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Resumo 

Introdução: As deleções dos genes GSTM1 e GSTT1 têm sido associadas ao 

aumento do risco de várias neoplasias, porém não há consenso sobre suas 

influências no câncer de mama. Objetivo: Avaliar a ocorrência das deleções 

homozigóticas dos GSTM1 e GSTT1 em mulheres com câncer de mama 

esporádico (CME) – casos - e em mulheres sem câncer – controles - e comparar 

as características clínicas e biológicas dos CME entre mulheres portadoras e 

não-portadoras das referidas deleções. Casuística e Método: Foram avaliados 

177 casos e 169 controles, com determinação das freqüências das referidas 

deleções pelo PCR. Estas foram correlacionadas às características clínicas e 

biológicas através do cálculo de odds ratio com seus respectivos intervalos de 

confiança de 95%. Resultados: Dos casos e controles, respectivamente, 46% e 

45% não apresentaram qualquer deleção, 37% e 35% apenas do GSTM1, 11% 

e 10% apenas do GSTT1, 6% e 9% apresentaram ambos os genes deletados. 

Observou-se freqüência menor da deleção do GSTM1 em mulheres pardas 

(p=0,1128), OR=0,48 (0,24 – 0,98). O risco foi menor de ocorrência de tumores grau 

nuclear 3 em pacientes com deleção do GSTT1 (p=0,04), OR=0,37 (0,15 - 0,90). 

A deleção homozigótica de pelo menos um dos genes associou-se com mulheres 
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que não amamentaram (p=0,0202), OR=0,41 (0,19 – 0,88), e com a ausência de 

expressão dos receptores hormonais (p=0,0300), ORadj=2,25 (1,03 – 4,90). Já 

a deleção de ambos os genes associou-se ao aumento de risco da ocorrência de 

tipos histológicos diferentes do carcinoma ductal invasivo clássico (p=0,0571), 

ORadj=12,09 (1,03 – 142,03). Conclusões: mulheres com CME e antecedente 

de miscigenação com etnia negra tiveram menor freqüência da deleção do 

GSTM1, enquanto os tumores com grau de diferenciação nuclear mais favorável 

relacionaram-se à deleção do GSTT1. Já as pacientes com pelo menos um dos 

genes deletados apresentaram maior risco de tumores que não expressam 

receptores hormonais, e a deleção combinada de ambos os genes associou-se 

ao aumento de risco para tipo histológico não ductal clássico. 

Palavras-chave: câncer de mama; polimorfismos genéticos; glutationa S-

transferase; GSTM1; GSTT1. 

 



 

Summary 

Introduction: The GSTM1 and GSTT1 gene deletions have been associated with 

an increased risk of various neoplasms, although there is a lack of consensus 

about their influence on breast cancer. Objective: To evaluate the occurrence of 

homozygous deletions of the GSTM1 and GSTT1 genes in women with sporadic 

breast cancer (SBC) – cases – and in women without cancer – controls - and 

compare the clinical and biological characteristics of SBC among women with 

and without the referred deletions. Case Study and Method: The study 

evaluated 177 cases and 169 controls, determining the frequency of the above-

mentioned deletions by PCR. These were correlated with the clinical and biological 

characteristics by calculating the odds ratios and their 95% confidence intervals. 

Results: Of the cases and controls, 46% and 45% did not present any deletion, 

37% and 35% had only GSTM1 deletion, 11% and 10% had only GSTT1 

deletion, 6% and 9% had both genes deleted, respectively. A lower frequency of 

GSTM1 deletion was observed in mulatto women (p=0.1128), OR=0.48 (0.24 – 

0.98). The risk of occurring nuclear grade 3 tumors was lower in patients with 

GSTT1 deletion (p=0.04), OR=0.37 (0.15 – 0.90). Homozygous deletion of at 

least one gene was associated with women who had not breastfed (p=0.0202), 

Summary xiii



 

Summary xiv

OR=0.41 (0.19 – 0.88), and with absence of hormone receptor expression 

(p=0.0300), ORadj=2.25 (1.03 – 4.90). The deletion of both genes was associated 

with an increased risk of occurring histologic types different from classic invasive 

ductal carcinoma (p=0.0571), ORadj=12.09 (1.03 – 142.03). Conclusions: women 

with SBC and a history of miscegination with the black race had a lower frequency 

of GSTM1 deletion, while tumors with a more favorable degree of nuclear 

differentiation were related to GSTT1 deletion. Patients with at least one gene 

deleted had a higher risk for tumors that did not express hormone receptors, and 

the combined deletion of both genes was associtated with a greater risk for the 

non-classic ductal histologic type. 

Keywords: breast cancer; genetic polymorphisms; glutathione S-transferase; 

GSTM1; GSTT1. 

 



 

1. Introdução 

1.1. Considerações Gerais 

Dentre todas as neoplasias que acometem as mulheres, o câncer de mama 

(CM) tem-se apresentado mundialmente como o segundo mais freqüente, com 

elevação de suas taxas de incidência (variação percentual relativa de 80% nos 

últimos 30 anos), e é a principal causa de morte por neoplasia entre as mulheres 

brasileiras. Nos Estados Unidos da América foram estimados, para 2007, 178.480 

casos novos de CM, com 40.460 óbitos decorrentes desta neoplasia (Ries et al., 

2007). O número de casos novos de CM esperados para o Brasil em 2006 foi de 

48.930, com uma incidência estimada de 52 casos a cada 100 mil mulheres, 

com aproximadamente 60% da casuística dos registros hospitalares composta 

por casos diagnosticados em estágios avançados (Brasil, 2006). 

Alguns aspectos genéticos, epidemiológicos e ambientais têm sido aventados 

para justificar o aumento gradual, porém constante, na incidência do CM nos 

últimos 50 anos. Destes, ressaltam-se o envelhecimento da população, decorrente 

de ações sociais de saúde que evitam mortes prematuras (Kelsey, 1993), e o 
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estabelecimento de novos padrões reprodutivos e hormonais nas últimas décadas, 

com aumento do número de ciclos ovulatórios vivenciados pelas mulheres durante a 

sua vida (Pike et al., 1983; Russo e Russo, 1987; Hardy et al., 1993; Kelsey, 1993). 

Nesta linha, tornam-se explicáveis as associações epidemiológicas 

observadas entre menarca precoce (antes dos 12 anos), menopausa tardia 

(após os 54 anos), idade tardia da primeira gravidez a termo (após os 30 anos 

de idade) e aumento do risco da neoplasia e a associação protetora da lactação 

(Dumitrescu e Cotarla, 2005). Além destes, está estabelecido o aumento de 

risco com o uso de terapia hormonal (TH) por mais de cinco anos consecutivos, 

mormente com os esquemas que utilizam estrogênios conjugados associados a 

progestagênios sintéticos de uso contínuo (Rossouw et al., 2002). 

Dieta rica em gordura, ganho de peso na pós-menopausa e obesidade 

também estão elencados como fatores de risco para o CM (Dumitrescu e Cotarla, 

2005), assim como o consumo de álcool acima de duas doses ao dia parece 

aumentar este risco, possivelmente pelo aumento de precursores de carcinógenos 

por vias ainda não completamente determinadas (Singletary e Glapstur, 2001). 

Quanto ao hábito de fumar, os dados são controversos, uma vez que não 

existem mecanismos biológicos que expliquem possíveis associações, além da 

disparidade dos estudos quanto à quantificação do número de cigarros consumidos, 

população, tempo de uso, fumo ativo ou passivo, outros fatores de risco associados 

(Coyle, 2004; Terry e Rohan, 2002; Nagata et al., 2006). 
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Em relação ao componente racial, parece haver uma associação entre o 

CM em mulheres não-brancas na população estadunidense ajustada por idade, 

com risco relativo de 1,3 para as não-brancas (Maxwell e Risinger, 2006); mas 

as dificuldades e os desafios na obtenção de informações precisas sobre dados 

étnicos e possível miscigenação permanecem na literatura (Tammemagi, 2007). 

Dentre os aspectos genéticos, 10% a 15% dos casos de CM têm história 

familiar positiva para a doença, sendo que apenas 5% podem ser explicados pelas 

raras, mas de grande penetrância genética, mutações dos genes BRCA1 e 

BRCA2 (Newman et al., 1988; Peto et al., 1996; Levy-Lahad e Friedman, 2007). 

Isto leva a crer que há outras variações genéticas comuns, de baixa penetrância, 

que influenciam a predisposição ao CM. 

Recentes estudos na literatura têm aumentado as evidências de que 

polimorfismos genéticos de baixa penetrância podem aumentar o risco do CM, 

apesar do impacto em termos de prevenção ainda ser desconhecido (Tempfer et al., 

2006). Outros estudos ressaltam, ainda, a importância do estabelecimento das 

“assinaturas gênicas” dos tumores de mama na particularização do prognóstico 

e dos tratamentos dispensados a cada subgrupo de pacientes, por exemplo, 

usando kits comerciais, como o Oncotype-Dx® (Genomic Health, Redwood City, 

CA, USA), que analisa 21 polimorfismos genéticos, dentre eles o GSTM1 (Paik 

et al., 2004; Kaklamani e Gradishar, 2006; Kaklamani, 2006; Paik et al., 2006). 

Há dois grupos principais de genes potenciais candidatos aos papéis 

relatados acima (Dunning et al., 1999): aqueles que codificam proteínas envolvidas 
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no metabolismo dos hormônios esteróides (CYP17, CYP19) e outros relacionados 

à expressão de enzimas envolvidas no processo de carcinogênese (CYP1A1, 

CYP2D6, CYP2E1, GSTM1, GSTT1, NAT1, NAT2). 

Cumpre ressaltar a possível interação entre fatores ambientais-

epidemiológicos e genéticos, potencializando o risco do desenvolvimento do 

CM: fatores de risco relacionados à maior exposição estrogênica ou tabagismo, 

e as mutações de baixa penetrância (Zheng et al., 2002a). 

1.2. Fatores Prognósticos 

A fim de padronizar o acompanhamento dos casos de CM, no que tange 

ao diagnóstico, aplicabilidade de técnicas terapêuticas e prognóstico,  utiliza-se o 

sistema de estadiamento do American Joint Committee on Cancer (Singletary et al., 

2002). Este sistema considera a extensão do acometimento do tumor na mama 

e em tecidos adjacentes, como a pele e a parede torácica (T), a identificação da 

presença de metástases para linfonodos regionais como cadeias axilares, mamária 

interna, infraclavicular e fossa supraclavicular (N) e a identificação da presença 

de metástases a distância (M). Oito faixas denominadas estádios podem ser 

determinadas (estádios 0, I, IIa, IIb, IIIa, IIIb, IIIc e IV), com as probabilidades de 

sobrevida em cinco anos decrescentes de 92% a menos de 13%. Com base em 

registros hospitalares brasileiros, aproximadamente 60% das mulheres têm o CM 

diagnosticado em fase avançada - estádios III e IV (Brasil, 2003) - onde a sobrevida 

em cinco anos varia de 13% a 40%, a despeito dos avanços terapêuticos. 
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A progressão do CM primário varia independentemente do poder preditivo do 

estadiamento. Parte dessas variações é explicada por fatores prognósticos, que 

conferem diferenças nas taxas de crescimento do tumor, poder de invasão, 

potencial metastático e outros mecanismos ainda não completamente conhecidos 

(Cianfrocca e Goldstein, 2004). 

Podem ser divididos em fatores anatomopatológicos e biológicos. Dentre 

os anatomopatológicos tem-se o tipo histológico (Rosen e Oberman, 1993), 

grau de diferenciação tumoral (Bloom e Richardson, 1957; Scarff, 1968; Frierson et 

al., 1995), estado linfonodal axilar (Fisher et al., 1983; Mittra e MacRae, 1991), 

tamanho tumoral (Clark e McGuire, 1989) e angiogênese peri-tumoral, relacionada 

diretamente com pior prognóstico nas mulheres com CM (Gasparini et al., 

1994). Quanto aos fatores prognósticos biológicos, mais estudados nos últimos 20 

anos, estes adquirem maior expressão nas mulheres sem acometimento linfonodal 

axilar, onde exercem papel selecionador de mulheres de maior risco para recidiva 

(Mirza et al., 2002). São eles: expressão de receptores hormonais de estrogênio e 

progesterona, índice de atividade proliferativa (índice de marcação, citofluorometria 

na fase S, Ki 67), ploidia ou índice de DNA, receptores para fatores de 

crescimento (EGF-R, IGF-IR, SS-R receptor de somatostatina, TGF), oncogenes 

(Her-2-Neu, p53, BCL2), catepsina D, e outros (Cattoretti et al., 1988; Lovekin et 

al., 1991; Gasparini et al., 1992; Toikkanen et al., 1992; Martinazzi et al., 1993; 

Mirza et al., 2002). É necessário maior conhecimento sobre a biologia molecular 

do tumor para tentar identificar quais os fatores isolados, ou em associação 

com os já bem estabelecidos, que poderiam predizer a evolução da doença. 
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1.3. Aspectos genéticos – Sistema da Glutationa S-transferase 

As glutationa S-transferases constituem uma família de enzimas detoxificantes, 

que fazem parte do mecanismo de proteção contra a carcinogênese química, por 

catalisar a conjugação de moléculas eletrofílicas de carcinógenos à glutationa, 

reduzindo-os, quase sempre, a produtos menos tóxicos (Hayes e Pulford, 1995; 

Landi, 2000). Alguns vegetais crucíferos, como o brócolis e a couve-de-bruxelas 

(Lin et al., 1998), e o café (Slattery et al., 2000) foram descritos como indutores da 

produção das GSTs ou ativadores destas enzimas. Os isotiocianatos e indóis de 

vegetais crucíferos, hipoteticamente, reduziriam o risco de ocorrência do câncer 

atribuído à exposição a carcinógenos por meio da ativação das GSTs. O tabagismo 

também foi descrito como um indutor da produção das GSTs. Este poderia constituir 

o seu efeito benéfico, pois altos níveis de GSTs parecem necessários aos fumantes 

para a detoxificação de carcinógenos provenientes do cigarro (Slattery et al., 2000). 

Cinco classes de genes codificadores destas proteínas foram identificadas 

em humanos: alpha, mu, pi, sigma e theta (Hayes e Pulford, 1995; Parl, 2005). 

O gene GSTM1, da classe mu, compreende 5,9Kb de DNA genômico, contém 8 

éxons e está localizado no braço curto do cromossomo 1, na região 1p13. Já o 

gene GSTT1, da classe theta, compreende 7,6Kb de DNA genômico, contém 

cinco éxons e está localizado no braço longo do cromossomo 22, na região 

22q11. Os genes GSTM1 e GSTT1 são polimórficos em humanos, e estão 

ausentes ou deletados de forma homozigótica em 40 a 50% e 16% a 24% das 

diferentes populações étnicas, respectivamente (Hayes e Pulford, 1995; Nelson et 

al., 1995; Arruda et al., 1998), sendo que a deleção homozigótica do GSTT1 pode 
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chegar a 80% em asiáticos (Landi, 2000). Tanto o GSTT1 quanto o GSTM1 

estão expressos no tecido mamário (Kelley et al., 1994). 

Indivíduos com a deleção homozigótica destes genes seriam mais 

susceptíveis ao desenvolvimento de doenças atribuídas à exposição a 

carcinógenos. A deleção homozigótica dos genes, isolada e combinadamente, foi 

associada com risco até seis vezes maior de ocorrência da leucemia mielóide 

aguda (Arruda et al., 2001). Sharma et al. (2006) evidenciaram modulação de efeitos 

entre câncer da cavidade oral relacionado ao tabagismo e deleção homozigótica do 

GSTT1. Entretanto, vários tumores sólidos e hematológicos vêm sendo estudados, 

com resultados na literatura não mostrando aumento do risco associado à deleção 

dos alelos do GST. Na população brasileira, não se observou aumento de risco em 

relação a: leucemia mielóide crônica (Lourenço et al., 2005), câncer colorretal 

esporádico (Nascimento et al., 2003), câncer de cabeça e pescoço (Goloni-Bertollo 

et al., 2006). Em recente meta-análise publicada, não se evidenciou correlação 

da deleção do GSTT1 com o câncer de pulmão (Raimondi et al., 2006). 

Ao mesmo tempo em que a expressão dos genes do GST seria benéfica 

por diminuir a chance de desenvolvimento de neoplasias de uma forma geral, 

pode também, em pacientes portadores de um câncer, propiciar maior resistência ao 

tratamento quimioterápico adjuvante, uma vez que essas drogas (ciclofosfamida, 

metotrexate, fluorouracil, doxirrubicina) seriam toxinas exógenas, com eliminação 

maior pelo GST, agindo assim com menor eficácia nas células tumorais (Hayes e 

Pulford, 1995). Yang et al. (2005) avaliaram a relação entre as deleções dos genes 

GSTM1, GSTT1 e GSTP1 em pacientes com CM e a sobrevida pós-quimioterapia. 
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Após cinco anos de acompanhamento, não houve diferença na sobrevida para 

pacientes que expressavam as do GSTM1 e do GSTT1, porém as pacientes que 

apresentavam deleção homozigótica do GSTP1 tiveram menor sobrevida. 

Os resultados de estudos epidemiológicos prévios são controversos em 

relação ao CM. Alguns indicaram a associação da deleção homozigótica do gene 

GSTM1 ao aumento do risco para CM (Zheng et al., 2002b), associação esta 

não observada por outros autores (Curran et al., 2000; Millikan et al., 2000); 

associação inversa (diminuição do risco para CM em mulheres com a deleção 

homozigótica do gene GSTM1) foi observada em outros estudos (Roodi et al., 

2004). Sull et al. (2004), incluindo os trabalhos citados acima em meta-análise (total 

de 30 estudos selecionados), concluíram pelo aumento do risco frente à deleção 

homozigótica do gene GSTM1, em especial nas pacientes pós-menopausadas; 

ressaltada a limitação da distribuição heterogênea do polimorfismo nas diferentes 

populações étnicas. 

A deleção homozigótica do gene GSTT1 também foi associada ao aumento 

significativo do risco de CM por Zheng et al. (2002b), o que não se repetiu em 

outros estudos (Curran et al., 2000; Millikan et al., 2000; Gudmundsdottir et al., 

2001; Krajinovic et al., 2001; Amorim et al., 2002), mesmo em análises 

ampliadas (Vogl et al., 2004). 

Também a deleção combinada dos genes GSTM1 e GSTT1 esteve 

associada ao aumento do risco de CM em alguns estudos (Gudmundsdottir et 

al., 2001; Mitrunen, et al., 2001; Amorim et al., 2002), porém não em outros 
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(Curran et al., 2000; Millikan et al., 2000). Por outro lado, menor risco de 

ocorrência do CM foi observada por Ambrosone et al. (2001) em mulheres com 

a deleção combinada dos genes GSTM1 e GSTT1 do que em mulheres com a 

presença de ambos os genes. Menor taxa de mortalidade associada à doença 

foi também observada, pelos mesmos autores, em mulheres com a deleção 

combinada dos genes, em relação à taxa de mortalidade observada em mulheres 

com a presença de ambos os genes. 

Ainda há a postulação de que a presença dos alelos dos genes do GST 

favoreceria a sobrevivência das células tumorais, aumentando a resistência ao 

estresse oxidativo e aos mecanismos de apoptose (Perquin et al., 2001). A 

associação da deleção homozigótica do gene GSTT1 com o tabagismo iniciado 

em idade precoce favoreceria a ocorrência de CM na pós-menopausa (Zheng 

et. al., 2002a). 

Não se encontra estabelecido se ocorrem associações das deleções 

homozigóticas dos genes GSTM1 e GSTT1 com variáveis clínico-patológicas de 

mulheres com CM, como idade de manifestação da doença, etnia, tabagismo 

(Zheng et al., 2002a), etilismo (Zheng et al., 2003), extensão de acometimento 

do tumor, grau de diferenciação do tumor, estado dos receptores hormonais 

(Park, 2003) e outros. 

Enfim, o desenvolvimento do CM é multifatorial, no qual componentes 

genéticos, ambientais e biológicos estão imbricados na seqüência de eventos da 

diferenciação tumoral. Dentre os componentes genéticos existe pouca informação 
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sobre o papel dos polimorfismos de baixa penetrância na gênese desta neoplasia, 

em sua forma esporádica (não-familial). Os papéis desempenhados pelas 

deleções homozigóticas dos genes GSTM1 e GSTT1 no risco de ocorrência do CM 

e suas associações com os aspectos clínicos das mulheres e anatomopatológicos 

do tumor não estão suficientemente definidos. 

A falta de conhecimento acerca destes componentes não permite programar 

a abordagem diagnóstica, nem planejar adequadamente o tratamento de mulheres 

com CME, o que se reflete no desfecho desta doença. 

 

 

 



 

2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar a ocorrência das deleções homozigóticas dos genes M1 e T1 do GST 

em mulheres portadoras de CME e em mulheres sem CM, e verificar se a ocorrência 

das deleções está associada com fatores clínicos ou biológicos do tumor. 

2.2. Objetivos específicos 

 Verificar se a ocorrência das deleções homozigóticas dos genes GSTM1 

e GSTT1 se associa com a ocorrência de CME. 

 Verificar se a ocorrência das deleções homozigóticas dos genes GSTM1 

e GSTT1 (e suas combinações) se associa às características clínicas 

das mulheres. 

 Verificar se a ocorrência das deleções homozigóticas dos genes GSTM1 e 

GSTT1 (e suas combinações) se associa às características biológicas 

do CME. 
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Summary 

 

Introduction: The GSTM1 and GSTT1 gene deletions have been associated with an 

increased risk of various neoplasms, although there is a lack of consensus about their 

influence on breast cancer. Objective: To evaluate the occurrence of homozygous 

deletions of the GSTM1 and GSTT1 genes in women with sporadic breast cancer (SBC) 

– cases –and in women without cancer – controls - and compare the clinical and 

biological characteristics of SBC among women with and without the referred deletions. 

Case Study and Method: The study evaluated 177 cases and 169 controls, determining 

the frequency of the above-mentioned deletions by PCR. These were correlated with the 

clinical and biological characteristics by calculating the odds ratios and their 95% 

confidence intervals. Results: Of the cases and controls, 46% and 45% did not present 

any deletion, 37% and 35% had only GSTM1 deletion, 11% and 10% had only GSTT1 

deletion, 6% and 9% had both genes deleted, respectively. A lower frequency of GSTM1 

deletion was observed in mulatto women (p=0.1128), OR=0,48 (0.24 – 0.98). The risk of 

occurring nuclear grade 3 tumors was lower in patients with GSTT1 deletion (p=0.04), 

OR=0.37 (0.15 – 0.90). Homozygous deletion of at least one gene was associated with 

women who had not breastfed (p=0.0202), OR=0.41 (0.19 – 0.88), and with absence of 

hormone receptor expression (p=0.0300), ORadj=2.25 (1.03 – 4.90). The deletion of 

both genes was associated with an increased risk of occurring histologic types different 

from classic invasive ductal carcinoma (p=0.0571), ORadj=12.09 (1.03 – 142.03). 

Conclusions: women with SBC and a history of miscegination with the the black race 

had a lower frequency of GSTM1 deletion, while tumors with a more favorable degree of 
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nuclear differentiation were related to GSTT1 deletion. Patients with at least one gene 

deleted had a higher risk for tumors that did not express hormone receptors, and the 

combined deletion of both genes was associtated with a greater risk for the classic non-

ductal histologic type. 

 

Keywords: breast cancer; genetic polymorphisms; glutathione S-transferase; GSTM1; 

GSTT1. 

 

Publicação 29



 

Introduction 

 

Among all the malignancies that affect women, breast cancer (BC) is the second 

most common neoplasm worldwide, with a relative variation in incidence rate of 80% in 

the last 30 years. It is the main cause of cancer death among Brazilian women (1). 

It has been suggested that several genetic, epidemiological and environmental 

aspects may justify this gradual but steady rise in disease incidence (2). In about 10 to 

15% of BC cases, there is a positive family history for the disease, and only 5% may be 

explained by the rare BRCA1 and BRCA2 gene mutations (3,4,5), despite their high 

gene penetrance. Thus it can be assumed that there may be other common genetic 

variations of low penetrance, which influence predisposition to the disease, although the 

impact on prevention is still unknown (6). 

Glutathione S-transferases (GSTs) are a family of detoxifying enzymes, which 

are part of a protective mechanism against chemical carcinogenesis, through catalytic 

conjugation of carcinogen electrophilic molecules to glutathione, reducing them 

virtually always to less toxic products (7). Five classes of genes encoding these proteins 

have been identified in humans: Alpha, Mu, Pi, Sigma and Theta (7,8). The GST Mu 1 

(GSTM1) and GST Theta 1 (GSTT1) genes are polymorphic in humans and are absent or 

homozygously deleted in 40 to 50% and 16 to 24% of different ethnic populations, 

respectively (7,9,10). 

Individuals with these deletions would be more susceptible to the development of 

neoplasms (7,11). Nevertheless, studies of various solid and hematological tumors have 

been conducted, with results showing that there was no increased risk associated with 

GST allele deletions (12,13,14,15). 
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In a meta-analysis, Sull et al. (2004) concluded that there was an increased risk 

of BC in the GSTM1 deletion, especially among postmenopausal patients (16). However, 

these authors highlighted the limitation of results due to the heterogeneous distribution 

of polymorphism in different populations. Other studies are controversial regarding 

BC (17-26).  

The roles of GSTM1 and GSTT1 deletions in the risk of BC occurrence and their 

associations with clinical (27,28) and histopathological (29) aspects are not sufficiently 

defined and knowledge of these components would permit a more adequate working 

plan regarding prevention, diagnosis and treatment of women with sporadic breast 

cancer (SBC). 

Thus, the study proposed to know the proportion of women with SBC who have 

homozygous deletions of the GSTM1 and GSTT1 genes, in comparison to women 

without cancer, and verify whether these deletions are associated with clinical and 

biological characteristics. 

 

Patients and Methods 

 

Type of study 

A case-control study was conducted to investigate 175 women with SBC, 

two with bilateral disease, totalling 177 cancer cases, sequentially examined at 

CAISM/UNICAMP from December 2002 to October 2004, and a control group of 169 

healthy female blood donors (from a universe of 367 donors) who had been enrolled in 

the Blood Center of UNICAMP during the same period. 
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Selection of subjects 

Women aged 25 years or older and with no previous personal history or family 

history of BC in a first-degree relative were included as controls. These same criteria were 

adopted for the case group, associated with the histopathological diagnosis of invasive 

breast carcinoma. Excluded were women who had no knowledge of their family history 

(adoption, in vitro fertilization), or those incapable of informing their clinical data. 

These women were invited to participate in the study at the time of hospital 

admission for their surgical treatment, or at the time of blood donation. Peripheral blood 

was drawn for DNA analysis and study of GST polymorphisms. 

This study was approved by the Ethics in Research Committee of the School of 

Medicine of UNICAMP and by the National Comission of Ethics in Research (CONEP), 

following the precepts of the Declaration of Helsinke (2004) and Resolution 196/96 of 

the National Council of Health (Brasil, 1996). All subjects signed an informed consent 

term, and no one refused to participate in the study. 

 

Molecular analysis of the GST genes 

Genomic DNA was prepared from peripheral blood samples by extraction with 

the GFX Genomic Blood DNA™ (Amersham Pharmacia Biotech) purification kit. 

Exons 4 and 5 of the GSTM1 gene and exon 4 and intron 4 of the GSTT1 gene were 

amplified by Multiplex polymerase chain reaction of (PCR) (30,31). A fragment of the 

beta globin gene, including exon 3 and sequence of introns 2 and 3, was amplified in the 

same reaction and served as control for the DNA sample (32). 

Publicação 32



 

The presence or homozygous deletion of the GSTM1 and GSTT1 genes were 

analyzed by electrophoresis in 2.0% agarose gel. Genotypes were evaluated only when a band 

corresponding to fragment amplification of the beta globin gene was identified (Figure 1). 

 

Obtainment of clinical and biological characteristics 

From review of the medical charts and interview to present the informed consent 

term, the following information was obtained: age, ethnic group, age at menarche, age at 

first full-term pregnancy, lactation, menstrual status, age at menopause, smoking, use of 

hormone therapy, clinical tumor staging, histologic type, histologic and nuclear grades, 

in addition to the expression of hormone receptors. 

Etnic group was the racial group in which each woman was self-assigned: white, no 

history of miscegenation, miscegenated (mulatto, or white with a history of miscegenation 

with the black ethnic group), black. Lactation was considered a history of having breastfed 

continuously for at least six months. Smoking was considered a habit of consuming at 

least one cigarette a day, or having quit smoking less than ten years previously. 

 

Statistical analysis 

The data collected was typed twice and the data bank was submitted to review 

and consistency analysis. A descriptive evaluation was  made by calculation of the mean, 

standard deviation, median, absolute and relative frequencies. Associations between 

groups, deletion patterns and clinical/biological characteristics were assessed by the chi-

square and Fisher exact tests. To estimate risks, the crude and adjusted odds ratios (OR) 

were calculated (using multiple logistic regression models). Homogeneity according age 
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was evaluated by the Mann-Whitney test. The significance level was set at 5% and SAS 

version 9.01 software was used. 

 

Results 

 

Homozygous deletion of the GSTM1 gene was observed in 75 (42.2%) cases of 

SBC and in 75 (44.4%) controls (p=0.7067). Homozygous deletion of the GSTT1 gene 

was detected in 30 (16.9%) and 33 (19.5%) cases, respectively (p=0.5346). At least one 

deletion studied was found in 95 (53.7%) and 93 (55%) cases, respectively. 

The mean age of the controls was 52.57 + 4.64 years (ranging from 31 to 62 

years). Around 89% were classified as being part of the white ethnic group and 11% 

were non-white. Of the 177 BC cases, the mean age was 56.23 + 13.35 years, ranging 

from 28 to 89 years. About 65% of the patients declared themselves white, 58% were 

aged 50 years or older at the time of diagnosis and 62% were postmenopausal. One-

fourth were smokers and only 5% had used combined HT with estrogen and progestin 

for at least 5 years prior to BC diagnosis.  

Regarding biological characteristics, the histologic type of 147 cases (83%) was 

invasive ductal carcinoma (classic) and the histologic types of the remaining tumors 

were: 7 (4%) lobular, 8 (4.5%) colloid, 1 (0.6%) medullary, 4 (2.3%) tubular, 4 (2,3%) 

apocrine, 1 (0.6%) undifferentiated, 2 (1.1%) papillary and 3 (1.7%) histiocytoid. In the 

majority of cases, tumors were undifferentiated, histologic and nuclear grade 3, although 

they expressed hormone receptors in about 70%. In 57% of the cases, clinical staging for 

diagnosis revealed disease that was still locally and regionally restricted - stages I and II. 
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Among BC cases, when correlating the presence of each polymorphism alone with 

sociodemographic and clinical characteristics, a significantly lower frequency of homozygous 

deletion of the GSTM1 gene was evidenced in mulatto women or in those with a history 

of black miscegenation (p=0.1128), OR= 0.48 (0.24 – 0.98). No association was 

observed between isolated deletions of the GSTM1 and GSTT1 genes and the remaining 

characteristics studied (Table 1). 

After adjusting for age, ethnic group, menopausal status and smoking, no relationship 

was observed between tumor biological characteristics and homozygous deletion of the 

GSTM1 gene. Regarding GSTT1, a significantly lower risk of occurring undifferentiated 

tumors (nuclear grade 3) was observed in patients with the referred homozygous 

deletion (p=0.04), ORadj=0.37 (0.15 – 0.90) (Table 1). 

The same analyses were carried out taking combinations of deletion into 

consideration. The genotype distribution in the SBC group was 82 (46.3%) with both 

genes present, 10 (5.6%) women with combined homozygous deletion of both genes, 

and 95 (53.7%) with homozygous deletion of at least one of the genes studied. A lower 

occurrence of homozygous deletion of at least one gene was observed in patients who 

had not breastfed (p=0.0202), OR=0.41 (0.19 – 0.88). A higher occurrence of this 

genotype in cases that did not express hormone receptors was also evidenced 

(p=0.0300), ORadj=2.25 (1.03 – 4.90). Regarding deletion of both genes, an increased 

risk of occurring tumors with a histological type different from classic ductal carcinoma 

was observed (p=0.0571), ORadj=12.09 (1.03 – 142.03) (Table 2). 
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Discussion 

 

In this study, an association between several clinical and biological characteristics 

of SBC and certain genotypes of GST polymorphisms was observed, chracterizing a 

possible association between these polymorphisms and BC. 

Glutathione S-transferase is a family of intracellular enzymes divided into five 

major groups with their respective subunits: Alpha (A1, A2, A3 and A4), Pi (P1), Mu 

(M1, M2, M3, M4 and M5), Theta (T1 and T2), and Zeta (33,34). This family of 

enzymes located in the cell cytosol prevents the action of substances on cells, avoiding 

DNA damage. These enzymes catalyze the conjugation of diverse electrophilic 

compounds (particularly halogenated) to glutathione, mostly promoting the formation of 

less reactive and more water-soluble metabolites that are readily excreted in urine, 

preventing DNA mutations in cells (24,35). 

Epidemiological studies suggest that individuals with homozygous deletions of 

these genes, particularly the GSTM1 gene, have a high risk of developing various types of 

neoplasia, including cancers of the bladder, colon, lung, skin and stomach (7). Meanwhile, the 

frequency of GSTT1 gene deletion also varies among different populations, and few 

studies have correlated this genotype with an increased risk of cancer susceptibility (11). 

Several studies have investigated the association of the GSTM1 and GSTT1 

genotypes with the risk of developing breast carcinoma, but the results are mostly 

inconsistent and heterogeneous (18,22,24). In a case-control study with 224 Indian women, 

Chacko et al. (2005) observed no association between the GSTM1 gene deletion and a 

significantly increased risk of BC (36). However, these authors did find an increased risk 

in women with the GSTT1 gene deletion (OR=3.6, CI=1.6 – 7.7). Also in a case-control 
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study, Roodi et al. (2004) found a significant risk of BC in women without the GSTM1 

gene deletion, suggesting that this genotype might have a protective effect (25). 

Recently, a meta-analysis published by Sull et al. (2004), which evaluated 30 

studies correlating the GSTM1 gene status with the risk of BC, indicated that since 

deficiency of this gene is not rare in the general population, there may be variability in 

the risk of BC attributed.
 
The strongest associations were observed in postmenopausal 

women with a low frequency of GSTM1 deletion (16). Vogl et al. (2004) published an 

analysis on the association of the GST M1, T1 and P1 genes and BC. Their results 

showed that the isolated deletion of these genes confers no substantial risk of BC on 

their carriers. Therefore, analysis of population-based (clinical) and histopathological 

(biological) characteristics is necessary for individualizing risk (26). 

The risk of BC increases with age, due to exposure of women to their own sex 

hormones or other factors not yet fully established (2, 37-39). BC is quite uncommon 

before the age of 35 years, but its incidence increases rapidly and progressively above 

this age group (1). Stratifying SBC cases by age, it was observed that the mean age of 56 

years was similar to that observed in the control group (52 years) and to that described in 

international case studies: 61 years in the United States of America (40). 

Among the clinical characteristics common to the control group and SBC cases 

(age, race and polymorphisms), no statistically significant differences were observed 

regarding the distribution of deletions studied. Furthermore, the distribution was similar 

to that expected in the world literature and in Brazilian case studies (7, 9, 10). The 

distribution of different deletion patterns of polymorphisms studied was shown to be similar 

between the groups: OR=0.98 (0.63 – 1.53) and OR=1.19 (0.66 – 2.13), respectively. 
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The data derived from the study indicate that there is a genetic balance between 

the population of SBC cases and the general Brazilian population regarding these GST 

polymorphisms, suggesting the low penetrance of these homozygous deletions relative 

to BC occurrence. In all analyses, homogeneity according to age was evaluated to reduce 

the distortions connected with the younger mean age of the controls. 

The distribution of polymorphisms was examined according to clinical and 

sociodemographic characteristics, e.g. race, age at diagnosis, age at menarche, age at 

first full-term pregnancy, lactation, age at menopause, menopausal status at diagnosis, 

smoking, use of HT. This data has been widely used for characterizing epidemiological 

risk factors (41). Among SBC cases, it was verified that a history of miscegenation with the 

black ethnic group confers protection against homozygous deletion of GSTM1 (which is 

more prevalent than GSTT1 in the population). Analysis of ethnic groups, incorporating the 

history of miscegenation, was shown to be adequate for a miscegenated population such 

as the Brazilian. Risk stratification is necessary, since different ethnic groups aggregate 

genetic alterations in penetrance that are as low as the polymorphisms currently studied, 

conferring significant genetic peculiarities upon large populations and cancer risk (42). 

Among tumor biological characteristics, the distribution of polymorphisms was 

examined according to histologic type, nuclear and histologic grades, expression of hormone 

receptors, and staging. Homozygous deletion of the GSTT1 gene was associated with better 

differentiated tumors according to nuclear grade and no other associations were observed. 

Since gene encoding enzymes act on carcinogen detoxification, and a significant amount of 

this class is found in breast tissue (43), it could be assumed that a carcinogenic pathway 

occurred in these cases through metabolites that led to reduced differentiation of cell clones.  

Publicação 38



 

On the other hand, it is known that GST also plays an important role in estrogen 

metabolism (29). The decreased enzyme activity due to the GSTT1 null genotype could 

explain the association observed between this deletion and tumors with a better prognosis, 

since higher estrogen exposure is necessary for cell differentiation to occur. A decreased 

risk for deletion of at least one GST gene in nonbreastfeeding women with SBC may 

also be correlated with reduced differentiation of breast tissue in these patients. 

Regarding the combination of polymorphisms, the occurrence of homozygous 

deletion of at least one gene was associated with tumors that did not express hormone 

receptors, conferring a worse oncologic prognosis on this subgroup of patients. The 

combined homozygous deletions of GSTM1 and GSTT1 were associated with tumors 

having a histologic type different from the classic invasive ductal carcinoma. In this 

subgroup of patients, 17 (10%) of them had a worse oncologic prognosis. 

These observations have made it possible to consider that regulation of carcinogen 

detoxification and their effects on cells are complex mechanisms, and the case studies 

presented did not permit further elucidation. In addition, other characteristics that are 

dependent on estrogen exposure had no correlation with deletions evaluated in the 

current study.  

In future studies with a larger number of cases in each ethnic stratum, more 

consistent data could be obtained on the influence of racial miscegenation present in the 

Brazilian population and the genotypic profile in relationship to the GST system. It is 

also possible to obtain further information about the reproductive clinical characteristics 

between carriers and non-carriers of deletions. 

Concerning determination of GST polymorphisms, Vogl et al. (2004) proposed 

analyzing variations in homozygosis and heterozygosis in individuals that have at least 
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one of the alleles, thus constituting three possible genotypes for each GST class: 

homozygous for presence of the gene, heterozygous, and homozygous for deletion (26). 

It is presumed that analysis would be stratified further, observing the nuances of 

heterozygous deletion of these polymorphisms. Such an undertaking could result in a 

combinatory analysis of all deletions in the three most prevalent classes in healthy breast 

tissue and in breast tumors: GSTT1, GSTM1 and GSTP1. 

Furthermore, there has been a recent trend in the literature towards evaluating the 

influence of these polymorphisms not only on carcinogenesis and tumor characterization, 

but also on assessment of therapeutic response to different genotypes (44). The presence 

of  GST alleles is presumed to favor the survival of tumor cells, increasing resistance to 

oxidative stress and to the mechanisms of apoptosis (45). The oncologic treatment currently 

used for BC may have a large degree of overlap with these metabolic pathways: radiotherapy 

and chemotherapy, concerning detoxification of electrophilic compounds, and hormone 

therapy, according to modulation of estrogen metabolism. 

Therefore, our results indicate that investigation into the role of polymorphisms in the 

GST system, especially the GSTM1 and GSTT1 genes, in the genesis and evolution of SBC 

should proceed, aimed at broadening knowledge of the metabolic pathways of carcinogens 

and their overlap with BC development and individualized treatments for these patients. 

 

Publicação 40



 

References 

 

1. Brasil, Ministério da Saúde. Instituto Nacional de Câncer. Estimativa 2006 – 

Incidência de câncer no Brasil – 2006 - INCA [on line]. Rio de Janeiro. 

http://www.inca.gov.br/estimativa/2006/index.asp?link=conteudo_view.asp&ID=5 

[accessed April 10th 2007]. 

2. Kelsey, J.L. Breast cancer epidemiology: summary and future directions. Epidemiol 

Rev 1993;15(1):256-63. 

3. Newman, B., Austin, M.A., Lee, M., King, M.C. Inheritance of human breast 

cancer: evidence for autosomal dominant transmission in high-risk families. Proc 

Natl Acad Sci USA 1988; 85(9):3044-8. 

4. Peto, J., Easton, D.F., Matthews, F.E., Ford, D., Swerdlow, A.J.. Cancer mortality in 

relatives of women with breast cancer: the OPCS Study. Office of Population 

Censuses and Surveys. Int J Cancer 1996; 65(3):275-83. 

5. Levy-Lahad, E., Friedman, E. Cancer risks among BRCA1 and BRCA2 mutation 

carriers. Br J Cancer 2007; 15;96(1):11-5. 

6. Tempfer, C.B., Hefler, L.A., Schneeberger, C., Huber, J.C. How valid is single 

nucleotide polymorphism (SNP) diagnosis for the individual risk assessment of 

breast cancer? Gynecol Endocrinol 2006; 22(3):155-9. 

7. Hayes, J.D., Pulford, D.J. The glutathione S-transferase supergene family: regulation 

of GST and the contribution of the isoenzymes to cancer chemoprotection and drug 

resistance. Crit Rev Biochem Mol Biol. 1995;30(6):445-600.  

Publicação 41



 

8. Parl, F.F. Glutathione S-transferase genotypes and cancer risk. Cancer Lett 2005; 

221(2):123-9. 

9. Nelson, H.H., et al. Ethnic differences in the prevalence of the homozygous deleted 

genotype of glutathione S-transferase theta. Carcinogenesis. 1995 May;16(5):1243-5.  

10. Arruda, V.R. et. al. Prevalence of homozygosity for the deleted alleles of glutathione S-

transferase mu (GSTM1) and theta (GSTT1) among distinct ethnic groups from Brazil: 

relevance to environmental carcinogenesis? Clin Genet. 1998 Sep;54(3):210-4. 

11. van der Hel, O.L., et al. Cumulative genetic defects in carcinogen metabolism may 

increase breast cancer risk (The Netherlands). Cancer Causes Control 

2005;16(6):675-81. 

12. Nascimento, H., et al. Possible influence of glutathione S-transferase GSTT1 null 

genotype on age of onset of sporadic colorectal adenocarcinoma. Dis Colon Rectum 

2003; 46(4):510-5. 

13. Lourenço, G.J., et al. Polymorphisms of glutathione S-transferase mu1 (GSTM1) 

and theta 1 (GSTT1) genes in chronic myeloid leukaemia. Eur J Haematol 2005; 

75(6):530-1. 

14. Goloni-Bertollo, E.M., et al. Evaluation of the influence of GSTT1 and GSTM1 null 

genotypes in head and neck carcinogenesis. Rev Assoc Med Bras 2006; 52(5):365-8. 

15. Raimondi, S., et al. Meta and pooled analysis of GSTT1 and lung cancer: a HuGE-

GSEC review. Am J Epidemiol 2006; 164(11):1027-42 

16. Sull, J.W., Ohrr, H., Kang, D.R., Nam, C.M. Glutathione S-transferase M1 status 

and breast cancer risk: a meta-analysis. Yonsei Med J. 2004 Aug 31;45(4):683-9. 

Publicação 42



 

17. Curran, J.E., Weinstein, S.R., Griffiths, L.R. Polymorphisms of glutathione S-

transferase genes (GSTM1, GSTP1 and GSTT1) and breast cancer susceptibility. 

Cancer Lett. 2000 May 29;153(1-2):113-20.  

18. Millikan, R., et al. Glutathione S-transferases M1, T1, and P1 and breast cancer. 

Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2000 Jun;9(6):567-73.  

19. Ambrosone, C.B., et al. Polymorphisms in glutathione S-transferases (GSTM1 and 

GSTT1) and survival after treatment for breast cancer. Cancer Res. 2001 Oct 

1;61(19):7130-5. 

20. Gudmundsdottir, K., Tryggvadottir, L., Eyfjord, J.E. GSTM1, GSTT1, and GSTP1 

genotypes in relation to breast cancer risk and frequency of mutations in the p53 

gene. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2001 Nov;10(11):1169-73.  

21. Krajinovic, M., et al. Genetic susceptibility to breast cancer in French-Canadians: 

role of carcinogen-metabolizing enzymes and gene-environment interactions. Int J 

Cancer. 2001 Apr 15;92(2):220-5.  

22. Mitrunen, K., et al. Glutathione S-transferase M1, M3, P1, and T1 genetic 

polymorphisms and susceptibility to breast cancer. Cancer Epidemiol Biomarkers 

Prev. 2001;10(3):229-36.  

23. Amorim, L.M.F., et al. CYP1A1, GSTM1, and GSTT1 polymorphisms and breast 

cancer risk in Brazilian women. Cancer Lett. 2002 Jul 26;181(2):179-86. 

24. Zheng, W., et al. GSTM1 and GSTT1 polymorphisms and postmenopausal breast 

cancer risk. Breast Cancer Res Treat. 2002 Jul;74(1):9-16.  

Publicação 43



 

25. Roodi, N., Dupont, W.D., Moore, J.H., Parl, F.F. Association of homozygous wild-

type glutathione S-transferase M1 genotype with increased breast cancer risk. 

Cancer Res. 2004 Feb 15;64(4):1233-6.  

26. Vogl, F.D., et al. Glutathione S-transferases M1, T1, and P1 and breast cancer: a 

pooled analysis. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2004;13(9):1473-9. 

27. Zheng, T., et al. Cigarette smoking, glutathione-s-transferase M1 and T1 genetic 

polymorphisms, and breast cancer risk (United States). Cancer Causes Control. 

2002a Sep;13(7):637-45.  

28. Zheng, T., et al. Glutathione S-transferase M1 and T1 genetic polymorphisms, 

alcohol consumption and breast cancer risk. Br J Cancer. 2003 Jan 13;88(1):58-62. 

29. Park, S.K., et al. Reproductive factors, glutathione S-transferase M1 and T1 genetic 

polymorphism and breast cancer risk. Breast Cancer Res Treat. 2003 Mar;78(1):89-96.  

30. Comstock, K.E., Sanderson, B.J., Claflin, G., Henner, W.D. GST1 gene deletion 

determined by polymerase chain reaction. Nucleic Acids Res. 1990 Jun 25;18(12):3670. 

31. Pemble, S., et al. Human glutathione S-transferase theta (GSTT1): cDNA cloning 

and the characterization of a genetic polymorphism. Biochem J. 1994 May 15;300 ( 

Pt 1):271-6. 

32. Saiki, R.K., et al. Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable 

DNA polymerase. Science. 1988 Jan 29;239(4839):487-91. 

33. Board, P.G., Baker, R.G., Chelvanayagam, G., Jermin, L.S. Zeta, a novel class of 

glutathione transferases in a range of species from plants to humans. Biochem J. 

1997;328:929-35. 

Publicação 44



 

34. Lizard-Nacol, S., et al. Glutathione S-transferase M1 null genotype: lack of 

association with tumour characteristics and survival in advanced breast cancer. 

Breast Cancer Res. 1999;1:81-7. 

35. Landi, S. Mammalian class theta GST and differential susceptibility to carcinogens: 

a review. Mutat Res. 2000 Oct;463(3):247-83. 

36. Chacko, P., Joseph, T., Mathew, B.S., Rajan, B., Pillai, M.R. Role of xenobiotic 

metabolizing gene polymorphisms im breast cancer susceptibility and treatment 

outcome. Mutation Res. 2005; 581: 153-63. 

37. Pike, M.C., Krailo, M.D., Henderson, B.E., Casagrande, J.T., Hoel, D.G. Hormonal 

risk factors, breast tissue age, and the age-incidence of breast cancer. Nature 1983; 

303(5920):767-70. 

38. Russo, J., Russo, I.H. Biological and molecular bases of mammary carcinogenesis. 

Lab Invest  1987; 57(2):112-37. 

39. Hardy, E.E., Pinotti, J.A., Osis, M.J., Faundes, A. Reproductive variables and risk 

of breast cancer: a case-control study carried out in Brazil. Bol Oficina Sanit Panam 

1993; 115(2):93-102. 

40. Ries, L.A.G., et al. (eds). SEER Cancer Statistics Review, 1975-2004, National 

Cancer Institute. Bethesda, MD. 

http://seer.cancer.gov/statfacts/html/breast.html?statfacts_page=breast.html&x=14&

y=16 [accessed April 10th 2007] 

41. Singletary, S.E. Rating the risk factors for breast cancer. Ann Surg. 2003 

Apr;237(4):474-82. 

Publicação 45



 

42. Maxwell, G.L., Risinger, J.I. Racial disparities research: it's not just black and 

white. Gynecol Oncol 2006; 101(2):194-7. 

43. Kelley, M.K., et al. Variability of glutathione S-transferase isoenzyme patterns in 

matched normal and cancer human breast tissue. Biochem J. 1994 Dec 15;304 (Pt 

3):843-8. 

44. Yang, G., et al. Genetic polymorphisms in Glutathione S-Transferase genes 

(GSTM1, GSTT1, GSTP1) and survival after chemotherapy for invasive breast 

carcinoma. Cancer 2005; 103: 52-8. 

45. Perquin, M., et al. The glutathione-related detoxification system is increased in 

human breast cancer in correlation with clinical and histopathological features. J 

Cancer Res Clin Oncol. 2001;127(6):368-74.  

Publicação 46



 

Table 1 - Correlation of the presence of each polymorphism alone with sociodemographic 

and clinical characteristics 
  M1 T1 

DEL PRE p value OR (IC 95%) DEL PRE p value OR (IC 95%) 
 

n (%) n (%)   n (%) n (%)   

  75 (42.4) 102 (57.6)   30 (16.9) 147 (83.1)   

AGE   0.4917    0.0994  

<56 38 (40.0) 57 (60.0)  1.23 (0.68 - 2.24) 12 (12.6) 83 (87.4)  1.95 (0.87 - 4.33)

>56 37 (45.1) 45 (54.9)  1.00 18 (22.0) 64 (78.0)  1.00 

MENARCHE   0.6204    0.7890  

<11  13 (46.4) 15 (53.6)  1.23 (0.55 - 2.77) 4 (14.3) 24 (85.7)  0.76 (0.24 - 2.39)

>12 60 (41.4) 85 (58.6)  1.00 26 (17.9) 119 (82.1)  1.00 

RACE   0.1128    0.4600  

White 54 (47.0) 61 (53.0)  1.00 18 (15.7) 97 (84.3)  1.00 

Black 5 (50.0) 5 (50.0)  1.13 (0.31 - 4.11) 3 (30.0) 7 (70.0)  2.31 (0.55 - 9.77)

Mulatto 15 (30.0) 35 (70.0)  0.48 (0.24 - 0.98) 9 (18.0) 41 (82.0)  1.18 (0.49 - 2.85)

RACE   0.0833    0.4688  

White 54 (47.0) 61 (53.0)  1.00 18 (15.7) 97 (84.3)  1.00 

Non-white 20 (33.3) 40 (66.7)  0.57 (0.30 - 1.08) 12 (20.0) 48 (80.0)  1.35 (0.60 - 3.02)

1st PREGNANCY   0.3774    0.7213  

<29 55 (44.4) 69 (55.6)  1.00 18 (14.5) 106 (85.5)  1.00 

>30 6 (33.3) 12 (66.7)  0.63 (0.22 - 1.78) 3 (16.7) 15 (83.3)  1.18 (0.31 - 4.48)

LACTATION   0.0784    0.6996  

N 12 (30.8) 27 (69.2)  0.50 (0.23 - 1.09) 5 (12.8) 34 (87.2)  0.81 (0.28 - 2.38)

Y 49 (47.1) 55 (52.9)  1.00 16 (15.4) 88 (84.6)  1.00 

MENOPAUSE (age)   0.1785    0.4768  

<53 40 (44.9) 49 (55.1)  1.00 18 (20.2) 71 (79.8)  1.00 

> 54 5 (27.8) 13 (72.2)  2.12 (0.70 - 6.46) 5 (27.8) 13 (72.2)  1.52 (0.48 - 4.81)

MENOPAUSAL STATUS   0.9878    0.0943  

N 26 (41.9) 36 (58.1)  1.00 7 (11.3) 55 (88.7)  1.00 

S 45 (42.1) 62 (57.9)  1.00 (0.53 - 1.88) 23 (21.5) 84 (78.5)  1.52 (0.48 - 4.81)

SMOKING   0.9509    0.8796  

N 56 (42.7) 75 (57.3)  1.00 22 (16.8) 109 (83.2)  1.00 

Y 19 (42.2) 26 (57.8)  0.98 (0.49 - 1.94) 8 (17.8) 37 (82.2)  1.07 (0.44 - 2.61)

HISTOLOGIC TYPE*   0.4590    0.0957  

DCI 71 (41.8) 99 (58.2)  1.00 27 (15.9) 143 (84.1)  1.00 

LCI and others 4 (57.1) 3 (42.9)  1.60 (0.33 - 7.70) 3 (42.9) 4 (57.1)  3.79 (0.72 - 20.00)
          

HISTOLOGIC GRADE*       0.5120  

1 or 2 10 (41.7) 14 (58.3)  1.00 5 (20.8) 19 (79.2)  1.00 

3 59 (41.5) 83 (58.5)  0.93 (0.38 - 2.31) 22 (15.5) 120 (84.5)  0.71 (0.23 - 2.18)
          

NUCLEAR GRADE*       0.0400  

1 or 2 24 (35.3) 44 (64.7)  1.00 16 (23.5) 52 (76.5)  1.00 

3 43 (44.8) 53 (55.2)  1.43 (0.73 - 2.78) 11 (11.5) 85 (88.5)  0.37 (0.15 - 0.90)

STAGING*       0.9836  

1 / 2 41 (41.0) 59 (59.0)  1.00 17 (17.0) 83 (83.0)  1.00 

3 / 4 34 (44.2) 43 (55.8)  1.25 (0.66 - 2.36) 13 (16.9) 64 (83.1)  1.00 (0.44 - 2.26)

HORMONE RECEPTORS*       0.4081  

N 22 (53.7) 19 (46.3)  1.98 (0.93 - 4.20) 9 (22.0) 32 (88.0)  1.35 (0.54 - 3.38)

P 46 (37.4) 77 (62.6)  1.00 20 (16.3) 103 (83.7)  1.00 

* after adjusting for age, ethnic group, menopausal status and smoking 
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Table 2 - Correlation of the combination of deletions with sociodemographic and clinical characteristics 

 

 
Both genes 

presented 

At least one

gene deleted
p value OR (IC 95%) 

Both genes 

deleted 
p value OR (IC 95%) 

 n n   n   

 82 95   10   

AGE   0.1315   0.3136  

<56 49 46  1.58 (0.87 - 2.87) 4  2.23 (0.58 - 8.51) 

>56 33 49  1.00 6  1.00 

MENARCHE   0.6632   0.3919  

<11 14 14  0.84 (0.37 - 1.88) 3  2.02 (0.46 - 8.79) 

>12 66 79  1.00 7  1.00 

RACE   0.1945   0.3819  

White 50 65  1.00 7  1.00 

Black 3 7  1.79 (0.44 - 7.29) 1  2.38 (0.22 - 26.18) 

Mulatto 28 22  0.60 (0.31 - 1.18) 2  0.51 (0.10 - 2.63) 

RACE   0.3025   0.7381  

White 50 65  1.00 7  1.00 

Non-white 31 29  0.72 (0.39 - 1.35) 3  0.69 (0.17 - 2.87) 

1st PREGNANCY   0.4859   1.000  

<29 58 66  1.00 7  1.00 

>30 10 8  0.70 (0.26 - 1.90) 1  0.83 (0.09 - 7.48) 

LACTATION   0.0202   1.0000  

N 25 14  0.41 (0.19 - 0.88) 3  1.06 (0.23 - 4.80) 

S 44 60  1.00 5  1.00 

MENOPAUSE (age)   0.9612   0.5868  

<53 39 50  1.00 8  1.00 

> 54 8 10  0.98 (0.35 - 2.70) 0  3.66 (0.19 - 69.69) 

MENOPAUSAL STATUS   0.4452   0.3090  

N 31 31  0.78 (0.42 - 1.47) 2  0.38 (0.08 - 1.91) 

Y 47 60  1.00 8  1.00 

SMOKING   0.6548   0.4631  

N 59 72  0.86 (0.44 - 1.69) 6  1.79 (0.46 - 6.94) 

Y 22 23  1.00 4  1.00 

HISTOLOGIC TYPE*   0.4528   0.0571  

DCI 80 90  1.00 8  1.00 

LCI and others 2 5  1.79 (0.32 - 9.54) 2  12.09 (1.03 - 142.03)

HISTOLOGIC GRADE*   0.8522   0.6161  

1 or 2 11 13  1.00 2  1.00 

3 68 74  0.90 (0.31 - 2.21) 7  0.28 (0.04 - 1.98) 

NUCLEAR GRADE*   0.4766   0.0800  

1 or 2 35 33  1.00 7  1.00 

3 44 52  1.23 (0.63 - 2.40) 2  0.28 (0.05 - 1.62) 

STAGING*   0.9206   0.5034  

1 / 2 46 54  1.00 4  1.00 

3 / 4 36 41  1.04 (0.56 - 1.95) 6  2.35 (0.57 - 9.61) 

HORMONE RECEPTORS*   0.0300   0.3606  

N 13 28  2.25 (1.03 - 4.90) 3  2.19 (0.44 - 10.96) 

P 63 60  1.00 6  1.00 

* after adjusting for age, ethnic group, menopausal status and smoking 
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Figure 1 - Exons 4 and 5 of the GSTM1 gene and exon 4 and intron 4 of the GSTT1 

gene amplified by Multiplex polymerase chain reaction of (PCR): 480 pb (GSTT1) and  

273 pb (GSTM1). A fragment of the beta globin gene, including exon 3 and sequence of 

introns 2 and 3, was amplified in the same reaction and served as control for the DNA 

sample (first column). Both deletions are presented on the second column. 

 

 

 

49



 

4. Conclusões 

 As freqüências das deleções homozigóticas dos genes GSTM1 e GSTT1 e 

de suas combinações foram semelhantes nos grupos com CME e no grupo-

controle. 

  A menor ocorrência da deleção homozigótica do gene GSTM1 em mulheres 

com CME se associou à etnia parda; a ocorrência de pelo menos uma das 

deleções homozigóticas se associou a mulheres que não amamentaram. 

  A menor ocorrência da deleção homozigótica do gene GSTT1 em mulheres com 

CME se associou a tumores melhor diferenciados. Já a ocorrência de pelo 

menos uma das deleções homozigóticas se associou com a ausência de 

expressão dos receptores hormonais. Ainda, a ocorrência de ambas as deleções 

homozigóticas se associou a tipos histológicos diferentes do carcinoma ductal 

invasivo clássico. 
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7. Anexos 

7.1. Anexo 1 – Check List 

Polimorfismos genéticos do sistema da glutationa S-transferase: 

epidemiologia e fatores prognósticos do câncer de mama esporádico 

Pesquisador: Cassio Cardoso Filho 

 

 SIM NÃO 

Sexo feminino   

Idade > 25 e < 90 anos   

Antecedente pessoal negativo para câncer de mama   

Conhece seus antecedentes familiares   

Antecedente familiar de primeiro grau negativo para câncer 
de mama 

  

Grau de compreensão adequado frente aos 
questionamentos do pesquisador 

  

 

 

Se todas as questões forem respondidas como “SIM”, o sujeito será incluído no projeto sob o 

número:      CASO   CONTROLE 
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7.2. Anexo 2 – Ficha para coleta de dados 

 

Polimorfismos genéticos do sistema da glutationa S-transferase: 

epidemiologia e fatores prognósticos do câncer de mama esporádico 

Pesquisador: Cassio Cardoso Filho 

 

Número na pesquisa:     Data programada da cirurgia: ___ / ___ / _____ 

1. Idade:    anos   ign 

2. Idade à menarca:   anos   ign 

3. Idade à menopausa:  anos   não se aplica  ign 

4. Idade à primeira gravidez a termo:    anos  não se aplica   ign 

5. Lactação (por tempo maior do que 06 meses):   sim    não 

6. TRH por mais de 05 anos:   sim   não    ign 

7. Hábito tabágico:   nunca fumou, ou parou há mais de 10 anos 
 fumante, ou parou há menos de 10 anos (inclusive) 

8. Etilismo:   sim    não 

9. Etnia: 
[1] Branca, sem antecedente de miscigenação com outras etnias 
[2] Parda, ou branca com antecedente de miscigenação com etnia negra 
[3] Branca, com antecedente de miscigenação com etnia amarela 
[4] Branca, com antecedente de miscigenação com indígenas 
[5] Negra 
[6] Amarela 
[7] Outros 

10. GH   1   2   3   ign   não se aplica 

11. GN   1   2   3   ign   não se aplica 

12. RE   ( + )   ( – )   ign   não se aplica 

13. RP   ( + )   ( – )   ign   não se aplica 

14. Estadiamento   I  IIa  IIb  IIIa  IIIb  IIIc  IV 
     ignorado  não se aplica 
 

 

 
 

Nome:          HC:    
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7.3. Anexo 3 – Carta de aprovação do projeto CP - DTG – FCM – Unicamp 
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7.4. Anexo 4 – Carta de aprovação do projeto no CEP – FCM – Unicamp 
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7.5. Anexo 5 – Carta de aprovação do projeto no CONEP 
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7.6. Anexo 6 – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (casos) 

Influência dos polimorfismos dos alelos do sistema da glutationa S-transferase Mu 1 

(GSTM1) e Theta 1 (GSTT1) na susceptibilidade ao câncer de mama esporádico 

Pesquisador: Cassio Cardoso Filho 

Nome:             

Idade:  anos  RG:     HC:    

Endereço:           
             

Nome do responsável legal (se aplicável):        

RG:    Grau de parentesco:       

Endereço:            

Aceito participar de um estudo no CAISM – UNICAMP sobre alterações genéticas que podem estar 

envolvidas no aparecimento do câncer de mama. Isto ainda não está comprovado, e a análise do meu 

DNA poderá ajudar a esclarecer essa dúvida. Assim eu contribuirei para um melhor entendimento dos 

fatores que levam ao surgimento do câncer de mama, para o progresso de exames diagnósticos 

e para novas formas de tratamento. Minha contribuição será autorizar a utilização de: 

 uma parte do sangue colhido antes da cirurgia ou da quimioterapia para a análise de DNA. 

Compreendo que não terei prejuízos com a realização desta análise. 

 informações do meu prontuário médico, sabendo que meus dados pessoais de identificação 

serão mantidos em sigilo pelo pesquisador. 

Fui informada que posso sair do estudo a qualquer momento e que isto não vai prejudicar o 

meu tratamento no CAISM. Se tiver qualquer dúvida sobre o estudo poderei procurar o Dr. 

Cassio Cardoso Filho ou a Dra. Maria Salete Costa-Gurgel, Tel: (19) 3788-9305. Em caso de 

reclamações sobre qualquer procedimento do estudo, poderei procurar a secretaria do Comitê 

de Ética da FCM - UNICAMP, Tel: (19) 3788-8936. Eu li/ouvi o conteúdo deste termo e recebi 

esclarecimentos sobre as minhas dúvidas oralmente. 

Assinatura do sujeito ou do responsável legal  Assinatura do pesquisador 

Campinas,   /   /    
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7.7. Anexo 7 – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (doadores) 

Influência dos polimorfismos dos alelos do sistema da glutationa S-transferase Mu 1 

(GSTM1) e Theta 1 (GSTT1) na susceptibilidade ao câncer de mama esporádico 

Pesquisador: Cassio Cardoso Filho 

Nome:             

Idade:  anos  RG:     HC:    

Endereço:           
             

Nome do responsável legal (se aplicável):        

RG:    Grau de parentesco:       

Endereço:            

Fui convidada a participar de um estudo no HEMOCENTRO – UNICAMP por ser uma pessoa sadia. 

O objetivo do estudo é estudar as alterações genéticas que podem estar envolvidas no aparecimento 

do câncer de mama. Isto ainda não está comprovado, e a análise do meu DNA poderá ajudar a 

esclarecer esta associação, contribuindo para um melhor entendimento dos fatores que levam ao 

surgimento desta doença, podendo colaborar para o progresso de exames para o diagnóstico e para 

novas formas de tratamento. O pesquisador necessita de um grupo de mulheres sem câncer de mama 

para comparar com as que têm esta doença. Minha contribuição será a de autorizar a utilização de: 

 Uma parte do sangue colhido quando da doação de sangue para a análise de DNA. Compreendo 

que não terei prejuízos com a realização desta análise. 

 Informações do meu prontuário médico, sabendo que meus dados pessoais de identificação 

serão mantidos em sigilo pelo pesquisador. 

Fui informada que posso sair do estudo a qualquer momento e que isto não vai me trazer prejuízos. 

Se tiver qualquer dúvida sobre o estudo poderei procurar o Dr. Cassio Cardoso Filho, Tel: (19) 

3788-9305 ou a Dra. Carmen Silvia Passos Lima , Tel: (19) 3788-8740. Em caso de reclamações 

sobre qualquer procedimento do estudo, poderei procurar a secretaria do Comitê de Ética da FCM - 

UNICAMP, Tel: (19) 3788-8936. Eu li/ouvi o conteúdo deste termo e recebi esclarecimentos 

sobre as minhas dúvidas oralmente. 

Assinatura do sujeito ou do responsável legal  Assinatura do pesquisador 

Campinas,   /   /    
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7.8. Anexo 8 – Planilhas de cálculos do tamanho amostral dos polimorfismos 
do sistema GST 

“CONTROLES” 

             

Equilíbrio de Hardy-Weinberg (HW) - Polimorfismo do gene GSTM1 

             

Genótipo Observado (O) % freq     Genótipo Esperado (E) O-E (O-E)2 (O-E)2/E 

AA   0  Valor de p 0,33  AA 33,00 -33,00 1089,08 33,00 

AB   0  Valor de q 0,67  AB 133,00 -133,00 17688,67 133,00 

BB 134 44,67 0,45     BB 134,00 0,00 0,00 0,00 

Total 300  0,45   1,00     X2 166,000 

           HW Desequilíbrio 

           GL 1 

           p value 0,0001 

             

Cálculo do tamanho amostral - GSTM1 

             

E ** (30%) 0,20    E (20%) 0,13       

N *** (30%) 21,18    N (20%) 47,66       

             

Equilíbrio de Hardy-Weinberg (HW) - Polimorfismos do gene GSTT1 

             

Genótipo Observado (O) % freq     Genótipo Esperado (E) O-E (O-E)2 (O-E)2/E 

AA   0  Valor de p 0,58  AA 102,20 -102,20 10444,86 102,20 

AB   0  Valor de q 0,42  AB 145,80 -145,80 21257,62 145,80 

BB 52 17,33 0,17     BB 52,00 0,00 0,00 0,00 

Total 300  0,17   1,00     X2 248,000 

           HW Desequilíbrio 

           GL 1 

           p value 0,0001 

             

Cálculo do tamanho amostral - GSTT1 

             

E (30%) 0,12    E (20%) 0,08       

N (30%) 59,84    N (20%) 134,64       
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Equilíbrio de Hardy-Weinberg (HW) - Polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 

             

Genótipo Observado (O) % freq     Genótipo Esperado (E) O-E (O-E)2 (O-E)2/E 

AA   0  Valor de p 0,72  AA 154,29 -154,29 23806,75 154,29 

AB   0  Valor de q 0,28  AB 121,71 -121,71 14812,26 121,71 

BB 24 8,00 0,08     BB 24,00 0,00 0,00 0,00 

Total 300  0,08   1,00     X2 276,000 

           HW Desequilíbrio 

           GL 1 

           p value 0,0001 

             

Cálculo do tamanho amostral - GSTM1 e GSTT1 

             

E (30%) 0,08    E (20%) 0,06       

N (30%) 108,23    N (20%) 243,51       
 

* Segundo Beiguelman, numa amostra de n indivíduos, x apresentam fenótipo recessivo autossômico. Se aceita-se que a hipótese 
está verdadeira (AA=p2; Aa=2pq e aa=q2), pode-se aceitar que x/n determina a frequência q2  

 
** Erro tolerado (E), com probabilidade de 95%, a 30% e 20% da frequência real 
    E = q x precisão da estimativa (em percentual)  
 
*** Tamanho amostral (N), depende da precisão da estimativa: N = (1,96)2 x p x q / E2 
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