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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Polimorfismos GSTT1 e GSTM1
em individuos tabagistas com
carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco

Joice Matos Biselli’, Renata Cristina de Angelo
Calsaverini Leal’, Maridngela Torreglosa Ruiz’,
Eny Maria Goloni-Bertollo?, José Victor Maniglia’,
Andréa Regina Baptista Rossit’, Erika Cristina
Pavarino-Bertelli”

Resumo

A variabilidade em genes relacionados aos processos de
ativacdo e detoxificacio de carcindgenos pode interferir na
suscetibilidade ao cincer. Objetivo: Investigar a relacao en-
tre os polimorfismos GSTT1 e GSTM1 nulos e o risco para o
carcinoma espinocelular de cabe¢a e pescoco em individuos
tabagistas. Material e Método: Este estudo caso-controle
foi realizado na Faculdade de Medicina de Sao José do Rio
Preto, Brasil. Foram avaliadas as freqiéncias dos genétipos
nulos GSTT1 e GSTM1 por PCR multiplex em 60 pacientes
com carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco e 60
individuos sem a doenca. Resultados: A cavidade oral foi
o sitio de tumor mais freqtiente. O gendtipo GSTT1 nulo
foi encontrado em 33,3% dos pacientes e em 23,3% dos
individuos controles (p=0,311). Os grupos caso e controle
apresentaram freqtiéncias do gendtipo GSTM1 nulo de 35%
e 48,3%, respectivamente (p=0,582). Ndo foram encontradas
associacoes entre o habito etilista e genotipos nulos GSTT1 e
GSTM1 em ambos os grupos (valores de p>0,05). O género
masculino e o hibito etilista foram prevalentes em ambos
os grupos. Conclusio: Neste estudo ndo foi possivel esta-
belecer uma correlacao entre os genotipos nulos GSTT1 e
GSTM1 e o carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco
em individuos tabagistas.

GSTT1 and GSTM 1
polymorphism in cigarette
smokers with head and neck
squamous cell carcinoma

Palavras-chave: glutationa transferase, neoplasmas de cabeca
e pescoco, polimorfismo, tabaco, dlcool.
Keywords: glutathione transferase, head and neck neoplasms,
polymorphism, tobacco, alcohol.

Summary

Gene variability related to carcinogen activation and
detoxification may interfere with susceptibility to head and
neck cancer. Aim: To investigate the relation between GST77
and GSTM1 null polymorphisms and the risk of head and
neck squamous cell carcinoma in cigarette smokers. Material
and Method: A case-control study conducted at the Sao
Jose do Rio Preto Medical School, Brazil. GSTM1 and GSTT1
null genotype frequencies were evaluated by multiplex PCR
in * cigarette smokers with head and neck squamous cell
carcinomas and ® cigarette smokers without this disease.
Results: The oral cavity was the most prevalent tumor site
for squamous cell carcinoma. The GS7717 null genotype was
found in 33.3% of the Experimental Group and 23.3% of the
Control Group (p= 0.311). Experimental and Control Groups
had GSTM1 null genotype frequencies of 35% and 48.3%
(p=0.582). No association between alcohol consumption
and GSTT1 and GSTMI null genotypes was found in these
groups (p-values>0.05). There were more men, and alcohol
consumption was prevalent in both groups. Conclusion: In
this study we were unable to show a correlation between
GSTM1 and GSTT1 genotypes and the development of head
and neck squamous cell carcinomas in cigarette smokers.
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INTRODUCAO

O neoplasma de cabeca e pescoco € responsavel
por uma grande incidéncia de obitos em todo o mundo,
constituindo a sexta causa de morte por cincer'. O tipo
histolégico mais freqiiente, o carcinoma de células es-
camosas (espinocelular), presente em mais de 90% dos
casos®, € associado com o consumo de dlcool e tabaco™.
Sabe-se que a fumaca do cigarro € uma mistura complexa
de mais de 4000 substincias, entre as quais pelo menos
40 sio carcinogénicas, iniciadoras ou promotoras de
tumores em animais'®. Os niveis de seus produtos ele-
trofilicos lancados na circulacao sangiiinea dependem da
atuaciao de enzimas envolvidas no biometabolismo, que
compreende a ativacio (Fase D e detoxificacio (Fase 1D
de compostos quimicos'®!'. Polimorfismos em genes que
codificam essas enzimas podem alterar sua expressao ou
funcao, modificando o biometabolismo de compostos
carcindgenos'.

Virios genes polimorficos que codificam enzimas
envolvidas na biotransformacao de carcinégenos tém sido
associados ao desenvolvimento de cancer'®?#. Dois genes
em particular, GSTT7 e GSTM1, que codificam enzimas de
fase II pertencentes a familia das glutatiao S-transferases
(GSTs), parecem relevantes para a suscetibilidade ao car-
cinoma espinocelular de cabeca e pescoco, pois atuam
na detoxificacio de metabdlitos reativos de substancias
carcindgenas da fumaca do tabaco!!1213:15:1820.23,

O gene GSTM1 ¢ polimorfico na populacao huma-
na com um alelo apresentando atividade nula (GSTM1-)
devido a uma grande delecio génica, e dois outros fun-
cionais (GSTMIA e GSTMIB). O gene GSTT1 é também
polimoérfico na populacio humana, podendo apresentar
gendtipo nulo por delecao* . Individuos que apresentam
genotipo nulo desses genes em homozigose agrupam-se
no fendtipo conjugador negativo, uma vez que ocorre
perda completa da atividade enzimatica®*?’, enquanto os
que apresentam pelo menos um alelo funcional agrupam-
se no fenotipo conjugador positivo®.

Desse modo, a variabilidade individual em genes
relacionados aos processos de ativacao e detoxificacao
metabolica parece crucial na suscetibilidade ao cancer de
cabeca e pescoco.

Assim, este estudo teve como objetivo identificar os
genotipos nulos dos genes GSTT1 e GSTM1 em pacientes
tabagistas com carcinoma espinocelular de cabeca e pesco-
¢o e comparar essas freqiiéncias com aquelas observadas
em individuos tabagistas sem histéria neoplasica, visando
uma possivel identificacdo de biomarcadores de susceti-
bilidade ao cancer de cabeca e pescogo.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo caso-controle, realizado na

Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, SP. Os
individuos com diagnéstico carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco confirmado histopatologicamente foram
procedentes do Servico de Otorrinolaringologia e Cirurgia
de Cabeca e Pescoco do Hospital de Base/ Faculdade de
Medicina de Sio José do Rio Preto e do Instituto Arnaldo
Vieira de Carvalho, SP. O grupo controle foi constituido
por individuos sem histéria de doenca neoplasica pare-
ado por sexo, idade e etnia e habito etilista. Todos os
individuos (pacientes e controles) eram tabagistas. Os
individuos foram incluidos no estudo apés a obtencio do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e todas as
informacoes necessarias foram obtidas por meio de ques-
tiondrio padronizado para coleta de dados (sexo, etnia,
tabagismo e etilismo) e mantidas em sigilo. Informacoes
sobre tabagismo e etilismo foram limitadas quanto ao uso
ou nao de tabaco e dlcool. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Sao José do Rio Preto (CEP-FAMERP -5639/2002) e
pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP
- parecer n® 842/2003).

O DNA gendmico foi extraido de sangue periférico
segundo a técnica de Abdel-Rahman et al.¥. A amostra
de sangue periférico foi colhida em tubo contendo an-
ticoagulante (EDTA) e os linfocitos foram isolados com
auxilio de Ficoll-Paque Plus. O DNA gendmico foi obtido
adicionando aos linfocitos isolados, SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate), proteinase K e RNAse A. Apo6s purificacio com
NaCl, o DNA foi precipitado com etanol e armazenado a
-20°C em tampao Tris-EDTA para posterior andlise.

A andlise dos genes GSTT1 e GSTM1 foi realizada
simultaneamente pela reacao em cadeia da polimerase
(PCR) multiplex, segundo Abdel-Rahman et al.*°. A ampli-
ficacao da sequiéncia do DNA de interesse foi obtida por
35 ciclos que compreenderam etapas de desnaturacao do
DNA a 94°C por 2 minutos, anelamento das seqiéncias
iniciadoras da reacio (primers) a 59°C por 1 minuto e ex-
tensao das cadeias de DNA pela adi¢io dos nucleotideos
a 72°C por 1 minuto. Uma seqliéncia do exon 7 do gene
CYP1A1 foi coamplificada como um controle interno de
amplificaciio. Os produtos de PCR foram analisados em gel
de agarose 1,5% corado com brometo de etidio, sendo que
o gendtipo nulo (ambos os alelos com delecao) para os
genes GSTT1 e GSTM1 foi identificado pela auséncia dos
fragmentos de amplificacio de 480 pares de base (pb) e
219 pb, respectivamente. A presenca do fragmento de 312
pb corresponde a seqiiéncia amplificada do gene CYP1A1
e revela o sucesso da reacao de amplificacio.

Os dados demogrificos foram apresentados como
média + desvio padriao (DP) ou propor¢des. Para a anilise
estatistica das frequiéncias dos genotipos obtidos utilizou-se
o teste exato de Fisher, com nivel de significincia menor
que 5%.
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RESULTADOS

Dados demograficos. Um total de 120 individuos
foi recrutado para o estudo, dos quais 60 com carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco (média de idade 54,6 +
8 anos) e 60 sem historia de doenca neoplasica (média de
idade 54 + 9 anos). Observou-se predominidncia do sexo
masculino (90% homens vs 10% mulheres) e do habito
etilista (70% etilistas vs 30% nao etilistas).

Tabela 1. Distribuicdo dos casos de cancer de cabega e pescogo por
sftio do tumor.

Sitio NUmero (%)

Cavidade oral 26 (43,3)
Supraglético 15 (25)
Glético 6 (10)
Subglético 1(1,7)
Faringe 4 (6,7)
Hipofaringe 5 (8,3)
Outros sitios primarios ndo 3(5)

conhecidos

Sitios primdrios. Todos os casos foram diagnosti-
cados e confirmados patologicamente como carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco. A distribuicao quanto
ao sitio primdrio do tumor entre 0s casos esta apresenta-
da na Tabela 1. Os tumores de cavidade oral foram mais
representados em nosso estudo.

Freqiiéncias dos polimorfismos. O gendtipo GSTT1
nulo [-] foi encontrado em 33,3% (20 de 60) dos pacien-
tes e em 23,3% (14 de 60) dos individuos controles (P =
0,311), e 21 (35%) dos pacientes e 29 (48,3 %) dos indi-
viduos controle revelaram genétipo GSTMT nulo [-] (p =
0,582). O gendtipo nulo combinado para os genes GSTT1
e GSTM1 foi observado em 10% (6 de 60) dos pacientes e
em 8,3% (5 de 60) dos controles (p = 1,0). A combinacio
genotipica mais freqiiente considerando a presenca de um
gendtipo desfavoravel (GST nulo) foi GSTT1 [+] / GSTM1
[-] em 31,6% (19 de 60) dos pacientes e 40% (24 de 60)
dos controles (p = 0,353) (Tabela 2).

Os gendtipos foram agrupados por sitio do tumor
(Tabela 3) e nao foi observada correlacao com os geno-
tipos nulos GSTT1 e GSTM]1.

Tabela 3. Distribuicdo dos gendtipos GSTT1 e GSTM1 por sitio de tumor.

Tabela 2. Distribuicao genotipica para GSTT1 e GSTM1 entre os grupos
caso e controle.

Pacientes (n = 60) Controle (n=60)

Genotipos*

n (%) n (%)

Individuais

GSTT1 [] 20 (33,3) 14 (23,3)
GSTM1[] 25 (41,7) 29 (48,3
Combinados GSTT1/GSTM1

[-1/1] 06 (10,0) 05 (8,3)
[+]/[+] 21 (35,0) 22 (36,7)
[+1/[] 19 (31,6) 24 (40,0)
[1/1+] 14 (23,3) 09 (15,0)

* Gendtipos nulo [-], ndo nulo [+].

As andlises estatisticas nao evidenciaram relacao
entre etilismo e gendtipos nulos [-] GSTT1 e GSTM1 quan-
do comparados pacientes e controles etilistas (GSTT1, p =
0,34; GSTM1, p = 0,28; GSTM1l-] / GSTT1l-], p = 1,0).

DISCUSSAO

Os dados epidemioldgicos tém apontado para o
consumo do fumo e do dlcool como os principais fatores
de risco de transformacio maligna em casos de cancer de
cabeca e pescoco® . A avaliacao isolada da participacao
destes agentes na tumorigénese do cancer de cabeca e
pescoco € de dificil tarefa, considerando que o fumante
tende a consumir dlcool e vice-versa. Além disso, ha dé-
cadas as evidéncias mostram que os dois fatores atuam
sinergisticamente e, quando combinados, constituem a
principal causa de tumores®.

Estudos demonstraram associacao entre o habito eti-
lista e o desenvolvimento de tumores de cabeca e pescoco
quando considerados o tempo de exposicao e quantidade
de alcool ingerida'***. Em nosso estudo, 70% dos pacientes
com cancer sio etilistas, o que refor¢a a associacao entre
o consumo de dlcool e o desenvolvimento do cancer de
cabeca e pescoco, especialmente em uma amostra com-
posta por pacientes tabagistas, embora nao tenha sido
possivel obter informacoes referentes a quantidade de
alcool ingerida e o tempo de exposicao.

A predominancia do sexo masculino observada
neste estudo corrobora com os achados de Drummond

Genotipos Cavidade Oral Supraglético Glético Subglético Faringe Hipofaringe Outros
GSTT1 [+] 20 11 2 0 3 3 2
GSTT1 [1] 6 4 4 1 1 2 1
GSTM1 [+] 13 10 4 1 2 2
GSTM1 [] 13 5 2 0 3 1

* Gendtipos nulo [-], nao nulo [+].
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et al.”2. Embora nossa casuistica seja ainda pequena para
explicar esta diferenca entre os géneros, em estudo epi-
demioldgico realizado no Hospital A.C. Camargo, SP,
Brasil, a predominincia do sexo masculino em pacientes
com carcinoma oral parece refletir as diferencas entre
homens e mulheres em relacio ao uso de tabaco e dlcool
em nosso pais®.

O sitio de tumor mais freqiiente em nossos pa-
cientes foi o de cavidade oral, sitio mais freqientemente
relatado pela literatura em tumores de cabeca e pescogo™.
Esta distribuicio anatdmica pode ser explicada pelo fato
da nossa amostra ser constituida somente por pacientes
tabagistas e, em sua maioria etilistas, uma vez que estes
sitios do trato aéreo superior sao expostos mais direta-
mente ao tabaco e ao dlcool.

Estudos dos polimorfismos GSTT1 e GSTMI rea-
lizados em populagcdes brasileiras revelam freqiéncias
similares dos polimorfismos. Rossit et al.¥”, em um estudo
realizado em popula¢des provenientes dos estados do Para
e Sao Paulo, mostraram freqiiéncias de 18 e 47,3% para
0s gendtipos nulos dos genes GSTT1 e GSTM1, respecti-
vamente. O estudo de Rossini et al.*® revelou frequiéncias
de 25,4% para GSTT1 -] e 42,1% para GSTM1 -] em indi-
viduos do Rio de Janeiro. Em nosso estudo, frequiéncias
similares foram observadas para estes gendtipos (24,4 e
17,8% para GSTT1 [-] em pacientes e controles, respecti-
vamente, e 44,4 e 48,9% para GSTM1 [-] em pacientes e
controles, respectivamente). Freqtiéncias mais elevadas
dos polimorfismos GSTT1 [-] e GSTM1 [-] foram observadas
por Drummond et al.?"** em pacientes tabagistas brasileiros
com carcinoma espinocelular oral (81,8% para GSTT1[-] e
70,5% para GSTMI[-D.

Os estudos dos polimorfismos GSTT1 e GSTM1
realizados em carcinomas de cabeca e pescoco sio con-
traditorios. Varios autores demonstram uma associacao
com o gendtipo nulo [-] GSTM7¥152021384041 - enquanto
outros nao>'%#2%, Para o gendtipo nulo [-] GSTTT também
foi demonstrada uma relacio em alguns estudos'>##4 ¢
auséncia da mesma em outros>!¢37:341:434 - A combinacio
destes gendtipos nulos e risco aumentado para este tipo
de carcinoma também ja foi observada'*¥. Além disso, o
tempo e a quantidade de exposicio a carcindgenos (dlcool
e tabaco) pode influenciar na interacio destes genotipos
para o desenvolvimento deste tipo de neoplasia'>*, e esses
dados nao foram considerados em nosso estudo.

O estudo de Konig-Greger et al.” mostrou que a
atividade da enzima GSTM1 encontrava-se significante-
mente reduzida em pacientes com carcinoma de cabeca e
pescoco em relacio aos controles, mas nao foi dependente
do gendtipo desfavordvel GSTM1, o que pode sugerir a
participacao de outras enzimas em sua regulacio.

Interessantemente, Evans et al.'”” encontraram que
0 gendtipo positivo [+] GSTTT estd associado ao risco de
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco entre os

tabagistas (OR = 1,6; CI 95% = 1,1-2,5) e sugerem que o
gendtipo nulo [-] GSTTT pode proteger o individuo para o
desenvolvimento deste tipo de cancer. Embora usualmente
as GSTs sejam consideradas como enzimas de detoxifica-
¢ao, para alguns substratos quimicos em particular, como
por exemplo, o diclorometano (DCM), a conjugacao da
glutationa com a enzima GSTT1 pode resultar em ativacao
de um componente eletrofilico com conseqiiente potencial
mutagénico®*. Embora o DCM nao esteja associado com
tabaco, podem existir outros bioprodutos do tabaco que
ganham funcio carcinogénica pela ativacio mediada da
enzima GSTT1. Dois outros estudos também mostraram
risco aumentado de doenga corondria e vascular periférica
em tabagistas com gendtipo GSTT1 [+]%.

CONCLUSAO

Neste estudo nao foi possivel estabelecer uma
associacao entre os genotipos nulos GST71 e GSTM1 e o
desenvolvimento de carcinoma espinocelular de cabeca
e pescoco em individuos tabagistas.
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