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Resumo
Polimorfismos sdo variagBes na sequéncia de nucleotideos do DNA gendmico tais como delegdes, inser¢des e outras. Os
polimorfismos podem provocar alteragdo na fungdo proteica e no fendtipo. Eventualmente pode ocorrer a delegdo de
ambos os alelos de um determinado gene e, nesse caso, a proteina que seria codificada pelo gene ndo sera expressa.
Essa situagdo é bastante frequente para os genes GSTT1 e GSTM1 que codificam enzimas de detoxicagdo (glutationa S-
transferase teta 1, e, glutationa S-transferase mu 1, respectivamente). Considerando que as enzimas de detoxicagdo
tém um papel fundamental na biotransformagdo de xenobidticos, essa falta da expressdo poderia acarretar uma menor
protegdo e, consequentemente, uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento de doengas de perfil citotdoxico, em
especial o cancer. Este trabalho analisou o perfil genotipico de uma populagdo de 30 pacientes portadores de gliomas
malignos para os genes GSTT1 e GSTM1. Os tipos tumorais foram: vinte e quatro glioblastomas multiformes, trés
astrocitomas anapldsicos grau Il, dois oligodendrogliomas e um astrocitoma anaplasico grau Ill. Os objetivos deste
estudo foram comparar o gendtipo dos 30 pacientes para os genes GSTT1 e GSTM1 com o encontrado em uma populagdo
de 65 sujeitos-controle teoricamente sauddveis, bem como, nos pacientes, relacionar a presenca ou delegdo desses
genes com o tempo de sobrevida. Os resultados sugerem que o gendtipo GSTT1 nulo poderia conferir uma maior protegdo
contra o desenvolvimento dessas malignidades cerebrais e também indicam uma possivel relagdo entre o gendtipo e o
tempo de sobrevida para portadores desses gliomas.
Palavras-chave: Polimorfismo — Glutationa S-transferases — Genes de detoxicagdo — Xenobidticos — Gliomas.

Abstract

Polymorphisms are sequence variations in genomic DNA, including deletions, insertions and others and can cause change
in protein function and in the phenotype. Eventually, deletion of both alleles of a gene can occur. In this case, the protein
encoded by the gene would not be expressed. This situation is very frequent in GSTT1 and GSTM1 genes, which codify
detoxification enzymes (glutathione S-transferase theta 1 and glutathione S-transferase mu 1 respectively). Considering the
fundamental role of detoxification enzymes in xenobiotic biotransformation, the absence of these enzymes could result in
reduced protection and consequently lead to a higher susceptibility to diseases with citotoxic profile, cancer in special. This
work analyzed the genotypic profile of 30 patients with malignant gliomas for the GSTT1 and GSTM1 genes and compared
the patients’ genotype for GSTT1 and GSTM1genes with the genotype of 65 health controls. We also correlated the genotypic
alterations with the survival in one year of follow-up. The tumor types were: twenty-four glioblastoma multiforme, three
anaplastic astrocytoma grade Il, two oligodendroglioma and one anaplastic astrocytoma grade Ill. The results suggest that
the GSTT1 null genotype could lead to protection against brain malignancies development and increased survival for brain
tumors patients.

Keywords: Polymorphism — Glutathione S-transferases — Detoxification genes — Xenobiotic — Gliomas.

INTRODUCAO

Os tumores cerebrais

Qualquer um dos diversos tipos celulares do cérebro
pode sofrer muta¢Ges e dar origem a um tumor. Os
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tumores cerebrais sdo caracterizados pelo tipo celular
afetado (ARMSTRONG et al., 2007). No cérebro, podem
ocorrer tumores primdarios (os de origem cerebral), ou
tumores secundarios (os que se originam em outro sitio,
mas formam metastase cerebral). Neste trabalho, foram
incluidos trinta pacientes portadores de gliomas
primarios, que sao tumores que se originam nas células
da glia, as quais dao suporte aos neurdnios, participam
da sua nutri¢do, além de possuirem um papel de
prote¢ao. Desses trinta pacientes, vinte e quatro eram
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portadores de glioblastoma multiforme (GBM), trés
apresentavam astrocitoma anaplasico (AA), e dois,
oligodendroglioma (OD). Os tumores das células gliais
correspondem a mais de 50% dos tumores do sistema
nervoso central (HESS; BROGLIO; BONDY, 2004). Os
glioblastomas multiformes sdo os gliomas mais
agressivos e de pior progndstico, sendo os astrocitos o
tipo celular afetado. Os glioblastomas multiformes sao
os astrocitomas de alto grau (grau 1V) de acordo com a
classificagdo da Organizagdao Mundial da Saude. Os
astrocitomas anaplasicos também se originam dos
astrécitos, sendo bastante agressivos (porém menos que
os glioblastomas multiformes), e sdo classificados
como astrocitomas de grau lll. Os oligodendrogliomas
originam-se nos oligodendrécitos e, dos trés tipos de
tumor citados, sdo os menos agressivos e de melhor
progndstico (ARMSTRONG et al., 2007; (HESS; BROGLIO;
BONDY, 2004).

Os xenobidticos

Xenobidtico é qualquer composto quimico que seja
estranho ao organismo. O contato continuado com
determinados xenobidticos tem sido associado ao
aumento do risco de desenvolvimento de cancer
(BELPOMME et al., 2007).

A susceptibilidade individual ao cancer depende,
em parte, da capacidade de biotransformar os
xenobidticos de forma eficiente, sendo para isto
relevante a atuacdo das enzimas de detoxica¢do, as
quais se ligam a compostos carcinogénicos facilitando
0 seu metabolismo e excregdo por parte do organismo
(AUTRUP, 2000).

A Biotransformacgao dos Xenobidticos

A ativagdo metabdlica e posterior detoxicagdao dos
produtos genotdxicos acontecem respectivamente nas
reagdes enzimaticas de fase | e Il da biotransformacgdo
(JOSEPH et al., 2006). As enzimas glutationa S-
transferases (GSTs) contribuem para a fase Il da bio-
transformacgdo de xenobidticos através da conjugacao
deles com a glutationa reduzida, o que facilita sua
dissolugdo no meio aquoso intra e extracelular, e sua
excrecdo do organismo (HAYES; PULFORD, 1995). Neste
trabalho, sdo abordadas duas das classes de GSTs: a
GSTT1 (glutationa S-transferase teta 1), e a GSTM1
(glutationa S-transferase mu 1), sendo codificadas pelos
genes GSTT1 e GSTM1 respectivamente.

A ocorréncia de polimorfismos em genes que
codificam enzimas de detoxica¢do é bastante frequente.
Quando o polimorfismo ocorre dentro de uma regido
codificante do gene (éxon), pode haver substituicdo de
aminodacido naquela posi¢do, resultando em mudanga
na atividade proteica (WORMHOUDT; COMMANDEUR,;
VERMEULEN, 1999). No caso dos genes GSTT1 e GSTM1,
ocorre o polimorfismo do tipo delegdo homozigdtica,
no qual ambos os alelos do gene estdo deletados e,

R. Ci. méd. biol. 2010; 9(3):200-203

consequentemente, as respectivas enzimas ndao podem
ser sintetizadas (EZER et al., 2002).

Trabalhos publicados na literatura cientifica
apontam para o fato de que individuos incapazes de
produzir enzimas de detoxicagdo mostram-se mais
susceptiveis a desenvolver alguns tipos de cancer
(HIRVONEN, 1999). Tanto o gene GSTM1 quanto o gene
GSTT1 sao altamente polimérficos nas diversas etnias
ja investigadas. Para o gene GSTM1, encontrou-se uma
frequéncia de gendtipo nulo de cerca de 50% em
caucasianos nos EUA, enquanto que, para o gene GSTT1,
a frequéncia de delegdo homozigdtica ficou em cerca de
15% (REBBECK, 1997). No Brasil, encontrou-se uma
frequéncia de 48,9% para dele¢cdes homozigédticas do
gene GSTM1 e 25,1% para o gene GSTT1 numa populagdo
de brancos (ROSSINI et al, 2002). Ja foi descrito, na
literatura cientifica, que fumantes com gendtipo GSTT1
nulo apresentam numero significativamente maior de
aberragdes cromossdémicas do que fumantes que
expressam este gene (EL-ZEIN; CONFORTI-FROES; AU,
1997). Além disso, o gendtipo nulo para GSTT1 tém sido
associado a um elevado risco para cancer de célon
(DEAKIN et al., 1996) e para carcinoma de células basais
(STRANGE; LEAR; FRYER, 1998). Estudos epidemioldgicos
sugerem que individuos que sejam homozigotos nulos
para o gene GSTM1 apresentam um risco aumentado
para cancer em diversos sitios, tais como, pulmao,
bexiga, célon e mama (D’ERICO et al., 1996).

Este trabalho tem como objetivos investigar o
polimorfismo do tipo delegdo dos genes GSTT1 e GSTM1
numa populagdo de portadores de gliomas malignos e
relacionar o gendtipo desses pacientes para esses genes
com o seu tempo de sobrevida.

MATERIAIS E METODOS

Grupo de Estudo

O grupo de pacientes incluiu 30 portadores de
gliomas primarios, sendo 24 com glioblastoma
multiforme (GBM), 3 com astrocitoma anaplésico (AA),
e 2 com oligodendroglioma (OD). O grupo de controle
era constituido de 65 individuos saudaveis. O estudo
foi aprovado pelo comité de ética do Hospital
Universitario Antonio Pedro, da Universidade Federal
Fluminense, pelo CONEP (registro 9681 no. 124
25000.009267/2004-25), e os pacientes e os controles
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido
para participarem do estudo.

Obtencado das células do sangue e da mucosa oral

O sangue periférico dos 30 pacientes portadores de
gliomas malignos foi coletado, e os linfocitos foram
separados por centrifugacdo para a extracdo do DNA
genodmico. Também foram coletadas, com o uso de swab,
células da mucosa oral de 65 sujeitos-controle para
obtengdo do DNA.
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Extragao de DNA

As amostras foram tratadas com proteinase k n
concentracdo de 0,3 pg/ul a temperatura de 55°
overnight. E, seguida, foi acrescentado igual volume d
fenol:cloroférmio (1:1), seguido de agitagdo vigorosa
posterior centrifugagdo, sendo entdo separada a fas
aquosa e o DNA precipitado com dois volumes de etanc
absoluto a aproximadamente —20°C overnight. Apds nov
centrifugacao e descarte do sobrenadante, as amostras
foram entdo lavadas com etanol a 70% e o pellet de DNA
ressuspenso em agua milli-Q.

Determinagdo dos genes GSTM1 e GSTT1

As dele¢des dos genes GSTM1 e GSTT1 fora
detectadas com o uso de PCR (Polymerase Cha
Reaction) multiplex, e a mistura de reagdo usac
continha iniciadores para esses genes e também para
gene p53, o qual foi utilizado como um controle interr
da reagdo. As sequéncias dos primers (iniciadore
usados para a amplificagao foram:

Gene Primer Amplifica

GSTM1 (D)5-GAACTCCCTGAAAAG CTAAAG C-3° 220 pk
(R)5-GTT GGG CTCAAATAT ACG GTGG-3’

GSTT1 (D)5-TTCCTTACT GGT CCT CACATC TC-3° 450 pk
(R)5-TCACCG GAT CAT GGC CAGCA-3"

p53 (D)5’-GCAACCAGC CCTGTCGTG TCT CCA-3' 274 pb

(R)5-GGAATT CTGTTCACT TGT GCCCTG ACTTTC AAG-3’

As condi¢des de amplificagdo foram realizadas
segundo o descrito por Joseph e colaboradores (2006),
com desnaturagdo a 94°C por 5 minutos, seguida de 30
ciclos de: 95°C por 30 segundos, 64°C por 1 minuto,
72°C por 1 minuto. Para a extensao final, usou-se 72°C
por 5 minutos.

Ap0ds a amplificagdo, o produto da PCR foi submetido
a eletroforese em gel de poliacrilamida e corado pelo
método do nitrato de prata. Nesse método, inicialmente
é feita uma etapa de fixagdo do DNA por 10 minutos
numa solucdo de etanol a 10% e acido acético a 0,8%
em agua destilada. Segue-se uma etapa de impregnacgao
com nitrato de prata a 0,2% em 4agua destilada por 10
minutos e, por fim, a revelagdo com uma solugdo de
NaOH a 3% e formaldeido a 0,8% em agua destilada
pelo tempo suficiente para obter uma coloragao
satisfatdria (de cinco a dez minutos) (REBELLO;
CARVALHO, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos géis, foram evidenciadas as bandas dos
fragmentos de DNA amplificados, sendo a banda de 220
pb correspondente ao gene GSTM1, a banda de 274 pb
ao gene p53, e a banda de 450 pb ao gene GSTT1 (Figura
1).

A partir da andlise dos géis, foram estabelecidos os
perfis genotipicos dos pacientes e dos sujeitos-controle
para os genes GSTT1 e GSTM1, conforme mostra a Tabela
1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

«———450 pb(GSTTI)

———274 ph(p53)
———220 pb(GSTM)

Figura 1 — Bandas dos fragmentos de DNA amplificados
Nota: raia 1 - 100 bp ladder® (padrdo de DNA); raias 2, 4 e 7 —
delegdo de GSTTI; raias 3,6 e 9 - delegdo de GSTM1; raias 5 e 8-
auséncia de delegédo.

Tabela 1 - Gendtipos dos 65 controles e dos 30 pacientes
para os genes GSTT1 e GSTM1.

Gendtipo Controles Pacientes (GBM, AA, OD)
n (%) n (%)

GSTT1
Presente 33 (50,8%) 25 (83,3%)
Nulo 32 (49,2%) 5 (16,7%)
GSTM1
Presente 26 (40%) 11 (36,7%)
Nulo 39 (60%) 19 (63,3%)
GSTT1/GSTM1
Nulo/Nulo 19 (29,2%) 4(13,3%)
Presente/Presente 13 20% ) 10 (33,3%)
Presente/Nulo 20 (30,8 %) 15 (50%)
Nulo/Presente 13 (20%) 1(3,3%)

Nota: GBM = glioblastoma multiforme; AA = astrocitoma

anaplasico; OD = oligodendroglioma

Tabela 2 — Sobrevida dos pacientes em meses em relacdo
ao genotipo

Gendtipo 0 a 6 meses 7 a 11 meses =12 meses
n=11 n=8 n=11

GSTT1

Presente 8(72,7%) 8 (100%) 9 (81,8%)

Nulo 3(27,3%) 0( 0%) 2 (18,2%)

GSTM1

Presente 3(27,3%) 2 (25%) 6 (54,5%)

Nulo 8 (727%) 6 (75%) 5 (45,5%)

GSTT1/GSTM1

Nulo/Nulo 2 (18,2%) 0 (0%) 2 (18,2%)

Presente/Presente 2 (18,2%) 2 (25%) 6 (54,5%)

Presente/Nulo 6 (54,5%) 6 (75%) 3(27,3%)

Nulo/Presente 1(91%) 0 (0%) 0 (0%)

ATabela 1 mostra que a frequéncia do gendtipo nulo
para GSTT1 é de apenas 16,7% nos pacientes, enquanto
que a frequéncia é de 49,2% no grupo de controle. Trizna
e colaboradores (1998), analisando o gene GSTT1, em
estudo realizado nos EUA com portadores desses
mesmos gliomas, encontraram 27,8% de gendtipo nulo
nos pacientes e 30% no grupo de controle saudavel.
Nossos resultados sugerem que o gendtipo GSTT1 nulo,
de alguma forma, poderia conferir protecdo contra o
desenvolvimento dos gliomas considerados, visto que,
a frequéncia desse gendtipo entre os controles
saudaveis é bem maior do que nos pacientes. A Tabela 1
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também mostra que a frequéncia do gendtipo GSTT1 nulo
/GSTM1 presente é de apenas 3,3% nos pacientes, contra
20% nos controles. Isso sugere que a auséncia de
atividade da enzima GSTT1, associada a concomitante
presenca da enzima GSTM1 ativa, poderia também
conferir protecdo contra o desenvolvimento desses
gliomas malignos.

A Tabela 2 apresenta os tempos de sobrevida dos
pacientes relacionados com seus perfis genotipicos
para os genes GSTT1 e GSTM1.

Esta tabela mostra que, dentre os dez pacientes que
apresentaram genodtipo GSTT1 presente / GSTM1
presente, oito deles tiveram sobrevida igual ou superior
a 7 meses. Isso sugere que esse gendtipo poderia
favorecer a uma sobrevida mais prolongada em
pacientes portadores desses gliomas malignos.

CONCLUSOES

Neste estudo, observou-se uma diferenga importante
entre a frequéncia de delegdo do gene GSTT1 no grupo
de controle (49,3%) e no grupo de pacientes (16,7%),
sugerindo que a auséncia do gene GSTT1 poderia
representar um gendtipo de prote¢do contra o
desenvolvimento dos gliomas malignos considerados.
Os resultados deste estudo também sugerem que a
presenga concomitante dos genes GSTT1 e GSTM1
poderia favorecer a um maior tempo de sobrevida para
os pacientes portadores dos gliomas considerados, o
que representaria um gendtipo de melhor progndstico.
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