 EDL 63 Pres ARG/PRO MO TO
T 11 ERNS 50 Pres ARG/ARG M1 TO
T12 DPR 71 Pres ARG/ARG M1 TO
T13 MMG 49 Pres ARG/PRO MO T1
T 14 ABB 76 Pres ARG/ARG M1 TO
T 15 MPLS 33 Pres ARG/PRO MO T0
T 16 LCR 23 Pres ARG/PRO MO T1
T17 VPS 65 Pres ARG/ARG M1 T0
T 18 — — P P wxax —
T19 AR 29 Pres ARG/ARG MO T0
T 20 MCRR 47 Pres ARG/ARG MO TO
T 21 MJG 40 Pres ARG/ARG MO T0
T 22 EAC 62 Pres ARG/ARG M1 TO
T 23 TSM 70 Pres ARG/PRO MO T1
T 24 CLA 66 Pres ARG/PRO MO T
T25 CXR 39 Pres ARG/ARG MO T1
T 26 DMS 39 Pres ARG/ARG MO T1
T 27 HMA 62 Pres ARG/ARG M1 T1
T28 MMM 40 Pres PRO/PRO MO T0
T29 MAS 47 Pres ARG/ARG MO T1
T30 NAFA 62 Pres ARG/ARG MO T1
T 31 MCSA 49 Pres ARG/PRO MO T1
T 32 CVS 67 Pres ARG/PRO MO T1
T33 PLPS 40 Pres ARG/ARG MO T
T 34 EPAB 50 Pres ARG/PRO MO T0
T35 MLMS 49 Pres ARG/ARG MO T1
T 36 MLS 30 Pres ARG/ARG MO T0
T 37 GG 53 Pres ARG/ARG MO T1
T 38 MVC 53 Pres ARG/PRO MO T0
T 39 LAS 41 Pres ARG/ARG M1 T1
T 40 EBA 40 Pres ARG/ARG M1 TO
T 41 IGA 33 Pres ARG/PRO M1 T1
T42 JDM 44 Pres ARG/PRO M1 T1
T 43 MOL 40 Pres ARG/PRO M1 T1
T 44 MCM 45 Pres ARG/ARG M1 T

Média em anos = 52,5

Legenda

***** Caso Excluido; Aus — ausente; Pres — presente; M1 — GSTM1;
MO — GSTM1*0; T1 — GSTT1; TO — GSTT1*0
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Quadro 4 — Distribuicdo dos casos Controle segundo identificacdo, idade,

presenca de HPV e variantes dos polimorfismos de p53, GSTM1 e GSTT1

N° Nome |ldade | HPV p53 GSTM1|GSTT1| N° Nome |Idade|HPV p53 GSTM1 |GSTT1
C01 |MMDG| 43 |Aus|ARG/PRO| MO T1 C 51 EAM 49 | Aus | ARG/PRO| MO T1
CO02| AIT 34 | Aus | ARG/ARG| MO TO C52 | ALVD 49 | Aus | ARG/PRO| M1 T1
C03| CR 29 | Aus |ARG/ARG| MO TO C 53 NPK 63 | Aus | ARG/ARG| M1 T1
C 04 | NSS 31 | Aus | PRO/PRO| MO T1 C 54 ISG 36 | Aus | ARG/ARG| MO T
C05| CMC | 36 |Aus|ARG/ARG| MO T1 C 55 MZ 67 | Aus |ARG/PRO| MO T1
C 06 | SAS 36 | Aus | PRO/PRO| M1 T1 C56 | TRMT 51 | Aus | ARG/ARG| MO TO
C 07| CBT 44 | Aus | ARG/ARG| M1 TO C 57 RWT 32 |Pres| ARG/ARG| MO T1
C08 | MAP 31 |Pres| ARG/PRO| M1 T1 C 58 MAM i M i i i
C09 | NPG 39 | Aus |ARG/PRO| MO T1 C59 | RCBV | *xxx | xxxx e i o
C10 |EBGO| 77 | Aus |ARG/PRO| MO T1 C 60 CS 34 | Aus | ARG/PRO| M1 T1
C11| SLO 63 | Aus | ARG/PRO| MO TO C 61 MSV 46 |Pres|ARG/PRO| M1 T1
C12| VQS 57 | Aus | ARG/PRO| MO T1 C 62 FYS 30 |[Pres|ARG/PRO| M1 T1
C13 | SRC 51 | Aus | ARG/ARG| MO T1 C 63 BS 51 |Pres| ARG/ARG| M1 T1
C 14 | SMSS | *xxxx | xxxx i i | C 64 CRC 30 |Pres|ARG/ARG| MO TO
C 15 [MCRM| 42 | Aus |ARG/PRO| MO T1 C 65 ASS | e i i il
C16 | NTY 70 | Aus |ARG/ARG| M1 T1 C 66 DB 50 |[Pres|ARG/PRO| M1 T1
C17 | MGO | 42 | Aus |ARG/PRO| MO T1 C 67 GCL 44 |Pres | ARG/PRO| M1 T1
C18 [MNSA| 33 |Pres|ARG/PRO| MO T1 C 68 JBS | i i i
C19 | IVBT | 76 | Aus |ARG/ARG| M1 T1 C 69 MGC | e i i i
C20 | APA 35 | Aus | ARG/ARG| MO TO C70 BN 68 |Pres|ARG/PRO| M1 T1
C21| EO 52 | Aus | ARG/PRO| MO T1 C71 B 34 |Pres| ARG/ARG| M1 T1
C22| ALM 31 |Pres| ARG/PRO| MO T1 c72 RC 45 |Pres| ARG/PRO| M1 T1
C23 |[MSML| 29 |Pres|ARG/PRO| MO T1 C73 TAG 37 |Pres| PRO/PRO| M1 T1
C24 |RLMR| 46 | Aus |ARG/PRO| M1 T1 C74 | APPS | e e i i
C25|MASL | 51 | Aus |ARG/PRO| MO T1 C75 NMG 52 |Pres| ARG/PRO| M1 T1
C 26 | ACMS | x| xox i i e 1 C 76 EFS 45 |Pres | ARG/ARG| M1 T1
C27| TGF 35 |Pres|ARG/PRO| MO T1 C77 MCQ ket M i i i
c28| JM | e o k1 C 78 ARG 74 | Aus | ARG/PRO| MO T1
C29 | CCPF| 54 |Pres|ARG/PRO| MO T1 C79 | MLAM 80 | Aus | ARG/ARG| M1 TO
C 30 | SRTB | **** | *x i i 1 C 80 ERB 47 |Pres | ARG/ARG| M1 TO
C31|MIMS| 53 |Aus |ARG/PRO| MO TO C 81 MOG 70 | Aus |ARG/ARG| M1 T1
C 32| CNS | *xxx | xxxx o o 1 C 82 ELM 47 | Aus |[ARG/PRO| M1 T1
C33 |GPAM| 56 | Aus |ARG/PRO| M1 T1 C 83 SMM 44 | Aus | ARG/ARG | M1 T1
C34 | VF 37 | Aus |ARG/ARG| M1 T1 C 84 CRR 68 | Aus | ARG/PRO| MO T1
C35 | VML | **** | *o i i x| C 85 EAS 75 | Aus |ARG/PRO| M1 TO
C36| EB 68 | Aus | ARG/PRO| M1 T1 C 86 ASC 81 | Aus | ARG/ARG| M1 T1
C37 | SLFS | 37 |Pres|ARG/ARG| MO TO C 87 LSS 31 | Aus | ARG/PRO| MO T1
C38 |[MCES| 61 |Aus |ARG/PRO| M1 T1 C 88 MCR 48 |Pres| ARG/PRO| MO T1
C39 |RCBA| 63 |Aus|ARG/ARG| MO T1 C 89 ES 37 | Aus | ARG/ARG| MO T1
C40| EA 70 | Aus | ARG/ARG| M1 TO C 90 MSS 51 |Pres| ARG/PRO| M1 T1
C41| FFP 25 | Aus | ARG/PRO| MO TO C 91 MRN 35 |Pres| ARG/ARG| MO T1
C42 |OMZR| 67 |Aus |ARG/ARG| MO T1 C 92 CSR 38 |Pres|ARG/ARG| MO T1
C43 | TTNJ | 76 | Aus |ARG/ARG| M1 T1 C 93 SEM 39 | Aus |ARG/PRO| MO T
C44 | TMS 38 | Aus | ARG/PRO| MO T1 C 94 DJM 41 |Pres| ARG/ARG| MO T1
C 45| MSF 39 | Aus | ARG/PRO| M1 T1 C 95 MAR 43 |Pres | ARG/ARG| MO T1
C46 | TLMC | 55 | Aus |ARG/PRO| M1 T1 C 96 JPM 54 | Aus | ARG/PRO| MO T1
C 47 | MAM | x| weex i i e C 97 AR 36 | Aus |ARG/PRO| MO T1
C48 | SDFS | 46 | Aus |ARG/ARG| MO T1 C98 | MLMSL | 57 | Aus |ARG/ARG| MO T1
C49 | MAB 59 | Aus | ARG/ARG| MO TO C 99 VES 37 | Aus | ARG/ARG| M1 TO
C50| ALC 30 | Aus |ARG/ARG| MO T1 C 100 EY 41 | Aus | ARG/PRO| MO T1

Média em anos = 48,06

Legenda**** - caso excluido; Aus — ausente; Pres — presente; M1 — GSTM1; MO — GSTM1*0; T1 — GSTT1; T0 - GSTT1*0
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4.1 Faixa Etaria

A faixa etaria do grupo estudo variou de 23 a 86 anos, com média de
52,48 e mediana de 49 anos. Ja no grupo controle, variou de 25 a 81 anos,
com média de 48,06 e mediana de 45 anos.

A analise dos grupos revelou serem os mesmos homogéneos pelo
teste t de Student p=0,1042 (IC 95%).

4.2 Presenga do HPV

A reacdao em cadeia da polimerase, realizada em ambos os grupos,
revelou a presenca de HPV em 42 casos do grupo estudo (97,67%), em 27
(31,40%) casos controles (Figura 5).

31,40%
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80% "]
70% 4]
s0% 1 68,60%
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40%_/ H HPV neg.
d
d
d

Estudo Controle

Figura 5 — Distribuicdo da presenga do DNA-HPV nos grupos estudo e controle. Teste
x* p=0,001(IC95%)*

A analise estatistica, utilizando o teste de Qui-quadrado (p=0,001),

demonstrou diferencga significante entre os dois grupos.

A anadlise de estimativa de maxima probabilidade, de razdo de
chances com intervalo de confianca de 95%, mostrou razdo de chances 113,79
vezes (IC de 95%: 13,671; 947,145) (p<0,001) para a presenca do HPV*.
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4.3 Polimorfismo da p53

A avaliacao do polimorfismo da proteina p53 no cédon 72 revelou no
grupo estudo, as isoformas: ARG/ARG em 24 casos (55,81%); ARG/PRO 18
casos (41,86%) e PRO/PRO 1 caso (2,33%). No grupo controle estas
isoformas estiveram assim distribuidas: ARG/ARG 37 (43,02%), ARG/PRO 46
(53,49%) e PRO/PRO 3 (3,49%) amostras (Figura 6).

B ARG/ARG
B ARG/PRO
43,02% B PRO/PRO

Estudo Controle

Figura 6 — Distribuicido das isoformas da proteina p53 nos grupos estudo e controle.
Teste exato de Fisher: p=0,397 (IC de 95%)
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4.4 Associagao da presencga viral e polimorfismo da p53

Buscando a associacdo entre presenca viral e as diferentes
isoformas da p53 detectou-se, no grupo estudo, 24 casos (55,81%) com
isoforma ARG/ARG; 18 (41,86%) na forma ARG/PRO e um unico caso (2,33%)
para PRO/PRO. O caso restante, HPV negativo, mostrou isoforma ARG/PRO.

Do mesmo modo, no grupo controles ocorreram 11 (12,80%) casos
HPV positivos, com a p53 representada pelo alelo ARG/ARG e 15 (17,44%)
casos HPV positivos, com a p53 na isoforma ARG/PRO; 1 (1,16%) caso HPV
positivo com a p53 PRO/PRO. Nos casos em que nao foi detectada a presenca
viral, a distribuicdo da isoforma foi 26(30,23%) casos ARG/ARG; 31(36,04%)
casos ARG/PRO e 2 (2,32%) de casos PRO/PRO (Figura 7).
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Figura 7 — Distribuicdo da associacdo da presenca viral HPV com isoformas da

proteina p53 no cédon 72. Teste exato de Fisher: p=0,653 (IC de 95%)
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4.5 Polimorfismo da familia GSTM1

O estudo do polimorfismo da enzima GSTM1 com os alelos GSTM1
e GSTM1*0 mostrou, no grupo estudo, a presenca de GSTM1 em 15 casos
(34,88%). O alelo nulo (GSTM1*0) ocorreu em 28 casos (65,12%).

No grupo controle, a GSTM1 estava presente em 37 casos (43,02%)
e o alelo nulo (GSTM1*0) em 49 casos (56,98%) (Figura 8).

65,12%

56,98%

43,02%

B Estudo
H Controle

GSTM1 GSTM1*0

Figura 8 — Distribuicao dos alelos GSTM1 e GSTM1*0 nos grupos estudo e controle.
Teste x* p=0,374 (IC de 95%).
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4.6 Associagao da presencga viral com a familia de enzimas GSTM1

A presenca de HPV associado a enzima GSTM1 foi verificada em 14
(32,55%) casos GSTM1 e 28 (65,12%) casos GSTM1*0 do grupo estudo. O
caso restante, HPV negativo, continha GSTM1.

Ja no grupo controle, 14 (16,28%) casos eram GSTM1 e 13
(15,12%) casos GSTM1*0 dentre aqueles com presenga viral evidenciada.
Entre os casos negativos para o HPV, havia 23 (26,74%) casos GSTM1 e 36
(41,86%) casos GSTT1*0 (Figura 9).
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Figura 9 — Distribuicdo da associacao da presenca viral com alelos da familia GSTM1
nos grupos estudo e controle. Teste exato de Fisher p=0,256 (IC de 95%).
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4.7 Associagao do polimorfismo da p53 e familia GSTM1

A associacdo das isoformas da proteina p53 com a familia das
enzimas GSTM1 mostrou que no grupo estudo, os casos GSTM1 estavam
distribuidos em 9 (20,93%) casos ARG/ARG, 6 (13,95%) casos ARG/PRO e
nenhum caso era homozigoto para prolina. Nesse mesmo grupo, o alelo nulo
GSTM1*0 foi encontrado em 15 (34,88%) casos com ARG/ARG, 12 (27,91%)

casos ARG/PRO e houve 1 (2,33%) caso homozigoto para prolina.

Do mesmo modo, no grupo controle, as amostras com GSTM1,
foram subdivididas em 16 (18,60%) casos eram ARG/ARG, 20 (23,25%) casos
eram ARG/PRO, e 1 (1,16%) era PRO/PRO. Em 21(24,42%) dos casos
GSTM1*0 foi observado a presenca de ARG/ARG, em outros 26 (30,23%)
casos ocorreu ARG/PRO e em 2 (2,32%) casos PRO/PRO (Figura 10).
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16%  2,32%
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Figura 10 — Distribuicao associagao das isoformas da proteina p53 com alelos da familia
GSTM1 nos grupos estudo e controle. Teste exato de Fisher: p=1,000 (IC de 95%)
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4.8 Polimorfismo da familia GSTT1

A avaliagcdo da enzima GSTT1, com os alelos GSTT1 e GSTT1*0
evidenciou no grupo estudo, a presenca de GSTT1 em 21 (48,84%); casos
enquanto o alelo nulo (GSTT1*0) foi encontrado em 22 (51,16%) dos casos.

No grupo controle a enzima GSTT1 fazia parte de 70 (81,40%) dos
casos e o alelo GSTT1*0 estava em 16 (18,60%) dos casos (Figura 11).
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Figura 11 — Distribuicdo dos alelos GSTT1 e GSTT1*0 nos grupos de estudo e
controle. Teste x* p= 0,001 (IC de 95%)*.

A analise de estimativa de maxima probabilidade, de razdo de
chances com intervalo de confiangca de 95%, mostrou razao de chances de
4,58 vezes (IC de 95%: 2,041; 10,28) (p<0,001) para presenca de GSTT1*0.
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4.9 Associagao da presen¢a de HPV com a familia GSTT1

A analise de HPV associado a enzima GSTT1 também foi verificada.
No grupo estudo, observou-se, em presenga de HPV-DNA, serem GSTT1 20
(46,51%) dos casos e 22 (51,16%) dos casos GSTT1*0.

A mesma avaliagdo no grupo controle identificou 24 (27,91%) dos
casos com GSTT1 e 3 (3,49%) estavam relacionados ao alelo nulo GSTT1*0.

Nos casos negativos para o HPV, o grupo estudo apresentou
somente um caso (2,33%) GSTT1 e nenhum caso GSTT1*0. No grupo controle
havia 46 (53,48%) casos GSTT1 e 13 (15,12%) casos GSTT1*0 (Figura 12).
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Figura 12 — Distribuicdo da associagdo da presenca viral com alelos da familia GSTT1,
nos grupos de estudo e controle. Teste exato de Fisher: p < 0,001 (IC de 95%)*

A analise de estimativa de maxima probabilidade, de razado de
chances com intervalo de confiangca de 95%, mostrou razao de chances de 6,6
vezes (IC de 95%: 1,993; 22,172) (p<0,001) para associagdo do HPV com
GSTT1*0 e 0,15 (IC de 95%: 0,045; 0,502) (p =0,0021) para associagao do
HPV com GSTT1.
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4.10 Associacao do polimorfismo da p53 e familia GSTT1

A associacdo das isoformas da proteina p53 com a familia das
enzimas GSTT1 mostrou que, no grupo estudo, os casos GSTT1 estavam
distribuidos em 9 (20,94%) casos ARG/ARG; em 12(27,90%) casos ARG/PRO
e nenhum caso era homozigoto para prolina. Nesse mesmo grupo, nos casos
em que havia o alelo nulo GSTT1*0 em 15 (34,88%) eram ARG/ARG, 6
(13,95%) eram ARG/ARG e um (2,33%) caso era homozigoto para prolina.

Do mesmo modo, no grupo controle, as amostras com GSTT1 foram
subdivididas em 26 (30,23%) casos ARG/ARG; 41 (47,68%) casos ARG/PRO e
3 (3,49%) PRO/PRO. Quando o alelo presente era GSTT1*0, 11(12,79%) dos
casos apresentavam ARG/ARG; 5 (5,81%) ARG/PRO e nenhum caso era
PRO/PRO (Figura 13).
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Figura 13 — Distribuicdo da associacdo das isoformas da proteina p53 com alelos da
familia GSTT1. Teste exato de Fisher: p = 0,056 (IC de 95%)*.
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4.11 Associacao das familias GSTM1 e GSTT1

A avaliacdo da associacao entre as familias GSTM1 e GSTT1 foi
realizada por modelo de regressao logistica. Fato esse que permitiu concluir
nao ser a familia GSTM fator progndstico para adenocarcinoma do colo

uterino, tanto em forma isolada, quanto associada a familia GSTT1.




5. DISCUSSAO
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O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima para 2006 ocorréncia
de 19.260 casos novos de cancer de colo uterino, com risco estimado de 20
casos a cada 100 mil mulheres (Ministério da Saude, 2006). Como a incidéncia
de adenocarcinoma corresponde a 22,5% das neoplasias malignas do colo
uterino (Smith et al., 2000), pode-se concluir que 4333 daqueles casos serao

de adenocarcinomas.

Estes dados motivam o estudo dessa neoplasia maligna, uma vez
que sua incidéncia esta aumentando. A maioria das pesquisas esta voltada
para a variedade espinocelular que, gragas aos programas de rastreamento,

mostra diminuicao de incidéncia (Herbert et al., 2001; Sasieni, Adams, 2001).

Apesar do HPV de alto risco oncogénico ser sobejamente conhecido
como fator causal da neoplasia do colo uterino, diversos cofatores facilitam a
progressao da infecgao induzida pelo HPV, alterando a histéria natural desse
tumor maligno (Crum, 2000; Au, 2004; Ferreira et al., 2006).

Entre esses cofatores estariam as alteragdes da proteina p53 e as

familias das enzimas metabolizadoras fase Il GSTM1 e GSTT1.

A populacdo selecionada para este ensaio foi composta por 144
mulheres, sendo 44 com de adenocarcinoma no grupo de estudo e 100
mulheres no grupo controle. Nestas, foi comprovada a auséncia de qualquer
tipo de neoplasia intra-epitelial ou invasora do trato genital inferior por meio

dos exames colposcopico e colpocitoldgico.

Quanto a variedade histolégica tumoral, houve predominio do
adenocarcinoma mucinoso tipo endocervical, estando de acordo com a

classificagdo de Zaino (2000).

Como anteriormente pormenorizado, as populacbées estudo e
controle foram remodeladas por varios motivos: auséncia de amplificacdo do
DNA, nédo amplificagdo da p53 e das enzimas GST, alem de irregularidades no
pareamento etario. O grupo estudo passou a ter 43 amostras de
adenocarcinomas e o grupo controle ficou constituido por 86 amostras do DNA

de células endocervicais.

O caélculo da média de idade no grupo estudo foi de 52,48 anos.
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Nos 86 casos do grupo controle, a idade variou de 25 a 81anos com
média de 48,06 anos. Pela aplicagao do teste de t Student (p=0,1042) concluiu
serem os grupos estudo e controle homogéneos.

A média etaria das portadoras de adenocarcinoma neste estudo foi
superior aos relatos de Pirog et al. (2000) referido como 45,2 anos e de Bulk et
al. (2003) com média de 44 anos. Também foi superior aos dados informados
por Herbert et al. (2001), onde 59% dos adenocarcinomas ocorreram em

mulheres com menos de 50 anos.

Por outro lado Hopkins e Morley (1991), ao estabelecerem
comparagdes entre as variedades adenocarcinoma e carcinoma espinocelular
do colo uterino, verificaram a ocorréncia desses tumores em mulheres com
idade de 50,4 anos e 49,9 anos respectivamente. Da mesma forma, Lea et al.
(2002) e Baalbergen et al. (2004), mostraram média de idade em suas séries
de 53 e 52 anos, respectivamente para o adenocarcinoma cervical.

O papilomavirus humano esteve presente em 31,40% amostras do
grupo controle e em 97,67% casos de adenocarcinomas, com diferenga
estatisticamente significante (p=0,001). Com esses dados é possivel estimar o
risco para desenvolver adenocarcinoma em presenca do HPV em 113,8 vezes
(I.C. a 95%: 13,67; 947,14) - (p<0,001), quando comparado as nao portadoras
dessa infecgao viral.

Os achados estédo de acordo com Pirog et al. (2000), que relataram o
achado do DNA-HPV em 82 (91%) de 90 casos de adenocarcinomas
mucinosos do tipo endocervical. Castellsagué et al. (2006), de igual maneira,
verificaram a presenga de DNA do HPV em 93% das pacientes, associada ao
aumento de 81 vezes no risco de adquirir adenocarcinoma.

O polimorfismo da proteina p53 foi analisado. Observou-se, no grupo
estudo, homozigose para arginina em 55,81% dos casos, seguindo-se a
heterozigose (ARG/PRO) em 41,86% dos adenocarcinomas restando apenas
um caso para a homozigose prolina. O grupo controle mostrou resultados
semelhantes ao grupo estudo (p=0,397). Sendo assim, o polimorfismo da p53
no codon 72 nao participa da geragdo do adenocarcinoma do colo uterino na
populacao analisada.
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Outros ensaios brasileiros mostram propor¢cées semelhantes com
baixo numero de casos PRO/PRO ou auséncia dessa isoforma da p53
(Drummond et al., 2002; Brenna et al., 2004; Cortezzi et al., 2004).

Parece haver distribuicido das isoformas da proteina p53, de acordo
com latitude geografica. O alelo prolina € mais frequente em pessoas naturais
da regidao equatorial enquanto o afluxo do alelo arginina aumenta tanto mais
quanto mais distante a populagdo esta da linha do Equador (Beckman et al.,
1994; Pietsch, 2006).

Esta afirmativa foi confirmada por Siddique et al. (2005) estudando a
expressao dos alelos PRO e ARG em asiaticos, chineses, sadios heterozigotos
(PRO/ARG), moradores de regido préxima da linha do Equador, comparados a
caucasianos, poloneses, também sadios e portadores da mesma heterozigose.
O alelo PRO era mais comum entre os chineses sadios quando comparados
com os poloneses, nos quais o alelo ARG era o predominante. Fato que
tornava os caucasianos duas vezes mais propensos a apresentar cancer do
que o grupo asiatico.

A associacdo do polimorfismo da p53 com a presenca do HPV
também foi avaliada. Houve predominio do alelo arginina na isoforma
homozigética (ARG/ARG) ou heterozigética (ARG/PRO), tanto nos
adenocarcinomas quanto no grupo controle em nosso estudo. A analise
estatistica ndo mostrou diferenga significante (p=0,653). Por conseguinte,
nessa populacao a associagdo do polimorfismo da p53 no cdédon 72 e o HPV
nao participam da carcinogénese dos adenocarcinomas. Estes achados estao
de acordo com os resultados obtidos por Hildesheim et al. (1998) e Gustafsson

et al. (2001) em suas séries de adenocarcinoma.

De modo contrario, Anderson et al. (2001) e Yang et al. (2001),
encontraram diferengas significantes, porém a associagdo do polimorfismo da
p53 e presenca do HPV no desenvolvimento dos adenocarcinomas do colo
uterino foi considerada fraca. Resultado diferente do obtido por Storey et al.

(1998) ao analisarem amostras de carcinoma espinocelular do colo uterino.
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Em metandlise considerando 50 publicagbes relacionadas a
associacao da p53 com a carcinogénese do colo uterino Koushik et al. (2004),
observaram ser discreto o efeito da isoforma ARG/ARG sem considerar o tipo
histolégico do tumor, na carcinogénese cervical. O risco relativo seria 1,1
vezes maior para portadoras de ARG/ARG em relagdo as duas outras
isoformas. Quando o tipo histolégico da neoplasia cervical era especificado, o
risco relativo para adquirir carcinomas espinocelulares seria de 1,5 vezes e de

1,7 vezes para adenocarcinomas.

A provavel participacdo da enzima metabolizante da fase Il, GSTM1,
na carcinogénese do adenocarcinoma foi avaliada pela analise dos alelos
GSTM1 e GSTM1*0.

Verificamos predominio da GSTM1 no grupo controle esta enzima
estava presente em 43,02% dos casos analisados. No grupo estudo esse alelo foi
encontrado em apenas 34,88% dos tumores. O alelo GSTM1*0, considerado alelo
nulo, foi prevalente nos adenocarcinomas (65,12%). Desse modo, na populagao
estudada, os valores encontrados sugerem que a familia da enzima GSTM1 né&o

participaria da carcinogénese dos adenocarcinomas (p = 0,347).

A associacao da familia GSTM1 com presenca de DNA do HPV, no
grupo controle, aconteceu em maior numero em mulheres sem infecgao pelo
HPV e enzima GSTM1 ausente. No grupo estudo, somente uma paciente era
HPV negativa e com a enzima GSTM1 presente correspondendo a 2,33% do

grupo. A analise ndo mostrou significancia (p=0,256).

Desse modo, na populacao estudada, a associacdao do HPV com a

familia GSTM1 nao participaria da carcinogénese dos adenocarcinomas.

Na associagao do polimorfismo da p53 no cdédon 72 e a familia
GSTM1, houve predominio do alelo nulo GSTM1*0 no grupo controle
associado a ARG/PRO (30,23%). No grupo estudo também houve predominio
do alelo nulo GSTM1*0 associado com ARG/ARG (34,88%). O alelo GSTM1 foi
detectado em menor numero nos dois grupos. A analise estatistica nao
mostrou associagao significante entre a familia de enzimas GSTM1 e as

isoformas da proteina p53 (p= 0,893).
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Assim, podemos inferir que, na populagao avaliada, tanto a enzima
GSTM1 quanto seu alelo GSTM1*0, ndo participariam da carcinogénese do

adenocarcinoma do colo uterino.

A contribuicdo da enzima GSTT1 na carcinogénese dos

adenocarcinomas foi avaliada pela analise dos alelos GSTT1 e GSTT1*0.

Houve predominio da enzima GSTT1 no grupo controle (81,40%)
enquanto o alelo nulo GSTT1*0 foi mais frequente entre os adenocarcinomas
(51,16%) (p=0,001). O risco relativo de uma portadora do gendétipo GSTT1*0
de desenvolver adenocarcinoma do colo uterino foi 4,6 vezes maior em

comparacgao com as portadoras de GSTT1.

Na analise da associagcao entre HPV e a familia GSTT1 observou-se
no grupo estudo predominio do alelo nulo GSTT1*0 e presengca de HPV
(51,16%). Entre os casos negativos para o HPV, no grupo controle, houve
predominio de GSTT1 (53,48%) (p<0,001).

O risco relativo de portadoras de infecgdo pelo HPV com gendtipo
GSTT1*0 adquirirem adenocarcinoma seria 6,6 vezes maior do que aquelas
portadoras de GSTT1. Por outro lado, frente a infeccdo por HPV, a enzima

metabolizadora GSTT1 exerceria fungcao protetora.

O estudo da associagao da familia GSTT1 com polimorfismos da
proteina p53 no cédon 72 evidenciou, no grupo controle, maioria de mulheres
portadoras da enzima GSTT1, estando em 47,68% dos casos associados a
isoforma ARG/PRO. Os casos portadores do alelo nulo GSTT1*0, exibiram em
12,79% das vezes a isoforma ARG/ARG.

No grupo estudo, a enzima GSTT1 fez parte de 20,94% do gendtipo
ARG/ARG e de 27,90% da isoforma ARG/PRO. Enquanto o alelo nulo
GSTT1*0 correspondeu a 34,88% dos casos com ARG/ARG. Contudo a
analise estatistica desenvolvida pelo teste exato de Fisher ndao mostrou
significancia evidente (p=0,056). Esse fato sugere que haveria tendéncia a
participagdo na carcinogénese do adenocarcinoma. Assim, a associagdo das
isoformas da proteina p53 com a familia GSTT1 dever-se-ia a participagado do
alelo nulo GSTT1*0.
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Foi ainda realizada analise de regressao logistica para a associagao
das familias das enzimas metabolizadoras GSTM1 e GSTT1 na carcinogénese
do colo uterino. Nao ocorreu associagao dessas familias de enzimas, tanto no
grupo controle quanto no grupo estudo. Ao que parece, somente a familia
GSTT1 teria valor progndstico nos adenocarcinomas.

As diversas publicagcbes relativas a participacdo das enzimas
metabolizadoras GSTM1, GSTT1 e seus alelos nulos na carcinogénese
apresentam resultados conflitantes.

Ha trabalhos relatando a n&o participagdo dessas enzimas tanto
isoladas quanto associadas entre si. Outros sugerem aumento de risco, porém
sem significancia estatistica (Chen et al., 1999; Goodman et al., 2001; Sharma
et al., 2004; Sobiti et al., 2006).

Estudo realizado por Chen e Nirunsuksiri (1999), utilizando cultura
de queratinécitos do epitélio cervical em monocamada, tornou evidente que
células positivas para GSTM1, transfectadas com HPV 16E6 ou HPV16 E6/E7
apresentavam atividade cinco vezes menor sobre o substrato 6xido trans-
estilbeno, quando comparadas com células GSTM1 positivas, porém sem HPV.
Assim, os autores concluiram que a infeccdo promovida pelo HPV poderia ter
efeito sobre a atividade da GSTM1 constituindo possivel explicacdo pela falta
de associagao entre os genétipos GSTM1 e risco de cancer cervical.

A observagdo do alelo nulo GSTM1*0 avaliada por varios autores
nos carcinomas cervicais mostra risco relativo de 2,3 a 3,5 vezes de favorecer
a carcinogénese do colo uterino em portadoras de infeccdo por HPV (Kim et
al., 2000; Au et al., 2003; Lee et al., 2004; Joseph et al., 2006). Divergem
apenas na associacao com o polimorfismo da p53, ARG/PRO e ARG/ARG, Kim
et al. (2000) e Lee et al. (2004).

Ueda et al. (2003) analisaram o comportamento das isoformas das
familias GSTM1 e T1 em 104 linhas celulares de tumores humanos. Dessas,
14 eram de neoplasia do colo uterino. Verificaram que o gendétipo GSTM1*0 foi
dominante em células de tumores renais, ovarianos e de pequenas células nos
pulmdes. Contudo, a isoforma GSTT1*0, predominou em células de céancer do

colo uterino e endométrio.
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Observaram ainda a predominancia de GSTM1*0 associada a
p53/ARG nas linhas celulares de cancer de pulmdo. Enquanto a GSTT1*0

encontrou-se associada a p53/PRO, em todas as 104 linhas celulares.

Em outro estudo, Ueda et al. (2005), ao analisarem a associagao de
GSTM1 e T1 com a proteina p53 em neoplasias intra-epiteliais do colo uterino
(NIC), verificaram associacdo do genodtipo GSTT1*0 a NIC de alto grau,
enquanto que a associacao do polimorfismo da p53 seria pouco provavel no

inicio da carcinogénese dos tumores espinocelulares.

Nossos resultados assemelham-se aos descritos por Ueda et al.
(2005), embora o tipo histolégico analisado por aqueles pesquisadores tenha

sido o espinocelular.

Embora populares, os estudos de associagdes, entre tragcos génicos
complexos e doengas comuns, sdo marcados por falta de reprodutibilidade. As
razdes provaveis resumem-se em trés possiveis causas: associagao falso-
positiva, que corrigida nao seria replicada; associacao verdadeira, que falharia
em ser replicada em estudo de baixo poder estatistico, e nessa circunstancia
seria um estudo falso-negativo; associagdo verdadeira em uma determinada
populagdo poderia ndo ocorrer em outra, em fungdo de heterogeneidade

genética ou de fundo ambiental (Newton-Cheh, Hirchhorn 2005).

De acordo com metandlise realizada por loannidis et al. (2003),
somente 16% das associagbes genéticas identificadas foram subsequentemente

replicadas com significancia estatistica formal sem heterogeneidade ou viés.

Nao foi possivel, em nossa pesquisa, estabelecer comparacdes reais
quanto a reprodutibilidade. Na literatura compulsada, encontramos o relato de
Sobti et al. (2006) citando onze casos de adenocarcinoma como parte de seu

grupo estudo de 103 tumores do colo uterino.

Em nosso trabalho, embora enfocando adenocarcinoma do colo
uterino, as comparagbes das associacbes foram feitas com a variedade
espinocelular, apesar de até o momento ndo se identificar corretamente as

diferencas ou semelhancgas entre ambas as variedades da neoplasia cervical.
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Desta forma, este estudo € o primeiro a analisar as associagdes
entre HPV, polimorfismo da proteina p53 no cédon 72 e isoformas das enzimas

metabolizadoras GSTM1 e GSTT1 em adenocarcinomas do colo uterino.

Outros trabalhos deverao ser realizados para confirmar ou refutar os

dados relatados nesta pesquisa.

A replicacdo e duplicacdo do mesmo estudo fazem-se, portanto,
necessarias para confirmar ou ndo os resultados por nés auferidos, quica com

maior numero de casos.
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Pelo exposto pode-se concluir:

1. O HPV foi encontrado em 97,67% dos adenocarcinomas do colo
uterino. Mulheres com infecgao por papilomavirus humano teriam
risco relativo de 113,79 vezes de desenvolver essa neoplasia

quando comparadas as nao portadoras da infecgao;

2. Os polimorfismos da proteina p53 no cdédon72 e as variantes
polimérficas GSTM1 e GSTM1*0, ndo participariam da carcinogénese

do adenocarcinoma cervical uterino na populacido analisada;

3. As variantes polimorficas GSTT1 e GSTT1*0 participaram da
carcinogénese dos adenocarcinomas. Mulheres com gendtipo
GSTT1*0 apresentam risco relativo 4,6 vezes maior de apresentar
adenocarcinoma do colo uterino do que as com genodtipo de
GSTT1. Mulheres infectadas pelo HPV e com gendtipo GSTT1*0
possuiriam risco relativo 6,6 vezes maior de adquirir
adenocarcinoma do colo uterino do que a portadora de GSTT1 sem
a infeccdo viral. A presenca da enzima GSTT1 em mulheres
infectadas pelo HPV seria um fator de protecdo na carcinogénese

do adenocarcinoma do colo uterino, com risco relativo de 0,15.

4. Nao existiriam associacdes entre as variantes polimorficas GSTMA1
e GSTM1*0 com GSTT1 e GSTT1*0.
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Anexo 1. Carta de Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

(=5

niversidade Federal de Sao Paulo Comité de Etica em Pesquisa
scola Paulista de Medicina

m

Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sdo Paulo

Sao Paulo, 10 de outubro de 2003
CEP N° 1051/03
llmo(a). Sr(a).
Pesquisador(a): CARMEN REGINA NOGUEIRA DE CARVALHO
Disciplina/Departamento: Ginecologia

Ref.: Projeto de Pesquisa

O polimorfismo do cédon 72 da proteina P53 e o papilomavirus humano no
adenocarcinoma do colo uterino

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sdo Paulo
ANALISOU e APROVOU o projeto acima.

Conforme resolug&o 196/96 do Conselho Nacionai de Satde sdo deveres do pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento. Nestas
circunstancias a inclusio de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta
do Comité, apos analise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o
desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro
por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

4. Apresentar primeiro relatério parcial em  07/04/04

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osnar Medina Pestana

Coordenador do Cdmité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo

"Ressaltamos que é de essencial importdncia que seja verificado, antes da divulgagdo dos processos e/ou

w

resultados obtidos nesta pesquisa, se os mesmos sdo potencialmente patentedveis ou passiveis de outras forma;
de protegdo intelectual/industrial. A protegao por meio do depésito de patente, ou de outras formas de protecao da
propriedade intelectual, evita a agdo indevida de terceiros e confere maior seguranga quando da publicagao dos
resultados da pesquisa.”

Rua Botucatu, 572 - 10 andar - CEP 04023-062 - Sao Paulo/Brasil
Tel.: (11) 5571.1062 Tel/Fax 5539.7162
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Anexo 2. Carta da U.E.S. de Anatomia Patolégica FCM Santa Casa de Sao Paulo

Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Siao Paulo
U.E.S. de Anatomia Patolégica
C.C. 010061001

DECLARACAO

Declaro que a Dra. Carmen Regina Nogueira de Carvalho
Joi autorizada a utilizar material de pegas cirirgicas do nosso Servico de
Anatomia Patolégica, como complemento de sua tese sobre Adenocarcinoma

do Canal Cervical Uterino.

Prof°® Dr.José Donato de Prospero
Diretor da U.E.S de Anatomii-Patolégica

Rua Dr. Cesdrio Motta Junior, 1124 CEP 01221-020¢ Sio Paulo
03224.0122 Ramal - 5060
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Anexo 3. Carta do Departamento de Patologia da UNIFESP-EPM

UNIFESP UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO

Escola Paulista de Medicina

Departamento de Patologia

DECLARACAO

Declaro que forneci 12 blocos de parafina obtidos de pacientes com adenocarcinoma de
colo uterino para a realizagdo de trabalho de tese de CARMEN REGINA N. DE
CARVALHO, CRM 16.003. a ser realizado no Laboratorio de Ginecologia Experimental.

Declaro ainda minha concordancia com o trabalho a ser realizado.

S&o Paulo, 10 de abril de 2002.

:

Prof. Dr. Joao Norberto Stavale

Professor Adjunto-Doutor do Departamento de Patologia
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Anexo 4. Carta do Instituto Brasileiro de Controle do Cancer

LB.C.C. - INSTITUTO BRASILEIRO DE CONTROLE 13 CANCER

Hospital Prof Dr. Jodo Sampaio Gées Jr,

Reconhecido de utilidade pablica Federal n® 95.025/&7, Estadual n® 9880/77 e Municipal n° 14747/77

Sdo Paulo, 01 de novembro de 2000.

Dra. Carmen Regina Nogueira de Carvalho

Vimos informar que sua solicitagdo para utilizagdo dos blocos de parafina
contendo espécimes cirargicos de Adenocarcinoma do Colo do Utero do
IBCC, para desenvolvimento de tese de doutorado sobre as possiveis
mutagdes do gene supressor de tumores PTEN/MMACI nos tumores
malignos do colo do dtero, foi analisada e aprovada pela Comissdo de

Trabalhos Cientificos — CTC do IBCC.

Ficou estabelecido, pela CTC que:

- o nome do IBCC devera ser incluido nas referéncias e
agradecimentos e

- quando o trabalho for referido em congressos ou simpdsios ou
quando da sua publicagdo, devera constar o nome do Diretor Técnico
Cientifico Dr. Jodo Carlos Sampaio Goes no final da relagdo de
autores, como representante da Instituigdo,

- as despesas referentes a execugdo do trabalho, inclusive honorarios

do técnico, deverdo correr por conta da investigadora do projeto.

Atenciosamente,

Q’ L e

Dra. Célia Tosello de Oliveira
Coordenadora de Pesquisa do CEJSG
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Anexo 5. Carta do Laboratoério CEDIG

* Médica Responsavel: Helena Muiler - CRM 9495
* Prof. Adjunto do Departamento de Ciéncias Patolégicas da Faculdade de Medicina da Santa Casa de S3o Paulo
¢ Chefe da Clinica Adjunto do Servigo de Anatomia Patolégica da Santa Casa de Sao Paulo.
* Membro da Internacional Society of Dermatopathology
* Membro da Sociedade Brasileira de Mastologia
Centro de Diagnéstico
de Guarulhos

Declaracao

’

Declaro que este laboratorio forneceu bloco de parafina contendo
“Adenocarcinoma do canal cervical uterino” para fazer parte do material da

tese da Dra. Carmen Regina M. Carvalho, assim como concordamos com a

pesquisa.

»e

Dra. Helena Miiller
CRM 9.495

Av. Salgado Filho, 181 - Centro - Guarulhos - S&o Paulo - Cep 07115-000 - Fone/Fax: 209-5533 - 6464-9142 - 6461-5185 - e-mail: cedig@uo!.com br
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Anexo 6. Carta do Laboratério LABPAC

~
J

DR CARLOS MARIGO
DR, JOSE DONATO DF PROSPERO HOSPITAL SANTA CATARINA
DFt CASL OS O ANDRE [TA NETO Laboratario Oficial de Anatomia

|
ul

. 1oin o074
DR SEHGIO . KOGHA DE AHAUJO paiciestalelittos

DR.LUIZ FERNARDO M. BARREZUETA

S&o Paulo, 07 de margo de 2002

| Declaro que fornecemos bloco de parafina N °. 267155 contendo amostra de

Adenocarcinoma do Canal Cervical uterino para trabatho de Dr 2. Carmen Regina

Nogueira de Carvalho e estamos de acordo com o seu uso para fins cientificos. ;
Colocamo-nos a disposigéo para esclarecimentos que se fizerem necessarios,

Atenciosamente.

Dr. Sergio Ricardo Rocha de Araujo

( AV. PAULISTA. 200 - 3° ANDAR - BIL.OCO B - BELA VISTA - SAO PAULQO - SP - CEP: 01310-000 - TELEFAX: (11) 32684-2622 - 3268-4360 ]
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Anexo 7.

Carta do Laboratério SAE

Dr. Evaldo Melo
CRM SP 7821

Dra. Marilene Melo
CRM SP 11436

Dr. Murilo Melo
CRM SP 87817

DECLARACAO

Declaro que a Dra. Carmen Regina Nogueira de Carvalho foi autorizada a utilizar o
excedente do material de coleta endocervical para exame de citologia oncolégica,
realizado por nosso Laboratdrio, como complemento de sua tese sobre Adenocarcinoma
do colo uterino.

Sio Paulo, 02 de julho de 2003.

/,L (Cee g /{/
Dra. Marilene Melo
Diretora Médica

SAE - Servigos de Analises Especializadas LTDA.

Rua Cubatao, 196 - Paraiso - Sao Paulo - SP - CEP: 04013-000 - Tel.: (11) 3889-7200 - Fax: (11) 3889-0109
CNPJ - 61.720.967/0001-32 - VIGILANCIA SANITARIA: 104209.0101 - CRM 9756
RESPONSAVEL TECNICO: DR. EVALDO MELO - CRM SP 7.821
www.sae.com.br
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Anexo 8. Termo de Consentimento Informado

TERMO DE CONSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidada a participar de um estudo sobre adenocarcinoma
do colo uterino.

Solicitamos que vocé leia atentamente este documento onde tera uma
explicagdo dos objetivos da pesquisa e esclarecimento dos procedimentos a serem
realizados.

Titulo do Projeto — Os Polimorfismo da Proteina p53 no cédon 72 e das
Glutationas-S- Transferases no Adenocarcinoma Do Colo Uterino.

Informagbes sobre o objetivo da pesquisa - O cancer de colo uterino é
bastante freqiente. Entre os tumores malignos ginecolégicos s6 esta atras do cancer
de mama. Ele surge devido a uma infeccao persistente produzida pelo papilomavirus
humano (HPV) em algumas mulheres com comportamento de risco para esta
neoplasia isto é: fumantes, com muitos parceiros sexuais, que iniciaram vida sexual
antes dos 18anos, etc.

O adenocarcinoma do canal endocervical € um tipo de cancer de colo uterino
que esta se tornando bastante freqliente. Para conhecé-lo melhor e com isto
estabelecer tratamentos mais eficazes, pesquisas envolvendo técnicas de biologia
molecular tém sido realizadas em muitos paises. Este trabalho servira para descobrir
se o alelo arginina / arginina da proteina nuclear p53 facilita a acdo do HPV no
aparecimento do adenocarcinoma do canal endocervical.

A curto prazo, esta pesquisa nao trara beneficios. Mas no futuro auxiliara na
prevencao e tratamento desta neoplasia.

Participagcdo no Trabalho- Se vocé ¢é portadora de adenocarcinoma
endocervical e quiser participar, basta consentir que durante o exame colposcépico
com biopsia dirigida, que seja retirado um fragmento para analise.

Se vocé nao é portadora da neoplasia, podera participar no grupo controle.
Para isto necessita permitir retirada de células endocervicais com escovinha de coleta
endocervical. Este procedimento é indolor, causa pouco desconforto que € o mesmo
que acontece na coleta de material para o exame citologia oncoldgica(exame de
Papanicolaou) para prevengao de cancer

Custos e Confidencialidade - Esta participagdo nédo tera custos. As
informagbes desta pesquisa médica estardo aos cuidados dos médicos e
coordenadores responsaveis pelo andamento do estudo. Poderao ser inspecionadas
pelo Comité de Etica Médica Institucional e apresentadas em encontros ou
publicagbes. Entretanto, sua identidade nédo sera revelada em nenhum momento. A
investigadora principal da pesquisa é Dra. Carmen Regina Nogueira de Carvalho que
podera ser encontrada no Ambulatério de Onco-Ginecologia (sala 8) no prédio dos
ambulatérios situado na rua Pedro de Toledo 750 fone: 5576-4150. Caso haja
qualquer duvida ou desejar fazer comentarios sobre a ética da pesquisa, podera
entrar em contato com o Comité de Etica e Pesquisa UNIFESP-EPM. Na Rua
Botucatu 572 — 1° andar - fone: 5571-1062.
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Consideragées finais - Em caso de eventual dano pessoal diretamente
causados pelos procedimentos propostos nesse estudo e devidamente comprovados,
a participante tera direito a tratamento na Instituicdo e as indeniza¢cbes legalmente
estabelecidas.

Confirmo ter sido ser devidamente informada e revisado o texto precedente
relativo & pesquisa intitulada: O POLIMORFISMO DA PROTEINA P53 E O
PAPILOMAVIRUS HUMANO NO ADENOCARCINOMA ENDOCERVICAL DO COLO
UTERINO.

Discuti com Dra. Carmen Regina Nogueira de Carvalho, sobre minhas duvidas
e decisdo de participar do estudo.

Ficaram claros para mim os propésitos do estudo, o procedimento a ser
realizado tanto para o grupo de estudo como para grupo controle, seu desconforto e
risco, as garantias de confidencialidade. Portanto concordo voluntariamente em
participar deste estudo.

Data: / /

Assinatura da paciente ou seu representante legal

Assinatura da testemunha

Eu, Carmen Regina N. de Carvalho, declaro que obtive de forma apropriada e
voluntaria o CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO desta paciente ou seu
representante legal para a participagéo neste estudo.

Data: / /

Assinatura da pesquisadora
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Abstract

Purpose: To analyze the codon 72 p53 protein and the metabolizing enzymes
GSTM1 and GSTT1 families’ polymorphisms in the uterine cervix
adenocarcinoma carcinogenesis. Methods: This case-control study concerned
43 adenocarcinoma samples from formalin-fixed and paraffin- embedded
tissues belonging study group and 86 endocervical cell samples, collected by
cytobrush, from women without cervical tumor belonged to the control group.
Demonstration of HPV presence, p53 polymorphisms, the GSTM1enzyme and
its null allele (GSTM1*0), the GSTT1 enzyme and its null allele (GSTT1*0) were
performed using the polymerase chain reaction. Results: The study group
mean age was 52.49 years and in the control group was 48.07 years. The
groups were homogeneous by the t Student test (p=0.1042) (95% CI). The HPV
was present in 42(97.67%) cases from study group and in 27(31.40%) from the
control group and the x? test was significant (p=0.001) (95% Cl), the odds ratio
was 113.79 (95% CI: 13.671; 947.145) (p<0,001). The p53 isoforms analysis by
the Fisher exact test of the two groups wasn’t significant p = 0.397(95% CI).
The analysis of HPV and p53 alleles association in the two groups by Fisher
exact test was p=0,653 (95% CIl).The GSTM1and GSTM1*0 analysis in the two
groups didn’t show difference by the x> test was p= 0.374 (Cl = 95%). The
GSTM1and GSTM1*0 associations with HPV and p53 isoforms by Fisher exact
test weren’t significant p=0.256 (95% CIl) and p = 1.000 (95% CI) respectively.
The GSTT1and GSTT1*0 analysis by the x*test was p= 0.001 (95% CI) and the
odds ratio was 4.58 (95% CI: 2.04; 10.28) (p<0,001). The GSTT1and GSTT1*0
associations with HPV by Fisher exact test was p<0.001(95% CI). The
GSTT1*0 odds ratio was 6.67(95% CI. 1.99; 22.17) (p<0.001). The GSTT1
odds ratio was 0.15 (95% CI: 0.045; 0.502) (p<0.0021). The association of
GSTT1 and GSTT1*0 with p53 by Fisher exact test wasn’t significant p=0.056
(95% CI). The GSTM1 and GSTT1 families’ association analysis by a
regression logistic model shows that the GSTM1 family wasn’t a prognostic
factor in cervical adenocarcinoma either alone or with GSTT1 family.
Conclusions: HPV was present in 97.67% of the adenocarcinomas. The HPV
status showed a risk of 113.79 times for adenocarcinoma carcinogenesis.
GSTT1*0 showed a risk for adenocarcinoma of 4.6 times, and in its association
with HPV increased the risk in acquiring uterine cervix adenocarcinoma to 6.67
times. The presence of GSTT1 offered protection against adenocarcinoma
carcinogenesis. The p53 isoforms and the GSTM1 family didn’t share the
adenocarcinoma carcinogenesis in this studied population.
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