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ESTRUTURA 
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OBJETIVOS, esta dissertação apresenta um manuscrito redigido no modelo do 

periódico a que será submetido (CLIMACTERIC). 

O item CONSIDERAÇÕES FINAIS contém dados detalhados da metodologia 
utilizada nesse trabalho, interpretações e comentários gerais.  

O item REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS refere-se somente às citações que 
aparecem no texto da dissertação e não no artigo. 

O item ANEXOS contém os protocolos, fichas de coleta de dados utilizados, 
documentos do projeto e artigos desenvolvidos durante o período do 

mestrado.  
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RESUMO 

 
 
O câncer de mama (CM) é o segundo tipo de câncer mais freqüente no mundo e o 

mais comum entre as mulheres. É uma doença multifatorial causada pela 

combinação de fatores de risco genéticos e não genéticos (ambientais). 

Polimorfismos genéticos de baixa penetrância têm sido associados ao CM em 

diversas populações. No presente estudo, determinamos a freqüência alélica e 

genotípica dos polimorfismos nulos de GSTM1, GSTT1 e do polimorfismo Ile105Val 

em GSTP1, e correlacionamos estas freqüências com fatores de risco para CM. A 

amostra estudada foi constituída de 750 mulheres (40-69 anos) sem câncer de 

mama recrutadas na Coorte Núcleo Mama Porto Alegre (NMPOA). As freqüências 

genotípicas e alélicas encontradas não diferem de outros estudos nacionais, mas 

diferem significativamente de algumas descritas em outras populações, reforçando a 

necessidade de estudos de populações específicas. A amostra como um todo não 

apresentou fatores de risco reprodutivos significativos para CM. O risco vital médio 

de desenvolver CM de acordo com o modelo de Gail na amostra foi de 7.8% e a 

grande maioria das pacientes (n= 731, 97.5%), como esperado para uma amostra de 

mulheres submetida a rastreamento mamográfico, apresentou achados 

mamográficos benignos (BIRADS 1 ou 2). A distribuição das mulheres de acordo 

com a densidade mamográfica demonstrou que apesar de 56% já estarem na pós-

menopausa, a maioria (n= 682, 91.0%) ainda apresentava mamas moderadamente 

densas. Observou-se que 77.6% das mulheres incluídas no estudo tinham um IMC 

correspondente a sobrepeso ou obesidade. A análise da relação entre os 

polimorfismos GSTM1, GSTT1 e GSTP1 A/G e fatores de risco previamente 

estabelecidos para CM, demonstrou, em mulheres pré-menopáusicas, uma 
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associação entre os genótipos GSTM1 e GSTT1 nulos e imagens mamográficas 

com classificação BIRADS 3 e 4 e, em mulheres pós-menopáusicas, uma 

associação com mamas moderadamente densas e densas.  Isoladamente, o 

genótipo GSTT1 nulo também se mostrou associado a maior densidade 

mamográfica em mulheres pós-menopáusicas. Não houve associação entre os 

alelos e genótipos de GSTP1 e fatores de risco estabelecidos. Nossos dados 

sugerem que os genótipo nulos de GSTM1 e especialmente de GSTT1 podem estar 

fortemente associados a densidade mamográfica em mulheres pós-menopáusicas. A 

inclusão de análises genotípicas e fatores de risco especialmente prevalentes em 

uma determinada população poderia ser considerada para aprimorar a estimativa de 

risco de câncer de mama em populações específicas. No entanto, estudos adicionais 

do tipo caso-controle devem ser realizados para melhor determinar a relação de 

risco entre polimorfismos em genes de baixa penetrância, fatores de risco para 

câncer de mama e ocorrência de CM em si.  
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ABSTRACT 

 
 
Breast cancer (BC) is the second most frequent malignant tumor in the world and the 

most frequent in women. It is a multifactorial disease caused by a combination of 

genetic and non-genetic risk factors. Polymorphisms in low penetrance genes have 

been associated to breast cancer risk in several populations. In the present study, we 

determine the allelic and genotypic frequencies of the GSTM1 and GSTT1 null 

polymorphisms and the GSTP1 Ile105Val polymorphism, and correlate these 

frequencies to breast cancer risk factors. The sample studied included 750 women 

(40-69 years) without cancer who participed in the mammographic screening 

program from the Núcleo Mama Porto Alegre Cohort (NMPOA). The allelic and 

genotypic frequencies observed did not differ from those reported in other studies 

with Brazilian samples, but differed significantly from those described in other 

countries, reinforcing the need for population-specific investigations of 

polymorphisms in low penetrance genes and their associations with cancer risk. 

Overall, the women included did not have significant reproductive risk factors for BC. 

The average lifetime risk of BC estimated according to the Gail model was 7.8% and 

most patients (n= 731, 97.5%), as expected for women submitted to routine 

mammographic screening, had benign mammographic findings (BIRADS 1 ou 2). 

Regarding breast density, although 56% of the women studied were post-

menopausal, most (n= 682, 91.0%) still presented moderately dense breasts. We 

observed that 77.6% of the women included in the study had a body mass index 

(BMI) corresponding to overweight or obesity. Furthermore, an association between 

the combined GSTM1 and GSTT1 null genotypes and mammographic images 

classified as BIRADS 3 e 4 was observed in pre-menopausal women and an 
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association between these genotypes and moderately dense or dense breasts was 

observed in post- menopausal women. When each genotype was analysed 

individually, GSTT1 null was also associated to increased mammographic density in 

post-menopausal women. There was no association between the alleles and/or 

genotypes GSTP1 and BC risk factors in this study. Our data suggest that the 

GSTM1 and especially GSTT1 null genotypes may be strongly related to 

mammographic density in post-menopausal women. The inclusion of genotypic 

analyses and frequent breast cancer risk factors for specific populations in risk 

models could be considered to improve breast cancer risk estimates in such 

populations. However, aditional case-control studies should be performed to better 

establish the relationship of the polymorphisms studied here with breast cancer risk 

factors and breast cancer itself.  
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1. INTRODUÇÃO  

Células anormais que resultam de alterações em genes relacionados à 

proliferação, diferenciação e morte celular, geralmente não respondem aos sistemas 

de controle do ciclo celular e são capazes de se expandir indefinidamente. Essas 

células dão origem a massas tumorais benignas ou malignas e a estas últimas 

denomina-se câncer (Cavenee e White, 1996).  

O câncer é uma das doenças mais antigas da humanidade e uma das 

principais causas de morte na atualidade devido à alta incidência (cerca de dez 

milhões de indivíduos são diagnosticados com a doença a cada ano). Segundo a 

Organização Mundial da Saúde, o câncer é a causa de óbito de mais de seis 

milhões de indivíduos ao ano, representando cerca de 12% das mortes 

(Organização Mundial da Saúde 2002; Organização Mundial da Saúde 2007). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, no Brasil, no ano de 2005, 14,8% 

das mortes foram causadas pelo câncer, e estimativas referem que esse número 

será mais elevado no ano de 2030 (17,2% das mortes) (Organização Mundial da 

Saúde 2005).  

Estimativas do Instituto Nacional do Câncer para o ano de 2008, indicam que 

ocorreram 470 mil novos casos de câncer. Os tipos de câncer que mais acometem o 

sexo masculino são: à exceção de pele não-melanoma, tumores de próstata, pulmão 

e estômago. No sexo feminino, à exceção do câncer de pele não-melanoma, câncer 

de mama, colo do útero e câncer colorretal, acompanhando o mesmo perfil da 

magnitude observada no mundo (Instituto Nacional do Câncer 2008). 

Atualmente, o câncer de mama (CM) é o segundo tipo de câncer mais 

prevalente no mundo e o mais freqüente entre as mulheres, constituindo um grave 
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problema de saúde pública em todos os países pela alta incidência e pelo elevado 

custo no tratamento.  

No Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCa), estão 

previstos para os anos de 2008 e 2009, 49.400 novos casos de câncer de mama em 

mulheres brasileiras a cada ano (51 casos a cada 100 mil mulheres) (Instituto 

Nacional do Câncer, 2008). 

O câncer de mama apresenta maior incidência e mortalidade em Estados 

brasileiros considerados economicamente mais desenvolvidos, em especial nas 

regiões Sul e Sudeste. No Rio Grande do Sul (RS), o câncer de mama é a primeira 

causa de óbito por câncer em mulheres, inclusive em mulheres jovens com idade 

entre 30-49 anos (Instituto Nacional do Câncer 2008). A capital do Estado, Porto 

Alegre apresenta taxas ainda mais elevadas de incidência e mortalidade por câncer 

de mama, especialmente na faixa etária de 50 a 69 anos (Brito et al. 2008).  

Não existe uma explicação clara para as altas taxas de incidência e 

mortalidade de CM no RS, e em especial em Porto Alegre. É provável que resulte de 

múltiplos fatores, incluindo aspectos sociais, culturais, reprodutivos, ambientais e 

genéticos.  

A caracterização da população quanto a fatores de risco para CM 

previamente descritos na literatura e o estudo de polimorfismos genéticos 

relacionados à doença e de interações genético-ambientais, são ferramentas 

fundamentais para estabelecer estratégias de prevenção e tratamento da doença.  

Com base nisso, este estudo foi proposto para verificar a freqüência de alguns 

polimorfismos em genes de baixa penetrância (polimorfismos nos genes GSTT1, 

GSTM1 e GSTP1), previamente associados à proteção ou a risco para CM, e de 
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fatores de risco associados à doença em uma amostra populacional participante de 

um programa de rastreamento mamográfico anual no Sul do Brasil. 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 
2.1. Epidemiologia do Câncer de Mama 

 Estudos epidemiológicos indicam um aumento da incidência do CM tanto em 

países desenvolvidos quanto em países em desenvolvimento, sendo as taxas de 

incidência mais altas nos Estados Unidos e Norte da Europa, intermediárias no Sul e 

Leste Europeu e Sul da América, e baixas na Ásia (Parkin et al. 2005). Porém, os 

índices de incidência continuam aumentando em países em desenvolvimento 

enquanto que em países desenvolvidos esses índices estão decaindo, o que pode 

ser explicado pela garantia de acesso à saúde e pela adoção de políticas de 

detecção precoce do tumor (Tavassoli et al. 2003). 

 Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), o 

Brasil apresenta 169.544.443 de habitantes, entre os quais 86.120.890 (50,8%) são 

mulheres (IBGE 2002). Entre as mulheres, o câncer de mama é considerado a 

primeira causa de câncer e está associado a elevado número de óbitos em todas as 

faixas etárias (Instituto Nacional do Câncer 2008). A doença é muito mais freqüente 

em mulheres do que em homens, em uma proporção de 100 para 1. Nas mulheres, 

a doença geralmente é diagnosticada entre 40 e 60 anos de idade sendo estimado 

que uma entre cada oito mulheres irá desenvolver câncer de mama a partir dos 55 

anos (Easton et al. 2002). 

A mortalidade por CM aumentou consideravelmente em todas as regiões 

brasileiras nos últimos dez anos. Nas regiões Sul e Sudeste, consideradas regiões 
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de maior poder aquisitivo, o risco de morte por câncer de mama foi pelo menos duas 

vezes maior, nas décadas de 80 e 90 (Gonçalves et al. 2007). 

Segundo estimativas do ano de 2008, também válidas como previsão para o 

ano de 2009, os Estados que compreendem estas regiões são os que apresentam 

as maiores taxas de incidência de câncer do país: Estado do Rio de Janeiro, com 

registro de 92.77 casos de CM a cada 100.000 mulheres, Estado do Rio Grande do 

Sul (RS), com registro de 85.5 casos a cada 100.000 mulheres, e pelo Estado de 

São Paulo (SP), com registro de 72.5 casos a cada 100.000 mulheres, 

respectivamente (Instituto Nacional do Câncer 2008). 

O RS comparado a outros Estados do Brasil, é o que recebeu o maior número 

de imigrantes europeus e também o que recebeu um menor percentual de 

ameríndios e africanos.  O RS é o estado com a maior expectativa de vida, (75,0 

anos) comparada à média brasileira, que fica em torno de 72.7 anos (IBGE 2008; 

Gonçalves et al. 2007). 

Ademais, o RS é um dos Estados com o maior número de trabalhadores 

expostos a agentes carcinogênicos, também o que apresenta maior prevalência de 

excesso de peso, aproximadamente metade da população com mais de 20 anos de 

idade possui índice de massa corporal (IMC) maior que 25 kg/m2. Porto Alegre, 

quando comparada a outras capitais brasileiras, apresenta o maior índice de 

estudantes tabagistas na faixa etária entre 12 e 16 anos (Instituto Nacional do 

Câncer 2007). 

 Porto Alegre, a capital do RS, apresenta a mais alta incidência de CM do país. 

Foi previsto para o ano de 2008 e para o ano de 2009, 119.72 casos novos por ano 

a cada 100.000 mulheres, enquanto que a estimativa nacional é de 51.0 novos 

casos por ano a cada 100.000 mulheres (Instituto Nacional do Câncer 2008). Sendo 
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assim, estudos para melhorar a compreensão do comportamento biológico do 

câncer de mama e facilitar a identificação de pacientes em risco para esta neoplasia 

são de fundamental importância. 

 

2.2. Genética do Câncer de Mama 

O câncer de mama resulta de alterações genéticas (mutações) em 

oncogenes, genes supressores tumorais e genes de reparo do DNA que estão 

envolvidos em processos que regulam funções celulares importantes como divisão 

celular, proliferação e apoptose (Weinberg, 2008). 

Na maioria dos casos, os tumores de mama são esporádicos, ou seja, 

causados por mutações em uma única célula somática. Mais raramente, quando o 

câncer ocorre como parte de uma síndrome de câncer hereditário, as mutações 

iniciais causadoras do câncer ocorrem em genes de alta penetrância e são herdadas 

seguindo herança monogênica estando presentes na linhagem germinativa 

(Weinberg, 2008). 

No entanto, a maioria dos casos de CM está associada a polimorfismos em 

genes de baixa penetrância, também chamados genes de suscetibilidade, com 

participação individual relativamente pequena que interagem entre si e com vários 

fatores ambientais, não estando diretamente associados a alterações em genes de 

alta penetrância (Peto et al. 1996). 

 

2.2.1. Mutações em genes de alta penetrância 

Estima-se que 5-10% de todos os casos de câncer de mama podem ser 

atribuídos a mutações germinativas em genes de alta penetrância, e entre estes, os 

mais estudados são BRCA1 e BRCA2 (Bennett et al. 1999). As proteínas brca1 e 
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brca2 atuam no controle do ciclo celular, estabilidade genética e reparo do dano do 

DNA. Mutações germinativas nestes genes são responsáveis por 2-5% de todos os 

casos de câncer de mama, sendo a freqüência mais alta naquelas famílias onde há 

múltiplos familiares de primeiro grau afetados e diagnósticos precoces da doença 

(Deng 2006; Narod, 2006; Ellisen & Haber 1998).  

Além de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2, outros genes estão 

associados ao câncer de mama hereditário, incluindo o supressor tumoral TP53. 

Mutações germinativas neste gene estão associadas à Síndrome de Li-Fraumeni 

(SLF) e sua variante, Síndrome de Li-Fraumeni-like (LFL). Mutações em TP53 

podem também ter um papel importante na progressão tumoral, independente da 

predisposição, uma vez que mutações somáticas têm sido encontradas em 50% dos 

casos de câncer de mama esporádico (Bennett et al. 1999; Ellisen & Haber 1998; 

Greene, 1997). 

 

2.2.2. Polimorfismos em genes de baixa penetrância 

 Os polimorfismos genéticos são variações na seqüência de DNA 

caracterizados por deleções, inserções ou substituições de nucleotídeos que podem 

criar ou destruir sítios de reconhecimento de enzimas de restrição, levando a uma 

alteração na seqüência do DNA (Thompson & Thompson, 2002). 

Estes polimorfismos ocorrem em uma freqüência de pelo menos 1% da 

população, e podem ou não causar alterações na função do produto protéico. Deste 

modo, em alguns casos o polimorfismo genético pode aumentar a suscetibilidade ao 

câncer. (Miller et al. 2001; Wormhoudt et al. 1999). 

Os polimorfismos, geralmente, estão associados a um risco relativo pequeno 

a moderado para CM e, como os estudos acerca de polimorfismos em sua maioria 
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utilizam pequenos números amostrais, muitos dados iniciais não são replicados. A 

formação de consórcios colaborativos para a realização de estudos em larga escala, 

é sugerida como estratégia para a replicação destas evidências de associação de 

genes candidatos, e a exploração das interações gene-gene e gene-ambiente 

(Hirschhorn & Daly, 2005; Dunning et al. 1999). 

Alguns polimorfismos em diversos genes de baixa penetrância têm sido 

associados a maior ou menor suscetibilidade ao CM, e eles tornam-se 

particularmente importantes quando são muito prevalentes em determinada 

população (De Jong et al. 2002; Dunning et al. 1999). Esses genes são divididos em 

grandes grupos: os que codificam enzimas importantes no metabolismo de 

carcinógenos (p.ex: CYP1A1, GSTM1, GSTT1, GSTP1, NAT1 e NAT2), os 

envolvidos em metabolismo de hormônios esteróides (p. ex: COMT, CYP17, CYP19, 

CYP2D6, ER e PR), os relacionados ao ciclo celular (STK15, ATM) e os alelos 

comuns em genes de alta penetrância, como BRCA1 e TP53 (Khanna et al. 2004; 

Dunning et al. 1999). 

As freqüências genotipicas dos polimorfismos GSTM1, GSTT1 e GSTP1, 

descritas na literatura em mulheres sem CM, estão resumidos na tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 



     
 

Tabela 1. Genes de suscetibilidade ao câncer de mama e freqüências genotípicas dos polimorfismos selecionados para 
análises moleculares em mulheres sem câncer de mama. 
 

 
Gene 

 
Localização 

Cromossômica 
 

 
Denominação 

do gene  
 

 
Polimorfismo 

 

 
Freqüências genotipicas 

 
Referências 

 
GSTP1 

(Ile105Val) 
rs1695 

 
11q13 

 
Glutathiona 

S-transferase pi 

 
GSTP1 A/G* 

  
0.12 
0.026 
0.10 

 
Rossini et al. 2002 
Egan et al. 2004 

Kvitiko et al. 2006 
 
 

 
GSTM1 

 
1p13.3 

 
Glutathiona 

S-transferase mu 
 

 
GSTM1*0 

 
0.42 
0.526 
0.439 

 

 
Rossini et al. 2002 

Park et al. 2003 
Gattás et al. 2004 

 

 
GSTT1 

 
22q11.2 

 
Glutathiona 

S-transferase 
theta 

 
GSTT1*0 

 
0.25 
0.419 
0.195 

 
Rossini et al. 2002 

Park et al. 2003 
Morais et al. 2008 
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2.3. Fatores de Risco para Câncer de Mama 

 O CM é uma doença multifatorial complexa, na qual ocorrem interações entre 

fatores de risco relacionados à doença, podendo ser fatores de risco de natureza 

genética e não-genética (fatores reprodutivos, hormonais, ambientais, hábitos e 

costumes), Figura 1. 

 

Figura 1. Fatores associados com aumento (↑) ou diminuição (↓) do risco de 
câncer de mama em mulheres. 
 

2.3.1. Idade 

Nas últimas décadas tem sido observado um progressivo envelhecimento 

populacional, tanto no Brasil quanto no mundo. Este fator pode estar associado ao 

aumento das taxas de incidência de câncer de mama, já que o risco para esta 

neoplasia aumenta com a idade, alcançando pouco mais de 10 casos a cada 

100.000 mulheres entre os 20 e 30 anos de idade e mais de 200 casos a cada 

100.000 mulheres com mais de 60 anos de idade (Ries et al. 2002; Curi Hallal et al. 

2001).  

CÂNCER DE MAMA 

Fatores reprodutivos e hormonais 

Menarca precoce ↑ 
Menopausa tardia ↑ 
Gestação e amamentação ↓ 
Contraceptivo oral ↑ 
Nuliparidade ↑ 

Fatores ambientais, hábitos e costumes 

Exposição a poluentes ambientais ↑ 
Tabagismo ↑ 
Álcool ↑ 
Indice de massa corporal ↑ 

História familiar de câncer de mama ↑ História pessoal de câncer de mama ↑ 

Etnia* 
 
Idade ↑ 

 Figura modificada de Tavassoli et al. 2003. 

*A incidência do CM varia entre diferentes etnias. 
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Segundo dados do Instituto Nacional do Câncer (2008), no Brasil mais de 

80% dos casos de CM ocorrem em mulheres acima dos 50 anos e cerca de 5% dos 

casos ocorrem em mulheres com idade inferior a 30 anos. 

 

2.3.2. Etnia 

A incidência e mortalidade por CM variam consideravelmente entre diferentes 

grupos étnicos e raciais, sendo maior entre os caucasianos e afro-americanos, e, 

intermediária entre hispânicos e ameríndios, e mais baixa entre os asiáticos.  

No Brasil, a miscigenação da população provavelmente influi na incidência da 

doença (American Cancer Society 2007; Ghafoor et al. 2003; Hallal et al. 2001). 

Vários estudos sugerem que mulheres de origem judaica Ashkenazi, especialmente 

aquelas com história familiar: em familiares de primeiro grau de CM, apresentam 

quase quatro vezes mais chance de desenvolver a doença (Egan et al. 1996). 

Smigal et al. (2006) em um estudo com base no registro de dados do National 

Cancer Institute e do North American Association of Central Cancer Registries, 

evidenciaram que o risco para CM aumenta em mulheres brancas com ≥50 anos de 

idade, quando comparadas a mulheres afro-americanas com ≥50 anos de idade e 

mulheres brancas com <50 anos de idade. No estudo, também foi evidenciado que 

em mulheres afro-americanas com <50 anos de idade o risco parece diminuir, e 

mulheres deste mesmo grupo com <35 anos de idade apresentam um risco mais 

elevado, porém discreto em relação às mulheres brancas com a mesma idade. 
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2.3.3. Fatores Reprodutivos e Hormonais 

 

2.3.3.1. Menarca e Menopausa 

 Tanto a menarca precoce (<11 anos de idade) quanto à menopausa tardia 

(>54 anos de idade) estão associadas a um aumento de risco para CM em duas 

vezes, provavelmente devido à exposição prolongada do parênquima mamário aos 

efeitos fisiológicos do estrógeno (Pike et al. 1981).  

Mulheres com menarca antes dos 11 anos de idade possuem um risco cerca 

de 20% maior de desenvolver CM, em comparação com aquelas com mais de 14 

anos de idade (Pike et al. 1981). Em contrapartida, a magnitude do risco atribuído à 

menopausa tardia em relação ao CM não foi quantificada (Robbins e Cotran 2005). 

 

2.3.3.2. Gestação  

Mulheres que tiveram a primeira gestação a termo antes dos 20 anos de 

idade apresentam uma redução do risco para CM em 30%, quando comparadas às 

mulheres que tiveram a primeira gestação a termo com 35 anos de idade ou mais 

(Kelsey et al. 1993). 

Mulheres que não gestaram (nulíparas) apresentam risco igual àquelas com 

nascimento do primeiro filho após os 30 anos de idade (Robbins e Cotran 2005; 

Harris et al. 1996). 
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2.3.3.3. Amamentação 

Longos períodos de amamentação reduzem o risco para CM e, segundo 

evidências de uma metanálise, a cada ano de amamentação efetiva, o risco relativo 

para a doença diminui em 4,3% (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast 

Cancer 1997). 

 

2.3.3.4. Hormônios Exógenos 

O uso de contraceptivos hormonais está associado a um risco levemente 

aumentado para CM (risco relativo - RR= 1.24), mas esse risco desaparece após 10 

anos da cessação de uso. Mulheres que iniciaram o uso de contraceptivos antes dos 

20 anos de idade apresentam um risco ainda maior de desenvolver CM 

(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 1997). 

A terapia de reposição hormonal (TRH) está associada a um modesto 

aumento de risco para CM em mulheres que fizeram uso de TRH por 5 anos ou mais 

(RR= 1.35). Porém, o risco para CM parece não aumentar após cessação do uso de 

TRH, independentemente do tempo de uso no passado (Tavassoli et al. 2003). 

 

2.3.4. Fatores Ambientais, Hábitos e Costumes 

 

2.3.4.1. Poluentes ambientais 

 Os poluentes ambientais podem agir no DNA levando a efeitos teratogênicos, 

mutações em células germinativas, envelhecimento precoce ou induzir 

transformações neoplásicas em células somáticas. Muitos tipos de câncer em 
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humanos podem ser causados por exposição a substâncias tóxicas presentes no 

meio (Silva et al. 2003). 

 Efeitos genotóxicos e carcinogênicos têm sido relacionados com emissões de 

gases de veículos e indústrias, incineração de resíduos e hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos (PAHs) associados ao material particulado. Populações 

expostas por motivos ocupacionais ou habitantes de regiões altamente 

industrializadas podem sofrer efeitos genotóxicos (Silva et al. 2003).   

 A grande maioria dos estudos envolvendo genes de suscetibilidade e 

poluentes ambientais envolvem os genes de fase I da superfamília Citocromo P450 

(CYP450) e os genes de fase II da superfamília glutationa S-transferases (GSTs). 

Estes genes atuam no metabolismo de quase todos os químicos que as populações 

humanas entram em contato e na detoxificação, e em poucos exemplos na ativação 

de muitos xenobióticos (Silva et al. 2003).   

 Rundle e colaboradores (2002), em um estudo caso-controle, encontraram 

associação entre a variante nula do gene de detoxificação GSTM1 e níveis de 

adutos do DNA em mulheres com câncer de mama. Estes resultados sugerem que o 

polimorfismo GSTM1 tem um papel na prevenção do acúmulo de danos ambientais 

no tecido mamário.  

 Outro tipo de poluente oriundo de processos industriais é constituído de 

bifenilas policloradas (PCBs) que também causam efeitos deletérios lentos incluindo 

eventos associados à genotoxicidade, carcinogênese, diminuição na atividade 

reprodutiva ou nascimento de indivíduos com malformações. PCBs foram usados em 

equipamentos elétricos até a sua produção ser proíbida nos Estados Unidos na 

década de 70. Devido à bioacumulação em rios contaminados de áreas industriais, a 

fonte primária de exposição à população é a partir do peixe. PCBs se acumulam na 
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gordura e altos níveis têm sido encontrados no leite materno (Brody et al. 2007; Silva 

et al. 2003).  

 Helzlsouer e colaboradores (1999), em um estudo caso-controle de coorte, 

não mostraram efeitos modificadores de diferentes genótipos dos genes GSTM1, 

GSTT1, GSTP1, COMT e CYP17 na associação de níveis de PCBs e risco para 

câncer de mama.  

 

2.3.4.2. Tabagismo 

 O hábito de fumar pode alterar a freqüência de mutações, aproximadamente 

30% dos fumantes morrem de causas diretamente relacionadas ao hábito de fumar. 

O tabagismo é uma das principais fontes de exposição a hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (PAHs) e parece estar associado com o risco de CM  (Silva et al. 2003; 

Vaury et al. 1995). 

 Os resultados dos estudos que procuram uma associação do tabaco com CM 

são inconsistentes. Terry e colaboradores (2002) encontraram, em mulheres que 

apresentavam hábitos tabagistas por muitos anos, uma associação positiva, mas 

fraca, com o risco de desenvolver CM. Um outro estudo em que mulheres jovens 

apresentavam hábito tabagista durante a gravidez mostrou que estas possuem um 

risco maior de desenvolver CM. Estes resultados reforçam a hipótese de que o 

tecido mamário é particularmente susceptível a carcinógenos entre o início da 

puberdade e a primeira gravidez (Innes & Byers, 2001; Russo et al. 1982).   

 

2.3.4.3. Etilismo 

A ingesta de álcool é o fator da dieta mais consistentemente associado com 

CM, embora a relação observada na maioria dos estudos seja modesta. Mulheres 
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que consomem dois drinques por dia aumentam em 20% o risco de CM quando 

comparadas a mulheres que não estão expostas a esse consumo, e aquelas que 

consomem mais que dois drinques por dia têm um aumento de 40% no risco. Esses 

estudos foram conduzidos em diversas populações, e na maioria delas, sugerem 

que o consumo moderado de álcool aumenta o risco de CM em mulheres na pós-

menopausa (Lew et al. 2009; Adami et al. 2008; Zhang et al. 2007). 

 Nos estudos em que vários tipos de álcool foram analisados – cerveja, vinho e 

destilados – encontrou-se associação positiva de todos com risco de CM, sugerindo 

que a associação é devido ao álcool em si, existindo uma relação direta entre dose e 

efeito (Smigal et al. 2006). 

           Muitos mecanismos biológicos são propostos para esta associação, incluindo 

um aumento nos níveis de hormônios circulantes, um efeito carcinogênico direto dos 

metabólitos do álcool – acetilaldeído, um conhecido mutagênico – e um efeito 

antagonista no metabolismo e na absorção do folato (Willett 2001; Zhang et al. 

1999). 

 Suzuki e colaboradores (2005) encontraram associação entre ingesta de 

álcool e tumores de mama positivos para receptores de estrógeno, mas não para 

tumores estrógeno-negativos.   

              

2.3.4.4. Índice de Massa Corporal 

 A relação entre o índice de massa corporal (IMC) e o risco para CM é 

complexa e varia de acordo com o status da menopausa. O IMC está positivamente 

relacionado a CM pós-menopáusico, embora a magnitude da relação seja modesta e 

varie substancialmente entre os estudos (Hunter & Willett, 1993).  
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 O mecanismo que explica este aumento do risco está provavelmente 

relacionado ao aumento de níveis circulantes de hormônios. Depois da menopausa, 

estrógenos plasmáticos são derivados primariamente de tecido adiposo, o qual tem 

uma relação linear entre IMC e níveis de estrógenos. Mulheres com sobrepeso (IMC 

= 25.1 a 29.9 kg/m2) têm níveis baixos de globulina ligante a hormônio sexual, 

portanto níveis mais altos de estrógenos biologicamente disponíveis (Adami et al. 

2008). 

A associação entre IMC e câncer de mama é mais forte entre mulheres que 

nunca fizeram terapia de reposição hormonal na pós-menopausa, sugerindo que o 

sobrepeso está associado com a elevação na produção de estrógeno endógeno 

(International Agency for Research on Câncer, 2002). 

 Segundo Huang e colaboradores (1997) mulheres obesas (IMC ≥ 30 kg/m2) 

têm um risco relativo de 1.6 para desenvolver CM comparado aquelas com IMC de 

20 kg/m2  ou menos. Assim como, aquelas que ganharam 20 kg ou mais a partir dos 

18 anos de idade, possuem um risco relativo de 2.0 comparadas a mulheres que 

mantiveram seu peso estável.   

 

2.3.5. História Pessoal de Câncer de Mama 

Mulheres que já apresentaram CM possuem um risco aumentado de 

desenvolver a doença na outra mama de 1% a cada ano, e o risco do 

desenvolvimento de uma segunda neoplasia é 5 vezes superior ao da população 

geral (Sakorafas et al.2002, Chen et al.1999). 
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2.3.6. História Familiar de Câncer de Mama 

 A história familiar é um importante fator de risco para o câncer de mama, 

especialmente se um ou mais familiares de primeiro grau foram diagnosticadas 

antes dos 50 anos de idade. Mulheres com história familiar de CM possuem um risco 

duas vezes maior que mulheres que não possuem pessoas afetadas na família 

(Barros et al. 2001; Chen et al.1999). 

Entretanto, o câncer de mama de caráter hereditário corresponde a 

aproximadamente 5-10% do total de casos, e decorre da presença de mutações em 

genes de predisposição na linhagem germinativa. É importante ressaltar que 85% 

das mulheres com familiares de primeiro grau não desenvolvem a doença e 

aproximadamente 85% das mulheres com CM não têm história familiar da doença 

(Friedenrich et al. 2001; Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 

2001).   

 

2.4. Modelos de Estimativa para Câncer de Mama 

 Os modelos de estimativa, são modelos criados, para quantificar de forma 

mais clara o risco de uma mulher assintomática desenvolver CM ao longo da vida, 

direcionando ações que servem tanto na prevenção primária quanto na secundária 

ao câncer. A Tabela 2 descreve as variáveis utilizadas em três modelos (Gail, Claus 

e Tyrer-Cuzick) capazes de predizer o risco para câncer de mama em mulheres. 

 

2.4.1. Modelo de Gail 

O Modelo de Gail foi desenvolvido para uso clínico a partir do Breast Cancer 

Detection and Demonstration Project, um programa de rastreamento mamográfico 

desenvolvido na década de 70 (Gail et al. 1989). 
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 As variáveis utilizadas no cálculo do Modelo de Gail são: idade atual da 

paciente, etnia, idade na menarca e ao nascimento do primeiro filho vivo, número de 

biópsias, presença de atipias mamárias, e diagnóstico de CM (Gail et al. 1989).  

 

2.4.2. Modelo de Claus 

O modelo de Claus foi desenvolvido com base no estudo Cancer and Steroid 

Hormone Study (CASH). As tabelas desse modelo são usadas para determinar o 

risco cumulativo para diversas faixas etárias, de acordo com o número de familiares 

de primeiro ou segundo grau, acometidas pela doença e a idade desses quando 

diagnosticados com CM (Claus et al. 1994).  

 

2.4.3. Modelo de Tyrer-Cuzick 

 O modelo de Tyrer-Cuzick foi desenvolvido com base no estudo International 

Breast Cancer Intervention Study (IBIS), sendo utilizado para estimar a probabilidade 

de mutação em BRCA1 e BRCA2 e o risco vital de CM através da análise da história 

familiar, assim como fatores de risco hormonais e reprodutivos. (Tyrer et al. 2004).   
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Tabela 2. Variáveis utilizadas para estimar o risco de desenvolver câncer de 
mama nos Modelos de Gail, Claus e Tyrer-Cuzick. 
 

Variável Gail Claus Tyrer-Cuzick 
Informações pessoais    
Idade X X X 
Etnia X   
IMC   X 
História reprodutiva    
Menarca X  X 
Nascimento 1° filho X  X 
Menopausa   X 
Doença mamária    
Biópsia de mama X  X 
Hiperplasia atípica X  X 
Carcinoma ductal in situ   X 
História familiar de câncer de mama    
1° grau X X X 
2° grau  X X 
Idade ao diagnóstico  X X 
Câncer de mama em familiares  X X 
Câncer de ovário   X 

              Modificada de Lalloo et al. 2005 
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2.5. Rastreamento do Câncer de Mama 

 A prevenção do CM possui como objetivo diminuir a incidência da doença em 

uma população, reduzindo o surgimento de casos novos, prevenindo a exposição 

aos fatores que levam ao seu desenvolvimento, interrompendo seus efeitos ou 

alterando as respostas dos indivíduos a essa exposição, impedindo que ocorra seu 

início biológico. Ou também atuando com finalidade de alterar o curso da doença por 

meio de intervenções que permitam sua detecção precoce e tratamento oportuno, 

uma vez que seu início biológico já aconteceu (Barra et al. 2004; Thuler, 2003).  

No que se refere ao CM, torna-se difícil à prevenção primária uma vez que 

não é possível reconhecer com precisão o fator precursor da doença, embora 

estudos observacionais tenham sugerido que a prevenção ao tabagismo, alcoolismo, 

obesidade e sedentarismo reduzam o risco de câncer de mama (Instituto Nacional 

do Câncer 2007; Monteiro et al. 2003). 

No Brasil, todos os registros disponíveis mostram que as mulheres procuram 

o tratamento para câncer de mama já em estágios avançados da doença, com 

poucas chances de tratamento não mutilante ou para cura desta neoplasia maligna. 

Para a solução deste problema são necessárias ações de caráter educativo 

associadas ao uso difundido e acesso igualitário a técnicas que possibilitem o 

diagnóstico precoce do câncer de mama (Peixoto et al. 1999). 

A detecção precoce torna-se possível por meio de rastreamento, ou seja, 

exame das pessoas assintomáticas a fim de se identificar aquelas com maiores 

chances de desenvolvê-la. Este rastreamento pode ser realizado por diferentes 

estratégias, incluindo auto-exame da mama, exame clínico da mama, mamografia e 

ecografia mamária. Para que o CM seja identificado precocemente é essencial 

educar a população e os profissionais de saúde no sentido de perceberem os sinais 
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e sintomas precoces do câncer, contribuindo para sua detecção em estágios menos 

avançados e aumentando as chances de sucesso do tratamento (Barra et al. 2004; 

Thuler, 2003; Santos & Neto 1998). 

 

2.5.1. Densidadade Mamária e BI-RADS 

 A densidade mamária é uma característica da glândula mamária identificada 

na imagem da mamografia. Mamas extremamente densas, ou seja, com predomínio 

de tecido fibroglandular correspondente BI-RADS 4, estão relacionadas a alto risco 

de câncer mamário (Chen et al. 2006b, Palomares et al. 2006, Vacek et al. 2004; 

Harvey e Bovbjerg, 2004).  

 O BIRADS é um sistema desenvolvido para classificação das imagens de 

mamografia. O sistema BIRADS está detalhado na Tabela 3. 

Tabela 3. Classificação de exame de mamografia pelo Sistema BIRADS. 
 

Categoria Descrição 

0 Necessita de exame complementar (ecografia) 

1 Exame normal, sem nenhuma alteração 

2 Achado benigno, negativo para malignidade 

3 Lesão provavelmente benigna, requer controle semestral 

4 Lesão provavelmente maligna (4a – com leve suspeita; 
4b – com suspeita moderada; 4c – altamente suspeita)   

5 Lesão radiologicamente maligna 

6 Lesão sabidamente maligna 

                   Modificada de American College of Radiology, 1998  

  

Além da classificação da imagem mamográfica quanto às categorias BIRADS, 

a mama também pode ser classificada quanto à densidade do parênquima mamário. 

A densidade mamária está relacionada às quantidades de tecido adiposo 

(radiotransparente) e fibroglandular (denso) da mama no exame de mamografia. Os 

padrões mamográficos descritos nesta classificação estão apresentados na tabela 4.  
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Tabela 4. Categorias de densidade da mama. 

Categoria Descrição Componente 
Fibroglandular (%) 

A Mama predominantemente adiposa <25 

B Mama parcialmente gordurosa 26-50 

C Mama com padrão denso e heterogêneo 51-75 

D Mama muito densa >75 

E Mama heterogeneamente densa 50-75 

        Modificada de American College of Radiology, 1998 

 

Entretanto, apesar da densidade mamária ser um fator de risco forte para 

câncer de mama, não está claro se a redução da densidade diminuiria o risco para a 

doença (Barlow et al. 2006). 

Alguns estudos têm verificado a relação do modelo de Gail com a densidade 

mamográfica. Weik et al. (2005) descreveram que mulheres com maior risco de 

desenvolver CM, definidas como tendo risco atual ≥1.67% (pelo modelo de Gail), 

tiveram duas vezes maior a taxa de malignidade do que naquelas com baixo risco de 

desenvolver CM. A maioria dessas mulheres tinham BI-RADS 4 e, quando 

submetidas à biópsia, tiveram achados malignos. 

Alguns autores propuseram a criação de modelos de cálculo de risco que 

aliem densidade mamária aos fatores de risco conhecidos há mais tempo, como os 

descritos por Gail, com o propósito de melhorar a acurácia da avaliação (Barlow et 

al. 2006; Santen, 2007; Tice et al. 2005; Bondy e Newmann, 2006).  
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2.6. Xenobióticos e sua metabolização no organismo 

 O organismo humano é exposto diariamente a centenas de compostos 

químicos exógenos, também denominados xenobióticos, tais como suplementos 

alimentares, fármacos, pesticidas e outros poluentes do meio ambiente. A 

biotransformação destes xenobióticos através de enzimas específicas facilita sua 

eliminação do corpo. O fígado é o principal órgão envolvido nesse processo, contudo 

pode ocorrer em menor grau no intestino, pulmão, rim, e outros (Silva et al. 2003). 

 O sistema de metabolização xenobiótica humano compreende duas classes 

de enzimas: as de metabolismo oxidativo mediado ou de fase I e as enzimas 

conjugadas ou de fase II (Figura 2). O objetivo de ambas as fases é aumentar a 

solubilidade em água dos compostos facilitando assim sua excreção do organismo 

(Shimada e Fujii-kuriyama, 2004; Nebert, 1991). 

As principais enzimas de fase I são da superfamília do citocromo P 450 (CYP-

450) que são as principais enzimas na ativação metabólica dos hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos (PAHs), que são alguns dos principais carcinógenos 

encontrados no meio ambiente (Shimada e Fujii-kuriyama, 2004). 

As reações de fase II ocorrem através das enzimas detoxificadoras da família 

da glutationa S-transferases (GSTs) e N-acetiltransferases (NATs), que agem como 

enzimas inativadoras dos produtos da fase I, tornando os metabólitos hidrofílicos e 

passíveis de excreção, completando o ciclo de detoxificação, impedindo que o 

acúmulo dessas substâncias tóxicas interajam com o DNA (Rossit et al. 1999; 

Nebert, 1991). 
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Figura 2. Interação entre as Enzimas metabolizadoras de Fase I e Fase II, e 
como elas contribuem para toxidade, mutação e câncer. 

 

Dunning e colaboradores (1999) consideraram que enzimas cuja função é 

proteger o organismo da ação tóxica de xenobióticos, aumentam a toxidade dos 

mesmos em algumas situações, consequentemente aumentando o risco de câncer. 

Sendo assim, os genótipos que conferem variações nos níveis de atividade 

enzimática estão associados à susceptibilidade individual ao desenvolvimento de 

câncer.  

As ações das enzimas de fase I e II tornam os compostos mais solúveis, 

acelerando o processo de excreção. O equilíbrio entre essas enzimas que 

aumentam a toxidade ou inativam os produtos químicos pode conferir uma 

sensibilidade individual diferenciada, devendo diminuir o risco de câncer (Rossit et 

al. 1999). 
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Entretanto, alguns indivíduos ou populações de diferentes etnias, podem 

apresentar risco significativamente maior de desenvolver câncer quimicamente 

induzido, devido às diferenças expressivas nos processos de ativação e 

detoxificação. Muitos genes envolvidos nesses processos são conhecidos pelos 

seus polimorfismos, e muitos tem sido associados a maior susceptibilidade a 

diversos tipos de câncer (Caporaso, 1999; Nebert et al. 1997). 

 

2.7. Polimorfismos Genéticos associados ao Câncer de Mama: Genes que 

codificam enzimas de biotransformação 

 
 
2.7.1. Genes de fase II: família glutationa-s transferase 

 As glutationas S-transferases (GSTs) são enzimas de fase II que possuem  

como função básica a detoxificação, mediando a conjugação de um grande número 

de compostos eletrofílicos. Essa conjugação facilita a remoção de toxinas e protege 

a célula dos efeitos tóxicos dos xenobióticos (Egan et al. 2004; Amorim et al. 2002). 

Estas enzimas possuem a capacidade de detoxificação do metabolismo 

celular, tanto pela conjugação com as glutationas como também por ligação não 

covalente com vários agentes xenobióticos, incluindo carcinógenos e drogas 

citotóxicas como os PAHs presentes na dieta alimentar e na fumaça do cigarro 

(Landi, 2000).  

 Além disso, as GSTs têm um importante papel no metabolismo do estrogênio, 

agindo na metabolização de esteróides e radicais livres que podem ser 

indiretamente produzidos pelo metabolismo do estrogênio. Ao reduzir a 

genotoxidade, pode haver uma modificação do risco de desenvolver CM relacionado 

ao estrogênio (Park et al. 2003; Cavalieri et al. 1997).     
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 As enzimas da grande família das glutationas s-transferases são classificadas 

em sete tipos de isoenzimas: alpha (α), mu (µ), pi (ρ), sigma (σ), theta (θ), Kappa (к) 

e zeta (z), sendo que a expressão das classes mu e pi predominam em células 

mamárias (Egan et al. 2004; Landi, 2000). 

 Em estudos de população e de suscetibilidade às doenças ambientais, os 

genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 vêm sendo freqüentemente analisados e desta 

análise possivelmente surgirão informações para a prevenção, diagnóstico e 

tratamento de problemas de saúde humana (Silva et al. 2003). 

 

2.7.1.1. Gene GSTM1 

 O gene GSTM1, localiza-se no cromossomo 1p13.3 e é polimórfico na 

população humana, com dois alelos funcionais (GSTM1*A e GSTM1*B) e um alelo 

com atividade nula (GSTM1*0). Indivíduos com pelo menos um dos alelos funcionais 

são chamados GSTM1-positivos e heterozigotos apresentam a mesma eficiência 

metabólica de homozigotos GSTM1-positivos. Os indivíduos portadores da deleção 

de 215 pares de base em ambos alelos deste gene são chamados GSTM1-nulos 

(Gattás et al. 2004; Roodi et el. 2004). 

 Indivíduos GSTM1-nulos exibem ausência da atividade enzimática e sugere-

se que possuam um risco aumentado para efeitos de uma grande variedade de 

carcinógenos ambientais (Millikan et al. 2000). 

 A freqüência de indivíduos homozigotos para os alelos nulos do gene GSTM1 

é bastante alta nas diversas populações humanas, variando de 20% na África à 

100% na Oceania (Garte et al. 2001; Rebbeck, 1997). 

 Em alguns estudos realizados em populações brasileiras as freqüências do 

genótipo nulo foram de 55% (Arruda et al.1998), 60,2% (Gattás e Soares-Vieira, 
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2000), 48,9% (Rossini et al. 2002) e 55,4% (Gattás et al. 2004) em amostras 

populacionais dos estados da Amazônia, Bahia e São Paulo; de São Paulo; do Rio 

de Janeiro; e da Bahía e São Paulo, respectivamente. Em uma amostra de 

brasileiros residentes no RS e descendentes de europeus e afriacanos, a freqüência 

encontrada foi de 34% e 50% respectivamente (Kvitko et al. 2006; Gaspar et al. 

2004).  

 Helzlsouer e colaboradores (1998) evidenciaram associação entre o genótipo 

nulo e o risco de desenvolvimento de câncer de mama pós-menopausa (OR=2.5). 

Em um estude de metanálise foi relatado um aumento de 20-50% de risco de CM em 

mulheres GSTM1-nulas (Egan et al. 2004).  

 

2.7.1.2. Gene GSTT1 

 O gene GSTT1 localiza-se no cromossomo 22q11.2, e também é bem 

polimórfico na população humana. Uma deleção de 480 pares de bases foi descrita 

neste gene e resulta na inatividade completa da enzima. Indivíduos com pelo menos 

um dos alelos funcionais são chamados GSTT1-positivos e apresentam a mesma 

eficiência metabólica, porém os indivíduos portadores da deleção em homozigose 

são chamados GSTT1-nulos (Pemble et al. 1994). 

 As freqüências do GSTT1-nulo são menores do que as descritas para o 

GSTM1-nulo. Há evidências de que a única exceção ocorra em asiáticos, que 

apresentam uma maior freqüência do genótipo GSTT1-nulo, variando de 46 a 58% 

em chineses e de 42 a 46% em coreanos (Geisler e Olshan, 2001).  

 Gattás e colaboradores (2004) descreveram as freqüências do genótipo 

GSTT1-nulo em amostras da população brasileira e as freqüências verificadas foram 

de 26,3% em negros, 22,3% em brancos e 17,2% em mulatos. Outros estudos 
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realizados na população brasileira com descendentes de europeus e afro-

descendentes no Rio Grande do Sul encontraram freqüências de 28% e 21,1% 

respectivamente (Kvitko et al. 2006; Gaspar et al. 2004).  

  O genótipo nulo GSTT1 foi associado a um aumento da suscetibilidade 

individual ao câncer (Norppa et al. 1995). Chen e colaboradores (1996) descreveram 

um método para a caracterização simultânea dos alelos GSTM1 e GSTT1 e 

estudaram os genótipos em afro-descendentes e caucasóides. A freqüência do 

genótipo GSTM1-nulo foi maior em brancos e do GSTT1-nulo foi maior em afro-

descentes; não houve diferença significativa de freqüência do genótipo duplo-nulo 

entre os grupos estudados.  

 Os genótipos GSTM1/GSTT1 nulos foram positivamente associados com CM 

em mulheres com história familiar de CM (OR=2.1) e (OR=1.9) respectivamente 

(Millikan et al. 2000). 

 

2.7.1.3. Gene GSTP1 

 O gene GSTP1 localiza-se no cromossomo 11q13 e codifica a enzima gstp1, 

envolvida no metabolismo de compostos halogenados, moléculas de baixo 

peso molecular e epóxidos reativos de alguns PAHs. Dois polimorfismos foram 

descritos para esse gene: um no códon 105 (exon 5), que resulta na mudança do 

aminoácido lle→Val e outro no códon 114 (exon 6), com alteração de Ala→Val. A 

mutação valina 105 (*lle105Val, rs 1695) ocorre na região correspondente ao centro 

catalítico da enzima e resulta em redução importante na atividade enzimática 

(Dusinská et al. 2001; Ali-Osman et al. 1997). 

 Vários estudos demonstram que as isoformas de GSTP1 apresentam 

diferenças na especificidade de ligação ao substrato e na estabilidade térmica 
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conferindo diferentes atividades catalíticas, e que podem afetar diferentemente a 

susceptibilidade ao câncer (Ali-Osman et al. 1997; Harries et al.1997).  

 Rossini e colaboradores (2002), analisando uma amostra do Rio de Janeiro, 

descreveram a distribuição genotípica do alelo mutante e encontraram os seguintes 

genótipos com suas respectivas freqüências: 49,7% para lle/lle, 38,1% para lle/Val e 

12,2% para Val/Val. Em um estudo feito no Rio Grande do Sul, com uma amostra de 

brasileiros descendentes de europeus, a distribuição genotípica do IIe105Val em 

GSTP1 foi de 52,2% para lle/lle, 40,0% para lle/Val e 7,8% para Val/Val. E em uma 

amostra de afro-descendentes residentes na mesma área geográfica, a distribuição 

genotípica do GSTP1 foi de 29,0% para lle/lle, 58,0% para lle/Val e 13,0% para 

Val/Val (Kvitko et al. 2006). 
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

  
3.1. Justificativa 

O CM é um problema significativo de saúde pública, devido às suas altas 

taxas de incidência e mortalidade crescentes no Brasil. O problema é 

particularmente relevante no Rio Grande do Sul, e em Porto Alegre, onde se 

registram elevada morbi-mortalidade associada à doença e altos custos de 

tratamento. 

 Dessa forma, aprimoramento do conhecimento acerca de alterações em 

genes de suscetibilidade relacionados a risco e proteção para o desenvolvimento da 

doença é importante para determinar fatores etiológicos e direcionar 

adequadamente estratégias de prevenção.  

A correlação de polimorfismos de baixa penetrância associados ao CM com 

outros fatores de risco não-genéticos (ambientais, hormonais) poderão auxiliar no 

entendimento do perfil epidemiológico e dos mecanismos de carcinogênese da 

mama em nosso meio.  
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3.2. Objetivos 

3.2.1. Geral 

Caracterizar uma amostra de 750 mulheres com idade entre 40-69 anos 

quanto à presença e freqüência dos polimorfismos GSTM1, GSTT1 e GSTP1, 

correlacionando os achados moleculares com fatores de risco para CM. 

 

3.2.2. Específicos 

3.2.2.1. Caracterizar a população estudada quanto a fatores de risco não-genéticos 

para o CM e à estimativa do risco de desenvolver CM ao longo da vida. 

3.2.2.2. Comparar as freqüências gênicas, e genotípicas dos polimorfismos obtidas 

no estudo, com aquelas já descritas na literatura. 

 3.2.2.3. Verificar se existe associação entre os diferentes alelos e/ou genótipos dos 

polimorfismos GSTM1, GSTT1 e GSTP1, com outros fatores de risco previamente 

descritos na literatura: idade na menarca, idade na menopausa, índice de massa 

corporal, densidade mamária e resultado da mamografia.  
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ABSTRACT:  

Genetic polymorphisms in genes related to the metabolism of xenobiotics, such as 

genes of the superfamily of glutathione S-transferases (GSTM1, GSTT1, and 

GSTP1) have been associated with an increased risk for breast cancer (BC). 

Considering the high incidence of BC in the city of Porto Alegre in southern Brazil, 

the purpose of this study is to characterize women regarding genotypic and allelic 

frequencies of polymorphisms in GSTM1, GSTT1, and GSTP1, and correlating these 

molecular findings with risk factors for breast cancer in a sample consisting of 750 

asymptomatic women submitted to mammographic screening. The molecular tests 

were performed using multiplex polymerase chain reaction (PCR) for GSTM1 and 

GSTT1, and quantitative PCR for GSTP1. Clinical information was obtained from 

review of medical records. Overall, the frequencies of GSTM1 and GSTT1 null 

genotypes were 0.45 and 0.21, respectively. For the GSTP1 polymorphism, 

genotypic frequencies were 0.44 for the lle/lle genotype, 0.44 for the Ile/Val 

genotype, and 0.12 for Val/Val genotype, with a frequency of 0.659 for the wildtype 

allele in this population, similar to results of other international publications. There 

was an association between the combined GSTM1 and GSTT1 null genotypes (T-/M-

) and mammographic images classified as BIRADS 3 and 4 (p=0.013) in pre-

menopausal women and with increased mammographic density (p=0.040) in post-

menopausal women. When analysed isolately, the GSTT1 null (T-) genotype was 

also strongly associated with increased mammographic density (p=0.006) in post 

menopausal women. These findings suggest an association of GSTM1 and GSTT1 

null genotypes with mammographic density in post-menopausal women. 
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INTRODUCTION  

Breast cancer (BC) is the second most common type of malignant neoplasm in 

the world and first among women1. In Brazil, breast cancer is a significant public 

health problem due to its morbidity and high rates of incidence and mortality, 

representing the leading cause of cancer-related deaths in Brazilian women of all 

ages. The state of Rio Grande do Sul (RS), for reasons still unknown, has one of the 

highest rates of incidence and mortality from breast cancer in Brazil. In this state, 

breast cancer is the leading cause of all deaths among young women (30-49 years of 

age)2. 

Epidemiological studies suggest that environmental carcinogens should 

contribute to this increase3,4 and that genetic differences in the metabolism of those 

carcinogens may be associated with individual variations in susceptibility to breast 

cancer5. 

Genes involved in the metabolism of carcinogens can be used as markers of 

individual susceptibility to cancer. Their products, detoxicating enzymes, may 

exacerbate or suppress the activity of xenobiotics6,7. Thus, changes in the balance 

between activation and detoxification of carcinogens may explain the individual 

variations in response to exposure to these agents8,9.  

Among the genes that are distinguished by their possible role in detoxification 

are the family of enzymes glutathione S-transferases (GST) involved in phase II of 

biotransformation, acting on carcinogens, environmental pollutants, drugs, and other 

xenobiotics. Therefore, there are several evidences that indicate a significant effect 

on an organism’s tolerance to carcinogens when there is deficiency of specific 

isozymes of this family10,11. The three major genes of the GST family are GSTM1, 

GSTT1, and GSTP112. The GSTM1 gene is located on chromosome 1p13.3, and 
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20% to 50% of the population has homozygous deletion of the gene, not expressing 

the enzyme13,14. GSTM1 is involved in the detoxification of polycyclic aromatic 

hydrocarbons and other carcinogens, and the cells of individuals with GSTM1 null 

genotypes are more susceptible to damage to DNA caused by these agents15. The 

GSTT1 gene is located on chromosome 22q11.2, and it is also polymorphic in the 

population, with allele frequencies of zero ranging between 20 and 60% in different 

human populations16. The GSTP1 gene is located on chromosome 11q13, and the 

presence of a polymorphism at codon 105 (substitution of isoleucine for valine, 

rs1695) seems to result in the reduction of the activity of the GSTP1 enzyme16,17. 

The GSTM1 and GSTT1 null polymorphisms (T-M-) and GSTP1 Ile105Val 

have been associated with increased susceptibility to various forms of cancer, 

particularly those related to tobacco use and breast cancer15,18,19,20. There is little 

local data on the prevalence of these polymorphisms in a region with high incidence 

and mortality rates for breast cancer. 

The purpose of this study was to determine the frequency of GSTM1, GSTT1, 

and GSTP1 polymorphisms in a sample of women submitted to mammographic 

screening routine, and correlate the presence of these polymorphisms with risk 

factors for BC. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Population in Study 
 

This study comprised a group of 750 women not affected by breast cancer, 

between the ages of 40-69 years, participating in a population program of 

mammographic screening in the city of Porto Alegre, the Núcleo Mama Porto Alegre 

(NMPOA)21. The invitation to participate in the study was given to a consecutive 
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sample of women participating in the mammographic screening program in the 

cohort, during their visits to perform mammograms in a period of five months. 

 

Collection of Clinical Data and Risk Factors 
 
 The clinical information and the information on risk factors for breast cancer of 

the participants were gathered from anamnesis sheets and medical history. An 

estimative of the vital risk of developing breast cancer was done for all women 

through the Gail model22. The mammographic images were analyzed according to 

the BIRADS system23. As for ethnicity, the self-designation of the participants in the 

cohort was considered at the subscription to the study, with categorization between 

whites and non-whites. 

 

Molecular Analysis 

 Genomic DNA was obtained from peripheral blood samples by the 

conventional extraction method24. The GSTP1 Ile105Val polymorphism was studied 

by the TaqMan Real-time PCR assay method, after PCR, the fluorescence was 

measured on the ABI 7500 Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City, 

CA). The GSTM1 and GSTT1 polymorphisms were analyzed concurrently by the 

polymerase chain reaction (multiplex-PCR) as previously described25,26. The region 

of interest of the GSTP1 gene (amplicon of 176bp) was amplified concurrently to the 

GSTM1 and GSTT1 analysis in the multiplex reaction and served as internal control 

of the reaction, through a previously described protocol with modifications27. The 

amplified products were resolved by electrophoresis on 2% agarose gel and viewed 

in ultraviolet light. The presence or absence of GSTM1 and GSTT1 genes was 
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assessed by the detection of amplification products of 215bp and 480bp, 

respectively; this method does not distinguish homozygotes and heterozygotes. 

  

Data analysis 

SPSS version 14.0 was used for data handling and statistical analyses. For 

descriptive analysis, categorical variables were described by their absolute and/or 

relative frequencies and quantitative variables were expressed as mean and 

standard deviation (SD). For analytical statistics, t test for independent variables and 

ANOVA were used to compare mean values of the quantitative variables. The 

existence of an association between categorical variables, the comparison of 

genotype frequencies and the deviation of the genotype frequencies from those 

expected were examined by chi-square. In all analyses a significance level of 0.05 

was adopted. Comparative analysis of genotypic frequencies among this and other 

studies was done using the WINPEPI (PEPI-for-Windows)28. 

 

Ethical Aspects 

The study was approved by the ethics committees of participating institutions 

and the inclusion of participants was done via the signature of the term of free and 

informed consent.  

 

Results 

 The average age at inclusion was 51 years (SD=7.6) and 421 women (56.1%) 

reported being in the postmenopausal period. For the sample as a whole, the 

average lifetime risk of developing breast cancer, estimated by the Gail model, was 

7.8% (SD=3.3). Overall, 36.4% and 41.1% of the women had body mass index (BMI) 
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levels between 25 and 29.99 and ≥ 30. A detailed description of the sample is 

presented in Table 1. All women were subjected to mammography and, as expected 

for participants of a mammographic screening program, the majority (97.5%) had 

benign image results (BIRADS 1 or BIRADS 2). As for the mammographic density, 

413 (55.1%) women showed breast parenchyma with partial fat replacement in 

approximately 25-50% of the glandular area and 269 (35.9%) had dense, 

heterogeneous breast tissue in more than 51.0% of the mammary gland. 

The frequencies of GSTM1 and GSTT1 null genotypes were 0.45 and 0.21, 

respectively, and 10.13% of the women had combined GSTM1 and GSTT1  

genotypes. The genotypic frequencies of the GSTP1 polymorphism were: 0.44 for the 

Ile/Ile genotype, 0.44 for the Ile/Val genotype, and 0.12 for the Val/Val genotype. The 

frequency of the lle allele in this sample was 0.659. Categorizing the group under 

study in white and non-white women the GSTP1 homozygous genotype (V/V) was 

more frequent in non-white than in white individuals, the former had a lower 

frequency of the heterozygous genotype. The GSTP1 genotype frequencies in the 

sample in study are not in Hardy-Weinberg equilibrium (p=0.005). Other frequencies, 

in the sample in are described in Table 2. 

 There was no association between each GSTM1, GSTT1 and GSTP1 

genotypes and age at menarche, age at menopause or body mass index (data not 

shown). There was a positive association between the combined T–M– genotypes 

and mammographic images with BIRADS classifications 3 and 4 (p=0.013) in pre-

menopausal women and with moderately dense and dense breasts (p=0.040) in 

post-menopausal women. In the individual analysis, the GSTT1 null genotype was 

also strongly associated with increased mammographic density in post menopausal 

women (p=0.006). As for ethnicity, considering the classification based on self-
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designation, there was no difference in the association between T-M- and 

mammographic results or breast density between white and non-white women. 

There was no statistically significant, positive or negative, association between 

GSTP1 alleles and genotypes with mammography results and mammographic 

density. 

 

DISCUSSION 

Reproductive risk factors for BC were not frequent in the sample studied. The 

age at menarche was relatively high, while the age at birth of the first child and at 

menopause was low. A small portion of women were nulliparous and the use of 

hormonal replacement therapy for more than 5 years was reported by only 3.5%. 

However, there were frequent reports of first-degree family history of BC, and a very 

significant proportion of women were overweight and/or obese. A study of 3665 

women not affected by BC, from the same mammographic screening cohort and 

including the patients in this study, Reyes et al. (2009)29 found high prevalence of 

overweight and obesity (69% with BMI ≥ 25) and low frequency of factors risk for 

breast cancer traditionally included in the Gail model, corroborating the findings of 

this study. As expected for a population sample, both in the study of Reyes et al. 

(2009)29 and this study, estimates of risk for breast cancer by the Gail model were 

not higher than expected for the general population. However, Reyes et al. (2009)29 

observed that there was a statistically significant difference between categories of 

mammographic density and estimation of risk by the Gail model: the higher the 

mammographic density, the higher the estimate of risk. Considering that BMI and 

mammographic density are risk factors for BC, they suggested, as others, that the 

inclusion of these variables could improve models for estimation of risk in certain 
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populations30,31,32. Gail et al. (2009 and 2008)33,34 also attempted to include data 

about seven single-nucleotide polymorphisms (SNPs) previously associated with risk 

of BC to the calculation, but found only small differences from the estimate obtained 

with the traditional model, possibly due to choice of SNPs used in the study. The 

polymorphisms studied by Gail in 7 genes or regions of risk did not include the genes 

studied here, but the initiative shows that the inclusion of genotyping in risk models 

may be able to add information and improve the results of such models. 

The genotypic frequencies found for GSTM1 and GSTT1 null genotypes in our 

study were not different from those described in other studies in southern Brazil27,35. 

The GSTM1 null genotype frequency is also similar to that described for other 

Brazilian samples36,37,38, and other populations10,39,40. However, the frequency of the 

GSTT1 null gene in this sample was much smaller than previously found in other 

Western countries3,41. 

Similarly, the GSTP1 polymorphism genotype frequencies were similar to 

those found in other Brazilian studies35,38, and in studies in other populations 

predominantly European ancestry42,43, but are considerably different from those 

described in studies of China and Australia41,44. 

Several evidences indicate an association between GSTM1 and GSTT1 null 

genotypes and greater susceptibility to a number of tumors (colon, breast, bladder, 

head, and neck). Specifically in relation to risk for breast cancer, the results are 

somewhat controversial. In Brazil, Amorim et al. (2002)45, and in some studies of 

white and African-American women in other countries46,47,48, there are reports that 

show no association between the deletion in GSTT1 and GSTM1 genes and risk for 

breast cancer. However, other recent studies found increased risk of breast cancer in 

women with combined GSTM1 and GSTT1 null genotypes3,49. There are also prior 
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reports of association between null genotypes of these genes and mammographic 

density, a recognized risk factor for breast cancer. In a national study, Morais et al. 

(2008)36 found that women with deletion of the GSTM1 gene had dense breast 

patterns more often. Chambo et al. (2009)50 found no relationship between the 

GSTM1 gene and mammographic density. 

In summary, we identified an association between GSTM1 and GSTT1 null 

genotypes and mammographic images classified as BIRADS 3 and 4 in pre-

menopausal women (p=0.013) and between the same combined genotypes and 

mammographic density (dense and moderately dense breasts) in post-menopausal 

women (p=0.040). The GSTT1 null genotype alone, was also strongly associated 

with increased mammographic density in post-menopausal women (p = 0,006). 

These findings reinforce results from previous studies from our group and other 

authors, indicating that the inclusion of genotypic analyses and prevalent breast 

cancer risk factors in risk models, can improve the estimation of breast cancer risk in 

specific populations. 
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Table 1: Breast cancer risk factors in the sample studied (n=750). 
 
Variable n (%) Mean SD 
Age at assessment (years) --- 51.0 7.6 
Age at menarche (years) --- 13.0 1.8 
Age at first childbirth (years) --- 22.0 5.3 
Nulliparous 31 (4.13) --- --- 
Postmenopausal (%) 421 (56.1) --- --- 
   Age at menopause (years) --- 47.0 5.5 
   Use of hormone replacement 
   Use of hormone replacement for ≥ 5 ys   
Body mass index (kg/m2) 

118 (28.1)     
26 (3.5)       

--- 

--- 

29.6 

--- 

5.8 
    ≤18.4 6 (0.8) --- --- 

   18.5-24.99 158 (21.1) --- --- 

    25-29.99 273 (36.4) --- --- 

    ≥30 308 (41.1) --- --- 

Previous breast biopsy 40 (5.3) --- --- 
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 Table 2. Frequency of GSTM1/GSTT1 null genes and GSTP1 (Ile105Val) in the 
sample studied.  
 
Nome             Genotype frequency n (%) Allele frequency P 

GSTP1 Ile/Ile Ile/Val Val /Val  Ile  Val  
Overall 330 (44.0) 329 (43.9) 91 (12.13) 0.659 0.341 ............ 
Whites 268 (44.7) 270 (45.1) 61 (10.2) 0.67 0.33 ............ 
Non-whites 62 (41.0) 59 (39.1) 30 (19.9) 0.61 0.39 ............ 
      0.005 
       
GSTM1  M1 - M1+     
Overall 339 (45.2) 411 (54.8)    ............ 
Whites 281 (46.9) 318 (53.1)    ............ 
Non-whites 58 (38.4) 93 (61.6)    ............ 
      0.061 
       
GSTT1  T1 - T1+     
Overall 158 (21.0) 592 (78.9)    ............ 
Whites 119 (19.9) 480 (80.1)    ............ 
Non-whites 39 (25.8) 112 (74.2)    ............ 
      0.108 
       
GSTT1 /M1  T1 -/M1 – T1+/M+     
Total 76 (10.1) 674 (89.9)    .............. 
Whites 64 (10.7) 535 (89.3    .............. 
Non-whites 12 (7.9) 139 (92.1)    .............. 
            0.319 
Number of subjects studied: Overall = 750; whites = 599; non-white = 151. 
*P-value = whites X non-whites 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

As considerações finais são apresentadas de acordo com os objetivos 

propostos inicialmente. 

O objetivo principal do presente estudo foi caracterizar uma amostra de 750 

mulheres com idade entre 40-69 anos quanto à presença e freqüência dos 

polimorfismos GSTM1, GSTT1 e GSTP1 A/G, correlacionando os achados 

moleculares com fatores de risco para CM nesta amostra. 

É importante ressaltar que o presente estudo é uma ramificação de um 

projeto maior de acompanhamento mamográfico de mulheres cadastradas em 19 

unidades de atenção básica à saúde, pertencentes ao Programa Saúde da Família 

na zona Sul de Porto Alegre.  

Considerando que o câncer de mama é a primeira causa de óbitos por câncer 

no estado do Rio Grande do Sul e que Porto Alegre apresenta taxas de incidência 

ainda mais elevadas, especialmente na faixa etária de 50 a 69 anos, a primeira 

etapa do estudo foi caracterizar a amostra quanto à prevalência de fatores de risco 

para câncer de mama já estabelecidos na literatura. 

A amostra estudada não apresentou fatores de risco reprodutivos 

significativos para a doença. A idade média encontrada na menarca foi relativamente 

tardia (13 anos, DP: 1.8), a idade média na menopausa, foi precoce (47 anos, DP: 

5.5), identificou-se um pequeno percentual de mulheres nulíparas (4%) e uma idade 

média ao nascimento do primeiro filho também precoce (22 anos, DP: 5.3). O risco 

vital médio de desenvolver CM de acordo com o modelo de Gail na amostra foi de 

7.8% (DP: 3.3) e a grande maioria das pacientes (n= 731, 97.5%) apresentou 

achados mamográficos benignos (BIRADS 1 ou 2). A distribuição das mulheres de 

acordo com densidade mamográfica demonstrou que apesar de 56% das mulheres 



 77

já estarem na pós-menopausa, a maioria (n= 682, 91.0%) ainda apresentavam 

mamas moderadamente densas, 413 (55.1%) apresentavam 25-50% de tecido 

fibroglandular e 269 (35.9) apresentavam mamas com padrão denso e heterogêneo. 

A maioria das mulheres incluídas no estudo (n= 623, 83.1%) relatou uso atual ou 

passado de ACO, e 118 (15.7%) relataram uso atual ou passado de TRH, mas em 

apenas 26 mulheres (3.5%) este uso foi constante por cinco ou mais anos.  

Um achado surpreendente foi que 36.4% e 41.1% das mulheres 

apresentavam IMC entre 25 e 29.99 e ≥ 30, respectivamente. Portanto, 77.5% das 

mulheres incluídas no estudo apresentavam IMC correspondente a sobrepeso ou 

obesidade, um dado preocupante e que precisa ser investigado em maior detalhe 

nas demais mulheres da região que se encontram nesta faixa etária, já que várias 

evidências apontam para uma clara relação de risco entre IMC elevado e câncer de 

mama. 

Em relação às freqüências alélicas e genotípicas dos polimorfismos 

estudados, observou-se que não diferem de outros estudos nacionais prévios 

realizados com indivíduos da população geral do Sul e Sudeste. Para os 

polimorfismos GSTM1 e GSTT1 as freqüências do genótipo homozigoto nulo (-/-) 

foram: 0.45 e 0.21, respectivamente, e 10.13% das mulheres apresentaram genótipo 

nulo para ambos genes. As freqüências do genótipo homozigoto nulo (-/-) do 

polimorfismo GSTM1 encontradas em mulheres auto-denominadas brancas e nas 

não-brancas foram: 0.46 e 0.38 respectivamente. Para o polimorfismo nulo GSTT1 

as freqüências do genótipo homozigoto nulo (-/-) encontradas em mulheres brancas 

e não-brancas foram: 0.19 e 0.25 respectivamente. Para o polimorfismo GSTP1 

Ile105Val as freqüências genotípicas encontradas no total da amostra, em mulheres 

brancas e não-brancas foram: (a) para genótipo Ile/Ile, 0.44, 0.44 e 0.41 
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respectivamente; (b) para genótipo Ile/Val, 0.43, 0.45 e 0.39 respectivamente, e (c) 

para genótipo Val/Val, 0.12, 0.10 e 0.19 respectivamente. A freqüência do alelo Ile 

nos três grupos foi 0.66, 0.67 e 0.61. A distribuição genotípica do polimorfismo 

GSTP1 Ile/Val na amostra total e em mulheres brancas estava em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg, mas não na amostra de mulheres não brancas. As freqüências 

genotípicas encontradas no presente estudo diferem significativamente de outras 

descritas previamente em populações americanas, européias e asiáticas. 

Por fim, foram realizadas análises de associação entre os diferentes 

genótipos dos três polimorfismos estudados e fatores de risco estabelecidos para 

CM. Os resultados obtidos demonstraram que houve uma associação significativa 

entre: os genótipos GSTM1 e GSTT1 nulos (associados a maior risco) e imagens 

mamográficas com classificação BIRADS 3 e 4 em mulheres pré-menopáusicas e 

com mamas moderadamente densas e densas em mulheres pós-menopáusicas; o 

genótipo GSTT1 nulo isolado foi associado a maior densidade mamográfica em 

mulheres pós menopáusicas. Não houve associação positiva ou negativa, 

estatisticamente significativa, entre os alelos e genótipos de GSTP1 com resultado 

da mamografia e densidade mamográfica. Houve diferença estatisticamente 

significativa entre mulheres brancas e não-brancas e genótipos de GSTP1 

considerando a classificação utilizada a partir de auto-denominação. 

 Os achados deste estudo reforçam resultados de estudos anteriores de nosso 

grupo e de outros autores, que demonstraram associações entre polimorfismos de 

baixa penetrância e fatores de risco estabelecidos para câncer de mama. Estas 

associações, embora incipientes e merecedoras de estudos adicionais em amostras 

maiores e em estudos com delineamento caso-controle, sugerem que a inclusão de 

análises genotípicas e de fatores de risco especialmente prevalentes em 
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determinadas populações poderiam aprimorar a estimativa de risco de câncer de 

mama.  
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7. ANEXOS 



     
 

7.1. Freqüências genotípicas e fenotípicas dos polimorfismos estudados 

 
7.1.1 Polimorfismos GSTT1 e GSTM1 

 
Tabela 5.  Polimorfismos GSTT1(-), GSTM1(-) em mulheres sem câncer de mama 
     

 
        Frequências genotipicas 

Referências País Estado n Tipo de Amostra GSTT1(-) n (%) p GSTM (-) n (%) p 
Presente Estudo Brasil RS 750 Populacional 158(21.0)  339(45.2)   

Rossini et al. 2002 Brasil RJ 591 Doadores de sangue 150(25.4) 0.062 249(42.1) 0.261 
Kvitko et al. 2006 Brasil RS 190 Hospitalar 49(25.7) 0.161 84(44.2) 0.807 

Gaspar et al. 2004 Brasil RS 90 Populacional 19(21.1) 0.992 45(50.0) 0.388 
Gattás et al. 2004 Brasil SP 594 Doadores de sangue 137(23.1) 0.380 261(43.9) 0.644 
Gattás et al. 2000 Brasil SP 292 Populacional   160(54.8) 0.005 
Amorim et al. 2002 Brasil RJ 256 Hospitalar 65(25.4) 0.150 103(40.2) 0.167 
Morais et al. 2008 Brasil SP 169 Doadores de sangue 33(19.5) 0.656 75(44.4) 0.846 

Linhares et al. 2005 Brasil SP 278 Hospitalar   104(37.4) 0.025 
Torresan et al. 2008 Brasil PR 102 Hospitalar 33(30.0) 0.010 56(55.0) 0.065 
Millikan et al. 2000 EUA   663 Populacional 104(15.7) 0.009 264(39.8) 0.041 
Bailey et al. 1997 EUA   221 Hospitalar 61(27.6) 0.041 124(56.0) 0.004 
Zheng et al.2002 EUA   481 Populacional 62(12.9) <0.001 249(51.8) 0.024 
Curran et al. 2000 Austrália   129 Banco de material humano 20(16.0) 0.146 72(56.0) 0.026 

Van der Hel et al. 2004 Holanda   263 Banco de material humano 50(19.0) 0.478 129(49.0) 0.281 
Egan et al. 2003 China    1221 Populacional 596(49.3) <0.001 683(56.6) <0.001 
Park et al. 2004 Korea    289 Hospitalar 121(41.9) <0.001 152(52.6) 0.032 

(-) nulo         
 p < 0.05 = statistically significant 
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Tabela 6. Polimorfismos GSTT1(-), GSTM1(-) em mulheres com câncer de mama 
 

       Freqüências genotípicas       
Referências País  Estado n  GSTT1(-) n (%) p GSTM (-) n (%) p GSTT1/GSTM1(-) n (%) p 

Presente Estudo Brasil RS 45 4(8.8)  19(42.2)  2(4.4)  
Amorim et al. 2002 Brasil RJ 128 32 (25) 0.025 50(39.1) 0.829 9(7) 0.561
Millikan et al. 2000 USA   688 110(16) 0.221 260(37.8) 0.679     

Morais LMTS et al. 2008 Brasil  SP 91 20(15) 0.066 40(35) 0.737 6(5.5) 0.637
Egan et al. 2003  China   1144 557(49) <0.001 638(56.2) 0.052     
Bailey et al. 1997 EUA   223 59(26.5) 0.013 111(49.7) 0.282     
Curran et al. 2000 Austrália   129 27(21) 0.077 73(57) 0.072     

Syamala et al. 2007  India   347 56(16) 0.222 119(34.3) 0.386     
Samson et al. 2007 India    250     65(26) 0.043     

Yang et al. 2004 China   1034 485(46.9) <0.001 577(55.8) 0.052     
Zheng et al. 2002 USA   202 39(25.7) 0.106 100(49.5) 0.301     

Linhares et al. 2005 Brasil SP 105     32(30,4) 0.219     
Park et al. 2004 Korea   190 101(50.5) <0.001 116(58) 0.015     

Brockstedt et al.2002 Canadá   35 6(18) 0.285 16(47) 0.668     
Lizard-Nacol et al. 1999 França   92     53(57.6) 0.068     

Gudmundsdottir et al. 2001 Islandia   500 99(19.8) 0.082 273(54.6) 0.081     
Van der Hel et al. 2004 Holanda   229 36(16) 0.255 133(58) 0.036     
R. Medeiros et al. 2004 Portugal   41 6(14.6) 0.428 21(51.2) 0.340     

                    
(-) nulo          
p < 0.05 = statistically significant 
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7.1.2 Polimorfismo GSTP1 A/G 

 

Tabela 7. Polimorfismo GSTP1 (Ile105Val) em mulheres sem câncer de mama 
   
                                                                                                                                         
                                                                                                                                                               Frequências 
         Alélicas 
  Freqüências genotípicas 

Referências País Estado n Tipo de Amostra II - n (%) IV - n (%) VV - n (%) I (%) V (%) p 
Presente Estudo Brasil RS 750 Populacional 330(44.0) 329(43.9) 91(12.1) 0.66 0.34  

Rossini et al. 2002 Brasil RJ 591 Doadores de sangue 294(49.7) 225(38.1) 72(12.2) 0.69 0.31 0.081 
Kvitiko et al. 2006 Brasil RS 190 Hospitalar 76(40.0) 94(49.5) 20(10.5) 0.65 0.35 0.377 

Torresan et al. 2008 Brasil PR 102 Hospitalar 61(59.0) 38(37.0) 3(4.0) 0.78 0.22 0.002 
Millikan et al. 2000 EUA   663 Populacional 195(32.7) 304(51.0) 96(16.0) 0.58 0.42 <0.001 

Curran et al. 2000 Austrália   129 
Banco de material humano

59(45.7) 64(49.7) 6(4.6) 0.70 0.30 0.039 

Gudmundsdottir et al. 2001 Islandia   395 
Banco de material humano

177(44.8) 172(43.6) 46(11.6) 0.67 0.33 0.953 
Syamala et al. 2007  India   250 Populacional 125(50.0) 109(43.6) 16(6.4) 0.72 0.28 0.027 
Samson et al. 2007 India   500 Populacional 230(46.0) 219(43.8) 51(10.2) 0.68 0.32 0.534 

Egan et al. 2003 China    1221 Populacional 809(66.8) 371(30.6) 31(2.6) 0.82 0.18 <0.001 
p < 0.05 = statistically significant 
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Tabela 8. Polimorfismo GSTP1 (Ile105Val) em mulheres com câncer de mama 
     

               Freqüências genotípicas 
Freqüências 

Alélicas   

Referências País de origem Estado
n 

estudo II - n (%) IV - n (%) VV - n (%) I (%)       V (%) p 

Presente Estudo Brasil RS 45 18(40) 23(51.1) 4(8.9) 0.65       0.35   
Millikan et al. 2000 EUA   616 239(38.7) 286(46.4) 91(14.8) 0.62       0.38 0.543 
Egan et al. 2003 China   1139 723(63) 363(32) 53(5) 0.79        0.21 0.006 

Curran et al. 2000 Austrália   129 63(49) 55(43) 11(8) 0.70        0.30 0.577 
Syamala et al. 2007 India   125 72(57.6) 42(33.6) 11(8.8) 0.74        0.26 0.101 
Samson et al. 2007 India   250 116(46.6) 105(41.9) 29(11.5) 0.67        0.33 0.516 

Yang et al. 2004 China   1034 651(63) 333(32.2) 50(4.8) 0.79        0.21 0.008 
Sweeney et al. 2000 EUA   240 110(46) 107(45) 23(9) 0.68        0.32 0.719 

Gudmundsdottir et al. 2001 Isalandia   500 202(40.4) 225(45) 73(14.6) 0.63        0.37 0.524 
                  

p < 0.05 = statistically significant 
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7.2. Cálculos de equilíbrio de Hardy-Weinberg 

 
 
Tabela 9. Cálculo do Equilíbrio de Hardy-Weinberg na amostra total de 
mulheres do estudo (n= 750) 

 

  

 
 

 
 
 
Tabela 10. Cálculo do Equilíbrio de Hardy-Weinberg na amostra de mulheres 
brancas do estudo (n= 599) 

 

  

 
 

 
Tabela 11. Cálculo do Equilíbrio de Hardy-Weinberg na amostra de mulheres 
não-brancas do estudo (n= 151) 

 

  

 
 

(#) p < 0.05.  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Polimorfismo 
Genótipos 

n observado 
(%) 

 n esperado 
(%) 

 

GSTP1A⁄G 
AA 
AG 
GG 

 
330 
329 
91 

  
p*p*n = 326 

2*p*q*n = 337 
q*q*N = 87 

 
p=0.659 
q=0.341 

H-W=0,515 
 

Polimorfismo 
Genótipos 

n observado 
(%) 

 n esperado 
(%) 

 

GSTP1A⁄G 
AA 
AG 
GG 

 
268 
270 
61 

  
p*p*n = 271 

2*p*q*n = 264 
q*q*N = 64 

 
p=0.67 
q=0.33 

H-W=0,57 
 

Polimorfismo 
Genótipos 

n observado 
(%) 

 n esperado 
(%) 

 

GSTP1A⁄G 
AA 
AG 
GG 

 
62 
59 
30 

  
p*p*n = 55 

2*p*q*n = 72 
q*q*N = 24 

 
p=0.605 
q=0.395 

H-W=0.03# 
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7.3. Protocolo de extração de DNA 

 
 
Extração de DNA pelo Método de Puregene (Gentra Systems, Minneapolis, 
EUA) 

 
 
Solução de Lise de Hemácias (RBC) 5 mM Cloreto de  Magnésio (MgCl2) 

                                                                                                  1 mM  EDTA pH 8,0 
 
Solução de Lise Celular (CLS)  10 mM Tampão Tris pH 7,5 
                                                          1 mM EDTA pH 8,0 
                                                           1% SDS 
 
Solução de Precipitação de Proteína  7,5 M Acetato de amônio (NH4Ac) 
  
Outros Agentes Utilizados           Isopropanol 100% 
                                                    Etanol 70% 
                                                      Tampão TE 1X  
 
RBC                           0,5 ml MgCl2 1 M 
                                 0,2 ml EDTA 0,5 M 
                                   100 ml água destilada  
 
 
CLS                              1 ml Tris 1 M 
                                         0,2 ml EDTA 0,5 M 
                                   10 ml SDS 10% 
                                                                     100 ml H2O destilada  
      

Etapa 1 – Lise Celular  
 

a) Adicionar 3 ml de sangue total a um tubo falcon de 15 ml contendo 9 ml da 
solução de lise RBC. Inverter o tubo e incubar a temperatura ambiente por 10 
minutos. Inverter pelo menos uma vez mais durante a incubação; 

 
b) Centrifugar por 10 minutos a 3400 rpm (2000g).  Remover o sobrenadante 

deixando um pellet visível de células brancas e 100-200 ul de líquido residual; 
 

c) Vortexar o tubo vigorosamente para ressuspender as células brancas no 
supernadante residual, o que facilita em muito a lise na etapa seguinte; 

 
d) Adicionar 3 ml da solução de lise celular ao tubo contendo as células 

ressuspendidas e misturar com pipeta de transferência diversas vezes até a 
solução ficar homogênea. Após misturar, nenhum resíduo celular (ou 
aglomerado de células) deve ser visível. Se houverem resíduos, incubar a 
37ºC até a solução ficar homogênea. A amostra é estável se armazenada 
nessa solução a temperatura ambiente por 18 meses; 
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 Etapa 2 – Precipitação da Proteína  

 
a) Resfriar a amostra até a temperatura ambiente; 
 
b) Adicionar 1 ml da solução de precipitação de proteína ao lisado celular; 

 
c) Vortexar vigorosamente por 20 segundos para misturar a solução 

uniformemente com o lisado celular; 
 

d) Centrifugar a 3400 rpm por 10 minutos. As proteínas precipitadas formarão 
um pellet marrom escuro e compacto; 

 
 

Etapa 3 – Precipitação do DNA  
 

a) Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um tubo falcon de 15 ml 
contendo 3 ml de isopropanol 100%;  
 

b) Inverter o tubo lentamente cerca de 50 vezes até que apareçam os “novelos” 
de DNA; 
 

c) Centrifugar a 3400 rpm por 3 minutos, o DNA será visível como um pellet 
branco pequeno; 

 
d) Retirar o sobrenadante e drenar o tubo em papel absorvente. Adicionar 3 ml 

de etanol 70%. Inverter o tubo várias vezes para lavar o pellet de DNA; 
 
e) Centrifugar a 3400 rpm por 1 minuto. Retirar o sobrenadante 

cuidadosamente.O pellet poderá estar solto, por isso é preciso inverter o tubo 
lenta e cuidadosamente para não perdê-lo; 

 
f) Drenar o tubo em papel absorvente e deixar a amostra “secar” a temperatura 

ambiente por 15 minutos; 
 
 
Etapa 4 – Hidratação do DNA  

 
a) Adicionar 200-250 ul de tampão TE 1X que resulta em uma concentração 

aproximada de 400 ug/ul. Deixar o DNA hidratar neste tampão a temperatura 
ambiente por 12-24 horas ou alternativamente, incubar o DNA a 65º C por 1 
hora; 
 

b) Armazenar o DNA a 2-8º C; 
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7.4. Protocolo de PCR-Multiplex dos Polimorfismos GSTT1 e GSMT1  

 
Tabela 12. Componentes para a reação de PCR-Multiplex. 
Componente Concentração 

Estoque 
Concentração 

  final 
Volume por 
reação (µl) 

Água Qsp qsp 9.25 

Tampão 10X 1X 2.0 

MgCl2 50 mM 1.6 mM 1.8 

dNTP 2 mM 0.04 mM 1.2 

Primer Forward GSTT1 20 pmol 0.4 pmol 0.1 

Primer Reverse GSTT1 20 pmol 0.4 pmol 0.1 

Primer Forward GSTM1 20 pmol 0.4 pmol 0.1 

Primer Reverse GSTM1 20 pmol 0.4 pmol 0.1 

Primer Forward GSTP1 20 pmol 0.4 pmol 0.1 

Primer Reverse GSTP1 20 pmol 0.4 pmol 0.1 

Taq pht 5 unidades/ µl 1 unidade 0.15 

DNA 20 ng/µl  100 ng/µl 5.0 

Total --- --- 20 

 
 
 
Programa para o PCR no Termociclador Eppendorf Mastercycler:  
a) 94°C         5 minutos   

b) 94°C         1 minuto  

c) 60°C a 59 °C   1 minuto  

d) 72°C         1 minuto   

 do passo b até passo d – 2 ciclos reduzindo 1°C    

e) 94°C         1 minuto 

f)  59°C                1 minuto 

g) 72 °C                 5 minutos 

 do passo e até passo g – 29 ciclos   

 

Gel de agarose (2%): 
2 g agarose 

7 µl brometo de etídio (1µg/ml) 

100 ml tampão TBE 1X 
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Figura 3: PCR Multiplex para a identificação dos genes GSTM1 e GSTT1 em gel de 
agarose 2,0%. O fragmento de 176 pb representa o gene GSTP1, utilizado como controle da 
amostra de DNA. Fragmentos de 480 pb e 215 pb correspondem à presença dos alelos 
GSTT1 e GSTM1, respectivamente. A reação controle negativo e o marcador do tamanho 
do DNA, (ladder 100pb) estão representados nas colunas 6 e 7. Indivíduo com deleção 
combinada do GSTM1 e GSTT1 - coluna 3; indivíduos com a presença de GSTM1 e GSTT1 
– coluna 4; indivíduo com deleção de GSTT1 - coluna 5; indivíduos com deleção de GSTM1 
– coluna 2. A coluna 1 representa o controle positivo da reação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

480 pb 
 
215 pb 
176 pb 

1 2 3 4 5 6 7
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7.5. Protocolo de PCR Tempo Real do Polimorfismo GSTP1A/G 

 
Tabela 13. Componentes para a reação de PCR em tempo real 
Componente Concentração 

estoque 
Concentração 

Final 
Volume por 
reação (µl) 

Água qsp qsp 4.94 

TaqMan Universal 
PCR Master Mix  

2X 2X 6.25 

SNP Genotyping 
Assay Mix 

20X 20X 0.312 

DNA 20ng/µl 20ng/µl 1 

Total   12.5 

 
 
Programa para o PCR em Tempo Real  
“Termociclador Applied Biosystems 7500” 

 

a) 95°C 10 minutos  

b) 92°C 15 segundos  

c) 60°C 60 segundos  

Após PCR, a fluorescência é medida no mesmo aparelho e realizada a 

discriminação alélica.  

 

 

7.6. Seqüências das sondas utilizadas para análise do polimorfismo analisado 

por PCR Tempo Real 

 
 
7.6.1. Polimorfismo GSTP1 A/G:  

(dbSNP ID: rs  1695 e Assay ID: C___3237198_20): 
 

   [VIC/FAM]  
CGTGGAGGACCTCCGCTGCAAATAC[A/G]TCTCCCTCATCTACACCAACTATGT 
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7.7. Gráficos de discriminação alélica e amplificação do polimorfismo GSTP1 
A/G analisado por PCR Tempo Real 
 

 

    

Gráfico 1. Discriminação alélica do polimorfismo GSTP1 A/G. Observa-se em 
azul (diamante) amostras com o genótipo AA, em verde (triângulo) amostras 
com o genótipo AG, em vermelho (esfera) amostras com o genótipo GG. Em 
cinza (quadrado) estão denotados os “brancos”. 
 
 

 
 

        
Gráfico 2. Amplificação de uma amostra (genótipo AA do polimorfismo GSTP1 
A/G) em que houve anelamento da sonda marcada com VIC. 
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Gráfico 3. Amplificação de uma amostra (genótipo GG do polimorfismo 
polimorfismo GSTP1 A/G) em que houve anelamento da sonda marcada com 
FAM. 
 
 

 
               

Gráfico 4. Amplificação de uma amostra (genótipo AG do polimorfismo GSTP1 
A/G) em que houve anelamento da sonda marcada com VIC e da sonda 
marcada com FAM. 
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7.8. Carta de Aprovação do Projeto no Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação do 
Hospital de Clinicas de Porto Alegre 
 
 

 
 
 
 



 94

7.9. Carta de Aprovação do Projeto no Instituto de Educação de Pesquisa do 
Hospital Moinhos de Vento 
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7.10. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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7.11. Ficha de Levantamento de Dados do Núcleo Mama Porto Alegre 
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7.12. Ficha de Anamnese do Núcleo Mama Porto Alegre 

 
Identificação: 

Registro: ______________ 

Endereço:__________________________________________________________________________________________ 

Nome:  ____________________________________________________________________________________________ 

Nome da Mãe:______________________________________________________________________________________ 
 
Data de Nascimento: _____/____/________       Idade: _______ Raça  (    ) branca  (   ) negra  (   ) asiática 

Consulta de Rotina      Data da 1ª consulta: _____/______/__________ 
 
História Atual 

Queixa Principal Observações 

Nenhuma  

Dor mamária  

 Nódulo  

Derrame papilar  

Alteração de imagem  

Alteração de pele  

 Abscesso mamário  

 

 

 

 

Outro  

Câncer mamário 

Cirurgia:_________________________   

T___N___M___            E:_____________            Data:___/_____/________    

Anatomopatológico:________________________________________________________________ 

Exames Apresentados 

 

 
História Gineco Obstétrica 

Menstruação 
Menarca: _____ anos 
 
 
Gestações 
Nascimento do 1° filho :_____ anos 
Nº gestações:____ Parto Normal_____ Cesárea _____  Abortos_____  Mola____ 
Última gestação:_____ anos 
Amamentação_____ meses 

Cirurgias 
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Histerectomia         Idade:____ anos           Ooforectomia Uni Bi          Idade:____ anos 

Menopausa 
Idade: _____            Natural Cirúrgica 

Reposição Hormonal 
Em uso         Nº de meses ____ 

Qual? _________________________ Estrógeno  Contínuo Seqüencial  Progesterona Contínuo Seqüencial   
Contracepção/ Método 
 

Outras doenças 

Mama 
Já fez biopsia mama  
(   ) sim  
(    ) não 
(  ) não sei 
Quantas vezes ? _______________-Realiza auto exames da mama ._______________________ 

Endométrio 

Ovário 

Colo do Útero 

Sexualmente Transmissíveis 

HIV 
HPV (Verrugas) 
Outros_____________________________ 

Revisão de sistemas 
Doenças: 
 

Cirurgia Prévias : 
 

Alergias: 

História Familiar  
 
Algum de seus parentes de 1° grau tem ou teve câncer ? (pai , mãe , irmã , filho ou filha) 
Se a resposta for sim Indique : Familiar _________  Tipo: __________   Idade de início:_____________ 
 
Algum de seus parentes de 1° grau tem ou teve câncer de mama ou ovário? (     )  sim   (    ) não   (    ) não sei 
Alguém na sua família tem ou teve câncer nas duas mamas ? (    ) sim   (   ) não   (   ) não sei  
Algum homem da sua família teve câncer de mama? (   ) sim (   ) não   (  ) não sei 
Alguma mulher em sua família teve câncer de   mama e ovário (   ) sim   (   ) não   (  ) não sei 
Alguma mulher  em sua família  teve câncer de mama antes dos 50 ? (  ) sim  (  ) não   (  ) não sei 
Na sua família , há duas ( ou mais)  pessoas com câncer de mama e/ou câncer de ovário?  (   ) sim  (   ) não  (   ) não sei 
Na sua família , há duas  ( ou mais ) pessoas com câncer de mama e/ou intestino ? (    ) sim  (   ) não   (   ) não sei 
 
Encaminhar  ao geneticista  se ao menos uma das respostas  for “sim”   
 
Perfil Psicosocial 

Situação Início Término Observações 
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Uso de álcool    01 medida =  02 copos de vinho  
 01 medida= 01 garrafa de cerveja ou 02 latas 
 01 medida = 02 doses de destilado     - 
 fator  de risco se o individuo utilizar  07 ou mais medidas 
por semama 
 

Uso de fumo   Quantos /dia :                      tipo: 

Uso de drogas    

Obesidade   Altura :            Peso :                IMC : peso/alturaxaltura 

Depressão    

Outros    

Situação familiar 

 

Exame da Mama 
Tipo Lesão 

Nódulo 
Nodularidade 
Retração 

 
 
 
LEGENDA 

QII -Quadrante Interno Inferior 
QIS -Quadrante Interno Superior 
QEI -Quadrante Externo Inferior 
QES-Quadrante Externo Superior 
MAM - Mamilo 
ME - Mama Esquerda 
MD- Mama Direita  Pele alterada 

Região Tipo Dimensões 

 
 

   

    

    

    

 HIPÓTESE  DIAGNÓSTICA: 
 

 

  

CONDUTA PROPOSTA:   

ENCAMINHAMENTO:  

EVOLUÇÃO: 

DATA: 

DATA: 
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7.13. Produção científica relacionada. Palmero et al. 2008. 
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7.14. Produção científica relacionada. Ashton-Prolla et al. 2009. 
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