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Resumo: (Análise dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 em pacientes que desenvolveram leu-
cemias agudas) – A leucemia é uma neoplasia que acomete a medula óssea. No caso das Leucemias
Agudas (LA), as células em proliferação são imaturas ou blastos. A etiologia das LA pode ser ex-
plicada pela combinação de fatores genéticos e ambientais. Como exemplo das influências genéti-
cas pode-se citar polimorfismos de genes de metabolização/detoxificação. Este trabalho tem por
objetivo analisar os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 em relação à suscetibilidade de
desenvolvimento de LA. O DNA genômico de 87 pacientes (24 mielóides, 35 linfóides e 28 sem
classificação determinada) foi analisado pela técnica de PCR multiplex. A idade dos pacientes va-
riou entre seis meses e 80 anos, sendo 35 femininos e 52 masculinos. Foi detectado aumento sig-
nificativo da freqüência do genótipo GSTT1 nulo quando comparado com uma população contro-
le (41,37% X 23%) (P=0.005). A freqüência do genótipo nulo para GSTM1 nos pacientes não apre-
sentou diferença significativa com relação aos controles (49,42% X 50%). Com isso, sugerimos
que o gene GSTT1 parece estar envolvido na suscetibilidade para o desenvolvimento de LA.
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Abstract: (Polymorphism analyses of GSTM1 and GSTT1 genes in Acute Leukemia patients)
– Leukemia is a neoplasic disease that affects bone-marrow cells. In case of Acute Leukemia (AL)
the proliferating cells are immature or blasts. The causes of AL are likely to involve an interaction
between genetic susceptibility and environment. Polymorphisms in genes coding metabolizing/
detoxification enzymes are responsible for this susceptibility. The aim of this study was to analyze
polymorphisms of GSTM1 and GSTT1 genes in order to verify if they have a role in genetic sus-
ceptibility to AL. Genomic DNA from 87 patients (24 myeloblastic, 35 lymphoblastic, 28 with no
specific classification) was analyzed by a multiplex PCR methodology. Patient age variation was
between 6 months and 80 years old, being 35 females and 52 males. Significant increase in the
prevalence of GSTT1 null genotype was detected in the patient group comparing to controls (41,37%
X 23%) (P=0.005). No difference was found in the prevalence of GSTM1 null genotype between
AL patients and controls (49,42% X 50%). Our results suggest that the GSTT1 genotype may be
involved in genetic susceptibility to LA.

Keywords: Acute Leukemia, polymorphism, GSTT1, GSTM1, genetic susceptibility.
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Introdução

Leucemia refere-se a um grupo de neoplasias
malignas que levam à proliferação clonal anárqui-
ca de células primordiais hematopoiéticas. Na me-
dula óssea são encontradas as células-mãe ou precur-
soras que originam os elementos figurados do san-
gue, glóbulos brancos, glóbulos vermelhos (hemá-
cias ou eritrócitos) e plaquetas. As manifestações
clínicas das leucemias são secundárias à prolifera-
ção excessiva de células brancas imaturas do san-
gue, que se infiltram pelos vários tecidos do organis-
mo, como amígdalas, linfonodos, baço, rins, siste-
ma nervoso central e outros. Os sintomas mais co-
muns das leucemias são fadiga, fraqueza, perda de
peso e anorexia (Robbins et al. 1996).

Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA),
no ano de 2000 foram registrados no Brasil 4.511
casos de mortes causados por leucemias. A expectati-
va para 2003 era de 7.380 novos casos; no estado do
Rio Grande do Sul o número de novos casos espera-
dos, segundo o INCA, em 2003, era de 520 pacien-
tes. Para este mesmo ano, o INCA estimou em 430
o número de óbitos por leucemia. Dados do INCA
apontam Porto Alegre como a quarta cidade do Bra-
sil em freqüência de leucemias em homens e a se-
gunda cidade em freqüência de leucemias em mu-
lheres (INCA 2004).

A etiologia das leucemias pode ser explicada
por uma combinação de fatores ambientais e de sus-
cetibilidade genética. Como exemplo de fatores am-
bientais podemos citar a exposição ao benzeno, a ra-
diações ionizantes e ao tratamento quimioterápico.
Quanto à suscetibilidade genética, os polimorfismos
dos genes de detoxificação que estão relacionados
com enzimas de metabolização/ativação de substân-
cias genotóxicas, parecem estar envolvidos com o
desenvolvimento da doença.

Várias alterações moleculares recorrentes são
encontradas em células leucêmicas. Entre estas al-
terações podemos citar: aberrações na expressão
de proto-oncongenes e fatores de transcrição, trans-
locações, hiperploidia e hipoploidias. Estas altera-
ções genéticas contribuem para a transformação
leucêmica das células-tronco hematopoiéticas. Os
tipos diferentes de leucemias podem apresentar al-
terações moleculares heterogêneas, bem como esta
diversidade pode aparecer quando comparados pa-
cientes com idades diferentes (adulto/criança) (Pui
et al. 2004).

Classificação das leucemias

A classificação das leucemias pode ser confor-
me o tipo celular em: linfóide ou mielóide; ou em
relação ao estado de maturidade das células em:
crônica (células aparentemente com diferenciação
completa) ou aguda (blastos, células pouco diferen-
ciadas). Nas Leucemias Crônicas (LC), as células
afetadas apresentam grau de desenvolvimento e dife-
renciação mais avançados. Sua progressão é lenta,
porém, seguida de uma fase mais acelerada. As
Leucemias Agudas (LA) são doenças progressivas,
agressivas, nas quais as células afetadas não estão
completamente diferenciadas, ou seja, ainda são con-
sideradas blastos. Conforme a célula de origem, po-
dem ser classificadas em: Leucemia Linfóide Agu-
da (LLA) e Leucemia Mielóide Aguda (LMA).

Leucemia Linfóide Aguda (LLA)

A LLA é a doença maligna mais comum na in-
fância, representando aproximadamente 30% de to-
dos os tipos de câncer infantil. A freqüência maior
do aparecimento da doença ocorre aproximadamen-
te aos quatro anos de idade (Robbins et al. 1996, Ca-
nalle et al. 2004). Aproximadamente 60% dos casos
de LLA estão associados a alterações cromossômicas
como: hiperploidia (51 a 60 cromossomos); presen-
ça do cromossomo Philadelfia (Ph1); outros tipos de
translocações, como a t(1;19), e a t(8;14), estão pre-
sentes em cerca de 20 a 25% dos casos (Robbins et
al. 1996).

O estágio da carcinogênese caracterizado co-
mo a iniciação da LLA, em crianças, parece ocor-
rer ainda na fase embrionária. Além disso, exis-
tem evidências sugerindo que a exposição pré-con-
cepção dos pais poderia influenciar na iniciação
da doença na criança. Os estágios de Promoção e
Progressão para LLA devem ocorrer após o nasci-
mento. Savitz & Chen (1990) e Shu et al. (1999)
descreveram estudos demonstrando o envolvimen-
to da exposição parental pré-concepção a hidrocar-
bonetos, compostos derivados de petróleo e solven-
tes como fatores de risco para a LLA infantil. A ex-
posição “in utero” a radiação ionizante tem sido bem
descrita como fator de risco para a LLA infantil. As
evidências maiores vêm de trabalhos com sobrevi-
ventes da bomba atômica e com mulheres expostas
a Raios-X.
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As revisões de Savitz & Chen (1990) e Shu et
al. (1999) salientam trabalhos demonstrando que ex-
posição materna a hidrocarbonetos, solventes e ou-
tros compostos aumentam o risco de LA em crian-
ças. Outra associação também tem sido encontrada
quando analisada a exposição ocupacional materna
a pesticidas na gravidez. O mecanismo aqui envol-
vido parece ser a carcinogênese transplacental. Ou-
tros estudos epidemiológicos associam o risco para
LLA e poluição, o que ressalta a associação com hi-
drocarbonetos e derivados de petróleo (Pearson et
al. 2000, Raaschou-Nielson et al. 2001, Reynolds
et al. 2001).

Leucemia Mielóide Aguda (LMA)

É um tipo de leucemia que tem risco aumen-
tando com a idade, sendo que em crianças e adoles-
centes apresenta uma incidência de 1/150.000, en-
quanto que em idosos com mais de 70 anos passa a
ser 1/10.000 pessoas. São detectadas anormalida-
des cromossômicas em aproximadamente 90% dos
casos. Entre as anormalidades de maior ocorrência
está a translocação t(15;17), que leva à fusão dos
genes do α-receptor (RAR α) e de uma unidade de
transcrição. Esta fusão causa a expressão de um re-
ceptor anormal e isto implica no bloqueio da dife-
renciação celular (Robbins et al. 1996).

Genes de metabolização

Muitos estudos mostram que a detoxificação
celular feita por enzimas está relacionada com a
proteção celular. A inativação de xenobióticos e de
toxinas endógenas possibilita a preservação da in-
tegridade celular, além da inibição dos eventos de
citotoxicidade provocados por estas substâncias e
que podem ser a causa de algumas doenças, como
as leucemias (Wilkinson & Clapper 1997).

As enzimas de detoxificação são classificadas
em 2 grupos, baseados em suas propriedades fun-
cionais. As enzimas de fase I ativam o xenobióti-
co, tornando-o mais eletrofílico e desta forma mais
reativo. Já as enzimas de fase II competem com a
ativação feita pelas enzimas de fase I, inibindo a
formação de produtos eletrofílicos, além de cata-
lisarem a conversão de eletrofílicos em conjuga-
dos inativos, tornando-os mais hidrossolúveis e faci-
litando sua excreção da célula (Wilkinson & Clap-
per 1997).

O exemplo mais conhecido entre as enzimas
de fase I, ou enzimas de ativação, são as enzimas da
superfamília do Citocromo P450 (CYPs) que são
enzimas oxidativas. As CYPs inserem um átomo
de oxigênio no xenobiótico para torná-lo altamen-
te eletrofílico. Enquanto que entre as enzimas de fa-
se II temos como mais estudados os genes da super-
família das glutationa-S-transferase (GSTs).

As GSTs compõem uma superfamília de enzi-
mas com funções diversas, que estão envolvidas na
detoxificação de muitas substâncias químicas, in-
cluindo algumas carcinogênicas, como o benzeno e
outros hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, atra-
vés da conjugação destas substâncias com uma mo-
lécula de glutationa endógena.

A reação enzimática catalisada por GSTs ini-
be a reatividade das substâncias eletrofílicas com
componentes celulares e resulta na produção do con-
jugado com glutationa, o que reduz a citoxicidade.
Altos níveis de atividade de GSTs levam a uma pro-
teção tecidual na exposição a carcinogênicos, como
também causam uma resistência a agentes quimio-
terápicos (Wilkinson & Clapper 1997).

Em humanos, já foram identificadas 5 diferen-
tes classes de GSTs: GSTα (GSTA1, A2, A3, A4),
GSTµ (GSTM1, M2, M3, M4 e M5), GSTθ (GSTT1
e T2), GSTπ (GSTT1) e GSTξ (Miller et al. 1997,
Strange et al. 1998). Os genes GSTM1, localizados
no cromossomo 1p13.1, e GSTT1, localizados no cro-
mossomo 22q11.2, apresentam polimorfismos de
ausência, o que resulta na falta das proteínas ativas
(Pemble et al. 1994, Tan et al. 1995, Xu et al. 1998,
Sprenger et al. 2000). Estes polimorfismos apresen-
tam variação de freqüências conforme a população e
grupo étnico estudado (Pemble et al. 1994, Warwick
et al. 1994, Arruda et al. 1998).

No Rio Grande do Sul, os genótipos nulos para
GSTM1 e GSTT1 apresentam freqüências diferen-
tes quando comparados euro-brasileiros e afro-bra-
sileiros (Gaspar et al. 2004, Kvitko et al. 2004). A
Tabela 1 apresenta as freqüências para o Rio Gran-
de do Sul.

Estudos mostram que a enzima GSTM1 ativa
é responsável pela detoxificação de hidrocarbone-
tos aromáticos policíclicos, solventes como o ben-
zeno, enquanto que a GSTT1 detoxifica pequenos
hidrocarbonetos reativos, como o óxido de etileno
(Strange et al. 1999).

Este trabalho tem como objetivo analisar a fre-
qüência dos polimorfismos dos genes GSTT1 e
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GSTM1 em pacientes que desenvolveram LLA e
LMA para verificar se estes polimorfismos estão
colaborando com a suscetibilidade para o desen-
volvimento da doença.

Material e métodos

Caracterização da amostra

Um banco de DNA foi estabelecido em nosso
laboratório com amostras de pacientes com Leuce-
mia Aguda. Todos os pacientes foram classifica-
dos como euro-brasileiros.

A amostra consiste em 87 pacientes classifica-
dos em: 35 LLA, 24 LMA e 28 casos de LAS (sem
linhagem celular afetada determinada). Destes pa-
cientes, 52 eram masculinos e 35 femininos.

Não houve diferença em relação à idade ao diag-
nóstico quando comparados pacientes masculinos
e femininos. A idade destes pacientes variou entre
seis meses e 63 anos, para LLA, sendo a média de
15,64 ±17,16 anos, e entre seis e 80 anos para LMA,
sendo a idade média de 34,75±20,93 anos. Nos ca-
sos sem linhagem classificada (LAS) a idade va-
riou entre sete meses e 71 anos, sendo a média de
27,73±25,89 anos.

Como grupo controle foram usadas as freqüên-
cias dos genótipos já descritas para população euro-
brasileira do Rio Grande do Sul (Gaspar et al. 2004).

Extração de DNA e genotipagem

O DNA genômico destes pacientes foi extraído
utilizando o protocolo de Lahiri & Nurnberger (1991).
Os fragmentos gênicos das amostras foram amplifi-
cados utilizando-se primers específicos para os genes
GSTM1, GSTT1 e GSTP1 em um protocolo de PCR
multiplex (Gaspar et al. 2004). O gene GSTP1 foi usa-
do como controle de amplificação visto que ambos
genes analisados (GSTM1 e GSTT1) apresentam
polimorfismos de ausência e presença – A Tabela 2
apresenta os tamanhos de fragmentos e as seqüências
dos primers utilizados. Em cada reação foram utiliza-
dos 100ng de DNA genômico, 15pmol de cada primer,
10mM Tris-HCl, 4,5mM MgCl

2
, 50mM KCl, 100 mM

de dNTPs e 1,0U Taq DNA polimerase em um volu-
me total de 50µL. O protocolo de amplificação con-
siste de 5 minutos de desnaturação inicial a 94ºC, 6
ciclos em touchdown com 94ºC por 1 minuto seguido
de 2 minutos a 59ºC (decrescendo a 54ºC em uma
taxa de 1ºC por ciclo) e 1 minuto a 72ºC, e 30 ciclos
com 1 minuto a 94ºC seguido de 1 minuto a 55ºC e 1
minuto a 72ºC. Os produtos da amplificação foram
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analisados em gel de agarose 3% corado com brometo
de etídeo.

Análise estatística

A freqüência genotípica foi determinada por
contagem nos dois sistemas. Tabelas de contingên-
cias, Teste Exato de Fisher e Teste T foram utiliza-
dos com o programa INSTAT para comparação das
médias de idade e freqüência dos genótipos nas duas
amostras (pacientes e controles).

Resultados

A Figura 1 apresenta um gel de agarose 3% com
os produtos amplificados referentes aos genes GSTM,
GSTT e GSTP.

A Tabela 3 apresenta os resultados das freqüên-
cias dos genótipos nulos relacionados aos genes
GSTM1 e GSTT1 Foi verificada diferença estatísti-
ca entre as freqüências do genótipo nulo para GSTT1
comparando pacientes com LA e controles (P=0.005).

A Tabela 4 apresenta os resultados quanto às fre-
qüências dos genótipos nulos dos genes estudados
nos pacientes por classificação quanto à linhagem
celular. O valor de P refere-se à comparação com as
freqüências da amostras controles. Diferenças esta-

tísticas significantes foram verificadas para os pacien-
tes com LLA (P=0.003) e com LAS (P=0.02).

Discussão

Muitos mecanismos estão envolvidos na pro-
teção aos danos celulares causados por xenobióticos.
Entre estes mecanismos podemos citar a variabili-
dade populacional quanto às freqüências dos poli-
morfismos nos genes de detoxificação/metaboliza-
ção. A família das enzimas GSTs está envolvida no
metabolismo de muitos xenobióticos, tendo seus ní-
veis induzidos pela exposição a substâncias exter-
nas; esta indução sugere que estas enzimas fazem
parte de um sistema adaptativo ao estresse químico
(Rollinson et al. 2000).

As GSTs podem regular os níveis de dano ao
DNA das células-tronco hematopoiéticas. In vitro,
o genótipo nulo de GSTT1 foi associado a um au-
mento da freqüência de troca de cromátides irmãs
induzidas por diepoxibutano em cultura de linfócitos
(Norppa et al. 1995). Enquanto que a presença do
gene GSTM1 mostrou um papel de proteção de da-
nos de DNA induzidos quimicamente e aductos de
DNA (Liu et al. 1991, Van Poppel et al. 1992, Shields
et al. 1993, Scarpato et al. 1997, Emmel 2003). Já

foram detectadas as presenças das proteínas
GSTT1 e GSTM1 na medula óssea de pacien-
tes com neuroblastoma. Estas observações
podem ser consideradas como indicando um
mecanismo biológico de ligação entre o au-
mento no risco de desenvolvimento de leuce-
mia e falta de atividade das enzimas GSTT1
e GSTM1 neste tecido (Hall et al. 1994, Rol-
linson et al. 2000).

Nossos resultados sugerem uma asso-
ciação entre a perda de atividade da enzima
GSTT1 e o desenvolvimento de LA, enquan-
to que a falta da enzima GSTM1 não parece
estar envolvida com o desenvolvimento da
doença em nossa amostra. Estes resultados
estão de acordo com os encontrados por Rol-
linson et al. (2000) em uma amostra de indi-
víduos adultos do Reino Unido que desen-
volveram LA. Entretanto, o estudo de Ca-
nalle et al. (2004) não encontrou associação
entre o genótipo nulo GSTT1 e outros genes
de metabolização em LLA. Neste trabalho
foi estudada uma amostra de pacientes leucê-
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micos com até 18 anos de idade, provenientes do es-
tado de São Paulo. Contudo, os mesmos autores acha-
ram associação quando estudaram genótipos com-
binados dos sistemas CYP1A1, CYP2E1 GSTM1 e
GSTP1.

Yuille et al. (2002), estudando uma amostra de
pacientes com LLC, não encontraram diferenças nas
freqüências dos genótipos nulos de GSTM1 e GSTT1,
porém, avaliando as freqüências genotípicas para
GSTP1, observaram que as freqüências dos genóti-
pos que conferem uma redução da atividade enzi-
mática estavam aumentadas, apesar de não ser uma
diferença significativa.

Esta diferença entre os estudos pode indicar que
a influência dos genótipos nulos de GSTT1 e GSTM1
na suscetibilidade genética para leucemias varia en-
tre as populações, ou que podem estar havendo dife-
renças na exposição envolvendo o desenvolvimento
de leucemia devido a interações específicas gene-
gene ou gene-ambiente. Este último ponto poderia
ser reforçado pelos resultados apresentados no tra-
balho de revisão de Pui et al. (2004), é demonstra-
do que alterações genéticas são diferentes quando
são comparadas as leucemias agudas que se de-sen-
volvem em crianças e adultos. Assim, acredita-se que
a exposição e a metabolização dos xenobióticos no
período pré-concepção e no período embrionário/
fetal seria fator de risco importante para o desenvol-
vimento da doença em idade mais precoce.

Outros genes de metabolização também pare-
cem estar envolvidos na suscetibilidade de desen-
volvimento de leucemias, como os genes CYP1A1,
CYP2E1 e GSTP1, porém estes não foram analisa-
dos em nossa amostra até o presente momento.

Conclusão

Neste trabalho foram analisadas as prevalên-
cias dos genótipos nulos GSTM1 e GSTT1 em paci-

entes que desenvolveram LA. Os resultados do
nosso trabalho sugerem que o gene GSTT1 parece
estar envolvido com a suscetibilidade para o desen-
volvimento de LA em nossa amostra.
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