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RESUMO

O principal fator de risco para o cancer do colo uterino € a infeccdo pelo
Papilomavirus humano (HPV), porém, sabe-se que outros fatores sdo necessarios
para o desenvolvimento do cancer. Dentre os fatores estudados, destacam-se o
tabagismo e os fatores de suscetibilidade genética. As enzimas denominadas
Glutationas-S-Transferase (GST) s&o responsaveis pela metabolizacdo dos
carcindégenos do tabaco e os genes que codificam essas enzimas sdo altamente
polimorficos. O principal objetivo deste estudo foi comparar as frequéncias dos
polimorfismos nulos de GSTT1 e GSTM1 em mulheres com céancer de colo uterino e
em mulheres sem histdria de cancer, bem como as possiveis associacdes entre 0s
polimorfismos genéticos, o tabagismo e o progndéstico dos tumores de colo uterino. A
casuistica consistiu de 135 pacientes com cancer e 100 participantes sem cancer.
Os genotipos foram investigados por meio de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Os resultados foram comparados pelo teste Chi-quadrado ou teste exato de
Fisher e as analises de sobrevida pelos testes de Kaplan-Meier e comparadas por
Log-rank. Entre os casos, a frequéncia do polimorfismo nulo para o gene GSTM1 foi
de 22,2% e para o gene GSTT1 foi de 48,5%. Entre os controles, a frequéncia do
polimorfismo nulo no gene GSTM1 foi de 45,0%, enquanto para o gene GSTT1 nulo
foi de 56,0%. Importante relacéo entre o habito tabagista e o cancer do colo uterino
foi observada (p=0,0062; OR=2,16). Os resultados demonstraram que 0s genétipos
nulos de GSTM1 e GSTT1 né&o conferiram risco para o cancer cervical na populagao
estudada. Além disso, 0 genétipo GSTM1 presente esteve associado
significativamente ao melhor prognostico dos tumores, diminuindo o risco de
metéstases (p=0,014; OR=3,45). A sobrevida global foi de 78,5% e, quando
estratificada pelos gendétipos estudados, foi superior em pacientes com genoétipos
positivos, indicando maior risco de 6bito na presenca de dupla nulidade (p=0,031;
RR=2,458).

Palavras-Chave: Céancer do colo uterino, GSTM1, GSTT1, tabagismo.



ABSTRACT

The main risk factor for cervical cancer is infection with the Human Papillomavirus
(HPV). However, other risk factors are required for the development of cervical
cancer, among them, smoking and genetic susceptibility have been proven relevant.
Enzymes named Glutathione-S-Transferase (GST) are responsible for the
metabolism of tobacco carcinogens and the genes encoding these enzymes are
highly polymorphic. The objective of this study was to compare the frequencies of
GSTM1 and GSTTL1 null polymorphisms in women with cervical cancer and in women
with no history of cancer, as well as the possible associations between such genetic
polymorphisms, cigarette smoking and the prognosis of cervical cancer. The series
consisted of 135 patients with cervical cancer and 100 participants without cancer.
Genotypes were investigated by means of polymerase chain reaction (PCR). The
results were compared using the Chi-square test or Fisher's exact test, and survival
analysis by Kaplan-Meier tests and Log-rank. Among the cases, the frequency for
GSTM1 gene null polymorphism was 22,2%, and for the GSTT1 gene, it was 48,5%.
Among the controls, the frequency of the GSTM1 gene null polymorphism was
45.0%, while for the GSTT1 gene null polymorphism it was 56.0%. Important
association was demonstrated between smoking and cervical cancer (p= 0.0062; OR
= 2.16). The results showed that the GSTM1 and GSTT1 null genotypes were not
associated with cervical cancer in the population studied. In addition, GSTM1
genotype was significantly associated to a better prognosis of the tumors, decreasing
the risk of metastasis (p= 0.014; OR = 3.45). The overall survival rate for the group
was 78.5% and, when stratified by genotypes studied, survival was higher in patients
with positive genotypes, indicating a higher risk of death in the presence of dual
nullity (p= 0.031; RR = 2.458).

Keywords: Cervical cancer, GSTM1, GSTT1, smoking.
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1. INTRODUCAO

O cancer de colo uterino é considerado um grave problema de saude publica,
sendo o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres no mundo e o sétimo
tipo de cancer mais frequente na populacdo em geral (Ayres et al., 2010; INCA,
2014). Em 2012, o cancer cervical foi responsavel por 265.000 6bitos no mundo e a
grande maioria registrada nos paises em desenvolvimento (INCA, 2014). O cancer
de colo uterino apresenta grande potencial de prevencdo e cura, desde que
diagnosticado precocemente, mas ainda assim, no Brasil, estimam-se, para o ano de
2016, 16.340 novos casos (INCA, 2015).

O principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer de colo uterino &
a infeccdo pelo Papilomavirus humano (HPV) (Waggoner, 2003). O HPV é
necessario, mas nao suficiente para a evolucédo da neoplasia. Assim, outros fatores
de risco tornam-se importantes como o tipo viral, a persisténcia da infeccao, fatores
genéticos, estado imunoldgico e o tabagismo (Campaner et al., 2007).

Fatores de suscetibilidade genética para o desenvolvimento do cancer de colo
uterino vém sendo estudados em diversas populacdes (Li et al., 2013; Abbas et al.,
2014; Roszak et al., 2014), e pouco se sabe sobre a interacdo entre o0s
polimorfismos e os fatores de risco para este cancer, dentre eles o tabagismo
(Roszak et al., 2014).

As substancias quimicas produzidas pela queima do tabaco e absorvidas
pelos pulmdes podem ser encontradas no muco cervical de mulheres fumantes,
expondo diretamente o DNA de células cervicais aos carcinogenos (Campaner et al.,
2007). O tabagismo foi relacionado como importante fator de risco para o cancer de
colo uterino, relacionando o tempo e a intensidade do habito de fumar com o

desenvolvimento de lesGes precursoras e com o carcinoma invasivo, estimando um
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aumento em duas vezes no risco de neoplasia para mulheres tabagistas (Roura et
al., 2013).

O cigarro é constituido por varias substancias carcinogénicas, como as
nitrosaminas e as aminas aromaticas que interagem com o material genético das
células formando adutos de DNA, que por sua vez, favorecem o aparecimento de
mutacBes que dirigem o processo de carcinogénese. As substancias quimicas do
cigarro sdo metabolizadas por enzimas da familia das Citocromos P450 e
Glutationa-S-transferase (GSTT e GSTM). Os genes que codificam essas enzimas
sdo altamente polimérficos e apresentam grande variabilidade de expressdo e de
atividade (Leme et al., 2010).

A investigacdo dos fatores de risco para o cancer de colo uterino, como o
tabagismo, e o conhecimento das diferencas genéticas associadas ao metabolismo
e a maior suscetibilidade as substancias quimicas do tabaco s&o os principais
objetivos deste estudo e certamente resultardo em contribuigdes significativas para a
compreensao do processo de carcinogénese do colo uterino, permitindo medidas

preventivas mais eficientes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Epidemiologia do Cancer de Colo Uterino

O céancer de colo uterino € o quarto tipo de cancer mais frequente entre
mulheres no mundo (INCA, 2014) e o sétimo na classificacdo geral (IARC, 2011). A
grande maioria dos casos de cancer de colo uterino ocorre em regiées do mundo
menos desenvolvidas como a Africa, América Central e Caribe. O contrario ocorre
em paises desenvolvidos como Austrélia, Asia Ocidental e Nova Zelandia (IARC,
2011).

As baixas taxas de incidéncia do cancer de colo uterino em paises
desenvolvidos séo resultantes de programas efetivos de prevencédo que contemplam
vacinacdo, rastreamento e tratamento de lesGes precursoras (Aggarwal, 2015). Em
contrapartida, regides menos desenvolvidas encontram dificuldades em oferecer
programas de prevencdo de boa qualidade, o que reflete nas altas taxas de
mortalidade, como o exemplo da india, onde o cancer de colo uterino é responsavel
por 17% dos 6bitos por cancer entre mulheres de 30 a 69 anos (Bobdey et al.,
2015).

De acordo com a ultima estimativa do INCA, o céncer de colo uterino € o
terceiro na lista entre os tipos de cancer que acometem mulheres no Brasil, ficando
atrds apenas do cancer de mama e do cancer de célon e reto. Sao esperados para o
biénio 2016/2017, 16.340 novos casos para o Brasil e destes, 1.560 sédo estimados
para a regiao Centro-Oeste (INCA, 2015). No Brasil, as taxas de mortalidade estéo
estaveis, com maior reducéo nas capitais (Ayres et al., 2010). No mundo, as taxas
de mortalidade pelo cancer de colo uterino variam entre regides, indo de menos de 2

por 100.000 mulheres na Asia a 27,6 por 100.000 mulheres na Africa (INCA, 2014).
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De modo geral, o cancer de colo uterino tem evolucdo lenta e surge a partir
dos 30 anos, mas o pico de incidéncia ocorre entre os 50 e 60 anos (INCA, 2014). O
tipo histolégico predominante é o carcinoma de células escamosas (Coelho et al.,

2008), porém a incidéncia dos adenocarcinomas tem aumentado (Teke et al., 2015).

2.2. O Trato Genital Feminino

O trato genital feminino é composto pela vagina, vulva, Gtero (corpo e
cérvice), ovarios e tubas uterinas (Silva Neto, 2012). O (tero esta localizado no
centro da pelve, a frente do reto e atrds da bexiga. E um 6rgdo muscular com a
cavidade interna em forma triangular. Suas dimensfes nao gravidicas sdo de
aproximadamente 7,5 cm de comprimento, 5 cm de largura e 3 a 4 cm de diametro.
O corpo e a cérvice uterina comunicam a vagina com a cavidade peritoneal através
das tubas uterinas (Coelho et al., 2008).

O corpo do utero apresenta em seu interior a cavidade uterina, em
continuidade com a cérvice (colo uterino) e o canal endocervical, que por sua vez, se
projeta na parte alta da vagina (Coelho et al., 2008). A parte externa do colo uterino,
também chamada de ectocérvice, é revestida por epitélio escamoso estratificado e
ndo queratinizado composto por varias camadas celulares, passando pelo epitélio
basal, intermediario e superficial, repousados sobre uma membrana basal. A parte
interna do colo uterino, também conhecida como endocérvice, € composta pelo
epitélio endocervical, que apresenta camada Unica de células colunares altas,
situadas sobre um estroma de tecido conjuntivo e sdo produtoras de muco (Figura 1)
(Koss & Gompel, 2006).

O encontro do epitélio estratificado escamoso e o epitélio endocervical é

conhecido como zona de transformac&o ou juncdo escamo-colunar (Figura 2). Esta
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regido € de fundamental importancia, pois acredita-se ser o principal sitio de

infeccéo pelo Papilomavirus Humano (HPV) (Koss & Gompel, 2006).

Epitélio_gndocervical

Figura 1. Fotomicrografia do epitélio endocervical do colo uterino.
Adaptado de http://www.eurocytology.eu/en/course/932.

Epitélio Escamoso ——— Zﬁ“é?:’
Estratificado - > ———

Ly

— Epitélio Coluna

Figura 2. Fotomicrografia mostrando a zona de transformacéo do epitélio
escamoso e epitélio glandular do colo uterino. Adaptado de
http://www.proteinatlas.org/learn/dictionary/normal/cervix,+uterine+1).
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2.3. Historia Natural do Cancer de Colo Uterino

A historia natural do cancer de colo uterino esta diretamente ligada a infeccéo
pelo HPV, uma vez que em quase todos dos casos de cancer de colo uterino
invasivo, o DNA do HPV de alto risco é encontrado (Gravitt, 2011). Para que inicie a
infeccdo, é necessario o0 acesso de particulas de HPV as camadas basais do epitélio
escamoso, onde a atividade proliferativa das células é abundante (Ferraz et al.,
2012).

Nas células hospedeiras, o0 HPV pode permanecer sob duas situacfes, a
primeira na forma epissomal e a segunda, na forma integrada (Junior et al, 2006).
Na forma epissomal, 0 genoma do virus nao fica diretamente associado ao genoma
do hospedeiro, enquanto na forma integrada o genoma viral incorpora-se ao genoma
do hospedeiro e parece ser nessa condicdo que ocorre maior possibilidade evolucéo
para o cancer (Junior et al, 2006).

A grande maioria das infec¢cdes por HPV é espontaneamente eliminada e
apenas uma pequena minoria persiste e desencadeia lesbes intraepiteliais
precursoras ou cancer invasivo (Erickson et al. 2013). A idade da hospedeira e o tipo
viral sdo importantes variaveis para a eliminacdo dos virus. Mulheres jovens
eliminam mais facilmente o virus quando comparadas a mulheres mais velhas e os
HPV de baixo risco sdo mais facilmente eliminados quando comparados aos HPV de
alto risco (Erickson et al. 2013).

De modo geral, as lesdes precursoras intra-epiteliais progridem lentamente e
histologicamente se caracterizam pela desorganizacdo das camadas do epitélio,
presenca de alteracdes nucleares e figuras de mitose (Koss & Gompel, 2006).

O mais recente sistema de classificacdo para as lesbes precursoras do

cancer de colo uterino € o Sistema Bethesda que surgiu para uniformizar as
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nomenclaturas nos laudos citopatolégicos e enquadrar a classe NIC Il descrita por
Richard entre as lesGes de alto grau (Solomon & Nayar, 2005). Assim, o Sistema
Bethesda classifica as lesGes precursoras em duas categorias: lesdes de baixo grau
(LSIL) e lesdes de alto grau (HSIL) (Lax, 2011).

As lesBes de baixo grau acometem as camadas superficiais do epitélio e sdo
caracterizadas pelas alteracdes tipicas da infeccdo pelo HPV, como a coilocitose.
S&o0 mais associadas aos tipos virais de baixo risco oncogénico como o HPV 6 e 11
(Figura 3 A). As lesdes de alto grau acometem as camadas basais e parabasais do
epitélio, apresentam alteragbes citolégicas mais importantes e estdo mais
associadas aos tipos virais de alto risco, como os HPV 16 e 18 (Figura 3 B) (Lax,

2011).

Figura 3. (A) Leséo intraepitelial de baixo grau — NIC I; (B) Les&o intraepitelial de alto
grau — NIC Ill. Adaptado de (Lax, 2011).
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2.4. Fatores de Risco para o Cancer de Colo Uterino

2.4.1 Infeccao pelo Papilomavirus humano (HPV)

O fator de risco mais importante para o desenvolvimento de lesbes
intraepiteliais cervicais e do cancer de colo uterino € a infec¢do persistente por HPV
(Campaner et al., 2007;Coelho, 2008; Ishida et al., 2009; Schiffman et al., 2011,
Ribeiro et al., 2015). O DNA de HPV é encontrado em mais de 99% dos carcinomas
escamosos cervicais (Walboomers et al., 1999; Waggoner, 2003).

A principal via de contaminacdo pelo HPV € o contato sexual. Microtraumas
provocados pela relacdo sexual tornam-se portas abertas ao virus (Erickson et al.,
2013). A transmissdo entre mée e filho é documentada e pode ocorrer via contato
vaginal durante o parto ou por transmissao vertical, porém as taxas de transmisséo
vertical variam drasticamente entre estudos (Erickson et al., 2013).

Mais de 100 tipos de HPV ja foram descritos, com cerca de 40 tipos capazes
de infectar o trato genital (Coelho, 2008; Resende et al., 2014). Os gendtipos virais
do HPV podem ser divididos em grupos de acordo com seu potencial carcinogénico,
sendo classificados como de baixo risco (HPV 6, 11, 42, 43 e 44, 54, 70, 72, 73 e
81) ou alto risco (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59) (Silva Neto,
2012), logo, os tipos virais de alto risco sao frequentemente encontrados em
carcinomas ao contrario dos tipos virais de baixo risco, raramente associados a
carcinomas (Bodily & Laimins, 2011). Ha ainda os gendétipos virais classificados
como possivelmente causadores de cancer, como os HPV 68 e 73, oferecendo risco
intermediario para a neoplasia (Doorbar, 2012; Halec et al., 2014).

Estudos indicam que a maioria dos casos de infec¢cdo por HPV é solucionada
espontaneamente, porém fatores de risco associados a infeccdo pelo HPV,

infeccbes por multiplos tipos virais e novas infeccbes podem tornar a exposicao
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persistente, levando a modificacdes epiteliais malignas (Ibeanu, 2011). Infeccbes
persistentes por tipos de HPV de alto risco representam o fator mais importante para

a evolucao ao cancer (Bodily & Laimins, 2011).

2.4.2 Outros Agentes Infecciosos

Outras infecgBes sexualmente transmissiveis como Chlamydia trachomatis,
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e Herpes simplex (HSV) também sé&o
associadas ao desenvolvimento do cancer de colo uterino (Coelho, 2008; Mac Graw
& Ferrante, 2014). A co-infeccdo HIV-HPV é esperada devido ao perfil de risco
semelhante para as duas infeccfes. Quando coexistentes, o HIV pode mudar a
histéria natural da infeccdo pelo HPV, tornando-a mais agressiva (Coelho, 2008;
Kleppa et al., 2014). O desenvolvimento de cancer de colo uterino em mulheres HIV
positivas é considerado como definidor da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) (Mac Graw & Ferrante, 2014).

Acredita-se que o aumento no risco do desenvolvimento do cancer de colo
uterino atribuido as infec¢bes por Chlamydia trachomatis e 0 HSV2 seja devido a
resposta inflamatoéria provocada por esses dois agentes e a consequente formacao
de radicais livres, desenvolvendo uma possivel instabilidade genética (Mufioz et al.,

2006).

2.4.3. Multiplicidade de Parceiros Sexuais e Inicio Precoce da Atividade Sexual

O numero de parceiros sexuais € um importante fator de risco para a infec¢ao
pelo HPV, porém sua correlagdo direta como fator de risco para o cancer de colo
uterino ndo é bem documentada, por isso alguns estudos vém tentando estabelecer

melhor essa relacdo e resultados significantes para o aumento de lesdes
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precursoras e também para o carcinoma cervical invasor estdo sendo descritos (Liu
et al., 2015).

O inicio precoce da atividade sexual € um importante fator de risco para a
infeccdo pelo HPV, uma vez que nas adolescentes o epitélio ainda é imaturo, com
areas mais extensas de ectopia e metaplasia (Ribeiro et al., 2015). A ectopia
acontece quando o epitélio endocervical se estende a parte externa no colo uterino,
invadindo o epitélio da ectocérvice. Essa exteriorizacdo da juncado escamo-colunar

favorece a instalacdo de infec¢des sexualmente transmissiveis (Kleppa et al., 2014).

2.4.4. Tabagismo

A exposicao aos componentes toxicos do cigarro € associada a diversos tipos
de cancer (WEI et al, 2014), como pulméo, bexiga, pancreas, trato respiratorio
superior, incluindo cavidade oral, faringe, laringe e eséfago (Vineis et al., 2004;
Phillips & Venitt, 2012), e em 2004, o tabagismo foi incluido, pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC), como uma das causas do cancer de
colo do utero (Coelho, 2008).

O cigarro é composto por milhares de produtos quimicos (aproximadamente
7000 substancias), dentre os quais, a0 menos 60 sao classificados como
carcinogénicos. Os destaques no processo da carcinogénese sdo os aldeidos, os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, as nitrosaminas e 0s metais (Arsénio,
Cadmo e Cromo) (Phillips & Venitt, 2012; Sobus & Warren, 2014). O benzeno, por
exemplo, € um hidrocarboneto aromatico policiclico, derivado do petréleo e esta
presente no cigarro. Individuos fumantes tém taxas corporeas de benzeno 6 a 10
vezes maiores do que individuos ndo fumantes (Bruckner et al., 2012). Metabdlitos

do benzeno ligam-se covalentemente a proteinas e ao DNA e os derivados reativos
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desses metabolitos podem provocar dano ao DNA, mutacdes ou apoptose (Bruckner

et al., 2012).

Dentre os principais componentes do cigarro tém-se as nitrosaminas (Figura

4) e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Figura 5).

= SN=0
ol
N

4-(metilnitrosamina) -1- (3-piridil)

N nitrosonornicotina
-1-butanona

N- nitrocsoanatabina N*- nitrosoanabasina

Figura 4. Estrutura quimica das nitrosaminas presentes no tabaco.

Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno Fenantreno
Antraceno Fluoranteno Pireno Benzo (a) antraceno

Benzo (b) fluoretano Benzo (k) fluoretano

Figura 5. Estrutura quimica dos hidrocarbonetos aroméaticos
policiclicos presentes no tabaco.
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Os principais mecanismos de participacdo do tabaco no desenvolvimento de
lesbGes cervicais e cancer de colo uterino sdo explicados pela modificacdo da
resposta imune celular e humoral, pela exposicao direta do DNA aos carcindgenos e
pelos efeitos relacionados ao metabolismo de hormoénios sexuais (Campaner et al.,
2007; Coelho, 2008). O tabaco e os seus derivados podem causar alteracdes na
densidade e morfologia das células natural killer e nas células de Langerhans,
importantes mecanismos de vigilancia imunolégica celular (Uchimura et al., 2004).
Além disso, a formacdo de adutos de DNA, provocados pelas reacbes do
metabolismo dos compostos quimicos, induz mutacdes iniciadoras da carcinogénese
(Phillips & Venitt, 2012).

As substancias quimicas produzidas pela queima do tabaco e absorvidas
pelos pulmdes podem ser encontradas no muco cervical de mulheres fumantes,
expondo diretamente o DNA das células cervicais aos carcindbgenos (Campaner et
al., 2007; Kiran et al., 2010). Estudos demonstram que o tabagismo é importante
fator de risco para o cancer do colo uterino, relacionando o tempo e a intensidade do
habito de fumar com o desenvolvimento de lesdes precursoras e com 0 carcinoma
invasivo, estimando um aumento em duas vezes no risco de neoplasia para
mulheres tabagistas (Vineis et al, 2004; Roura et al., 2013).

Outra importante correlagdo vem sendo estabelecida entre o tabagismo e o
aumento no numero de visitas de acompanhamento ao ginecologista, a realizacéo
de colposcopias e a duracéo do tratamento de lesdes associadas ao HPV (Lamb et

al., 2013), reforcando o papel do tabagismo no cancer de colo uterino.

2.5. Ciclo Celular e Genética do Cancer de Colo Uterino

O conhecimento dos eventos de controle do ciclo celular é fundamental para a

compreensao do desenvolvimento embrionario, envelhecimento, proliferacédo e
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morte celular (Favaro, 2013). Alteracbes em genes de controle do ciclo celular e em
genes responsaveis por fatores de crescimento modificam a capacidade de
proliferacdo celular causando desequilibrio tecidual, processo caracteristico de
neoplasias (Andrade & Chammas, 2008). Células tumorais exibem alta taxa de
proliferacdo e pouca ou nenhuma sensibilidade aos estimulos de morte e fatores
antiproliferativos (Andrade & Chammas, 2008).

O potencial oncogénico do HPV depende da interagcdo das oncoproteinas
virais, especialmente E6 e E7, com proteinas regulatérias do ciclo celular,
principalmente p53 e pRb (Gadducci et al., 2011). A interagéo entre proteinas virais
e celulares interfere em pontos inibitérios da progressdo do ciclo celular e,
consequentemente, aumenta a taxa de proliferacao das células infectadas e reduz a
apoptose (Andrade & Chammas, 2008).

O gene p53 é considerado o guardido do genoma humano, pois é uma das
principais vias de controle do ciclo celular, impedindo a transformacdo neoplasica
por meio de mecanismos que impecam que células com DNA alterado completem o
ciclo celular. Ao ativar a transcricdo dos genes p16, GADD45 e BAX, a p53 induz o
reparo do DNA em G1 ou em casos de danos irreversiveis, induz a apoptose (Ferraz
et al., 2012). A pRb atua controlando a transicdo da fase G1 para a fase S do ciclo
celular. Em sua forma ativa, pRB encontra-se ligada ao fator de transcricdo E2F,
bloqueando a acéo deste e parando a célula em G1 (Ferraz et al., 2012). Muta¢cbes
em genes p53 e pRB causam proliferacao celular descontrolada, uma vez que as
células perdem o controle de checagem do ciclo. A maioria, sendo todos o0s
canceres, apresentam perda de funcdo das vias pRB e p53 (Junior et al., 2006). Nos
tumores associados ao HPV, a perda da funcéo de p53 e pRb € devida ao aumento

da degradacao de tais proteinas, mediada pelas proteinas virais E6 e E7, permitindo
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gue a célula anormal sobreviva, continue se dividindo e acumulando anormalidades

(Alberts et al., 2010).

2.6. Classificacédo Histologica dos Tumores de Colo Uterino

A cérvice uterina é a porcao inferior do Gtero, possui estrutura cilindrica e oca
e é revestida por dois tipos celulares distintos: as células escamosas na regiao
externa (ectocérvice) e as células colunares na porcédo interna (endocérvice)
(Coelho, 2008; Apgar et al., 2010). Cerca de 80% dos canceres de colo uterino se
desenvolvem a partir de lesbes escamosas precursoras. Os adenocarcinomas de
cérvice uterina sdo menos frequentes e contabilizam cerca de 20% dos tumores

invasivos (Waggoner, 2003).

2.6.1. Carcinoma Microinvasor

Sao considerados carcinomas microinvasivos 0s tumores que invadem o
estroma em no maximo 5 mm em profundidade a partir da membrana basal e cujo
diametro n&o ultrapasse 7 mm (Koss & Gompel, 2006). Os carcinomas
microinvasores apresentam bom prognéstico e sdo tratados por conizagdo ou

histerectomia simples, de acordo com o estadiamento (Koss & Gompel, 2006).

2.6.2. Carcinoma Escamoso Invasor

Um tumor cervical, que tenha invadido o estroma ao rompimento da
membrana basal, € considerado invasor (Koss & Gompel, 2006; Silva Neto, 2012).
Acomete ceélulas escamosas e € a neoplasia maligna mais comum do colo uterino
(Solomon & Nayar, 2005).

Os tipos histolégicos mais comuns de carcinoma escamoso invasor Sao:

carcinoma queratinizante ou bem diferenciado (graduacéo histolégica 1), carcinoma
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de células médias ou grandes (graduacao histologica Il) e carcinoma de pequenas
células (graduacédo histolégica Ill) (Koss & Gompel, 2006). Alguns tumores podem
apresentar mais de um elemento, sendo observada a predominancia para a

definicdo do grau de diferenciacédo dos tumores (Koss & Gompel, 2006).

2.6.3. Adenocarcinoma

Assim como o epitélio escamoso, o epitélio glandular também pode
apresentar alteracfes que vao de reacGes benignas ou inflamatérias até o cancer
invasivo (Koss & Gompel, 2006). Os adenocarcinomas tém aumentado nas ultimas
décadas e seu diagnostico é dificultado por fatores analiticos como dificuldade de
interpretacdo das lesbes precursoras glandulares e também pré-analiticos, como a
coleta citolégica sem representatividade deste epitélio (Andrade, 2008).

Ao contrario dos carcihomas escamosos, acreditava-se que 0S
adenocarcinomas nem sempre estariam associados a infec¢éo pelo HPV, sendo que
alguns subtipos histologicos raros se desenvolvem por outras vias de carcinogénese
(Andrade, 2008). Porém, em estudo realizado no Brasil, a presenca do HPV foi
identificada em 97,7% dos casos de adenocarcinomas (Carvalho et al., 2008). Além
disso, os adenocarcinomas parecem nao ter associacdo com o tabagismo, porém

podem ser relacionados ao uso prolongado de contraceptivos orais (Andrade, 2008).

2.7. Fatores Prognésticos no Cancer de Colo Uterino

A escolha do tratamento e a perspectiva de cura de cada tumor € baseada em
fatores prognésticos (Marques et al., 2015). Os principais fatores progndsticos para
o cancer de colo uterino sdo tamanho tumoral, tipo histologico, profundidade da
invasao estromal, metastases linfonodais e metastases a distancia. O estadiamento

tumoral € considerado principal fator prognéstico e foi preconizado pela Federacéo
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Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) para refletir a disseminacédo do
tumor, através da avaliacdo dos fatores: tamanho tumoral (T), comprometimento de
linfonodos (N) e metastases a distancia (M) (Tabela 1) (Silva Filho, 2009; Marques et
al., 2015).

Os tumores em células glandulares, seja adenocarcinomas ou tumores
adenoescamosos, apresentam pior prognoéstico quando comparados aos tumores
escamosos. Os tumores glandulares apresentam maior resisténcia ao tratamento
radioterapico, maior incidéncia de metastases e consequentemente menores taxas
de sobrevida (Rodrigues et al., 2008; Silva Filho, 2009).

O comprometimento de margens cirdrgicas € importante fator progndstico
pois esta diretamente associado com recidivas locais (Rodrigues et al., 2008), sendo
indicado, quando possivel, novo procedimento cirdrgico para definicdo de limites
livres de cancer (Silva Filho, 2009). Margens comprometidas em tumores estadiados
entre 1B ou IlA representa possibilidade de 40% de recidiva local, enquanto a
possibilidade de recidiva € de 16,7% para aqueles com margens livres (Singh & Arif,

2004).



Tabela 1. Classificacdo TNM/FIGO para o cancer de colo uterino. Disponivel em:
http://screening.iarc.fr/atlasclassiftnm.php?lang=4

TNM FIGO Tumor de colo uterino

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO 0 Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ (carcinoma pré invasor)

T1 I Carcinoma da cérvice confinado ao Utero
(extenséo ao corpo deve ser desprezada)

Tla IA Carcinoma invasor, diagnosticado somente
pela microscopia. Todas as lesfes visiveis
macroscopicamente - mesmo com
invasao superficial — sdo T1b/Estadio IB

Tlal 1AL Invasdo estromal de até 3mm em

profundidade e 7mm ou menos de
extensé&o horizontal

Tla2 1A2 Invasdo estromal maior que 3mm e até
5mm em profundidade com extensao
horizontal de 7mm ou menos

Tib B Lesdo clinicamente visivel, limitada ao

colo, ou lesdo microscépica maior que
Tla2/1A2

Tibl IB1 Lesdo clinicamente visivel com 4 c¢cm ou
menos em sua maior dimensao

T1b2 B2 Leséo clinicamente visivel com mais de 4
cm em sua maior dimensao

T2 Il Tumor que invade além do Utero, mas nao
atinge a parede pélvica ou o terco inferior
da vagina

T2a 1A Sem invaséo do paramétrio

T2b 1B Com invasédo do paramétrio

T3 [ Tumor que se estende a parede pélvica,

compromete o terco inferior da vagina, ou
causa hidronefrose ou excluséo renal

T3a A Tumor que compromete o ter¢o inferior da
vagina sem extensao a parede pélvica

T3b B Tumor que se estende a parede pélvica,
ou causa hidronefrose ou excluséo renal

T4 IVA Tumor que invade a mucosa vesical ou
retal ou que se estende atém da pelve
verdadeira

VB Metastase a distancia

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser
avaliados

NO Auséncia de metastase em linfonodo
regional

N1 Metastase em linfonodo regional

MX A presenca de metastase a distancia nao
pode ser avaliada

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Metastase a distancia
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2.8. Polimorfismos Genéticos em GSTM1 e GSTT1 e o Cancer de Colo Uterino

A glutationa é um tripeptideo antioxidante, formado pelos aminoacidos glicina,

cisteina e acido glutamico. Participa como cofator de varias enzimas e processos de

detoxificagdo (Carreiro, 2011). As Glutationa-S-Transferases (GST) sdo uma familia

de enzimas (Tabela 2) envolvidas na detoxificacdo de xenobibticos, como o0s

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos encontrados no cigarro, protegendo as

células de efeitos deletérios e oxidativos (Joseph et al., 2006; Singh et al., 2008;

Leme et al., 2010).

Tabela 2. Familia das Glutationa S Transferases. Adaptado de Cassarett & Doulls, 2008

Familia Classe Gene Enzima
Citosdlica Alpha GSTA1 GSTA1-1
GSTA2 GSTA2-2
GSTA3 GSTAS-3
GSTA4 GSTA4-4
GSTA5 GSTAS5-5
Mu GSTM1 GSTM1-1
GSTM2 GSTM2-2
GSTM3 GSTM3-3
GSTM4 GSTM4-4
GSTM5 GSTM5-5
Pi GSTP1 GSTP1-1
Sigma PGDS GSTS-1
Theta GSTT1 GSTT1-1
GSTT2 GSTT2-2
Zeta GSTZ1 GSTZ1-1
Omega GSTO1 GSTO1-1
GSTO2 GSTO2-2
Mitocondrial Kappa GSTK1 GSTK1-1
Microssomal (MAPEGs) gpl MGST2 MGST2
ALOX5AP Flap
LTC4S LTC.S
gpll MGST3 MGST3

Essa familia de enzimas catalisa reacfes de metabolizacdo de xenobioticos,

como por exemplo, a nicotina, tornando-os mais hidrossoluveis e facilitando a
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excrecdo destes compostos, consequentemente evitando seu acumulo no
organismo (Losi-Guembarovski & Colus, 2001). A Figura 6 ilustra as reacfes de
biotransformacao dos xenobidticos em duas possiveis vias, a primeira com sucesso

e a segunda quando néo ha excrecado dos compostos:

XENOBIOTICO

Enzimas da fase |

o a

ATIVACAO INATVAGAO ——— P produtoinativo ———— P Excrecio

l Enzimas da fase Il

Intermediario reativo

\Interagéo com ——— P Alteragbes em —— P Céancer
oDNA proto-oncogenes
e genes supressores

de tumores

Figura 6. Vias de metabolizagcédo de xenobioticos. Adaptado de Losi-Guembarovski &
Célus, 2001.

A delecdo homozigotica ou o gendtipo nulo de GSTM1 e GSTT1 resultam em
diferengas ou até auséncia da atividade dessas enzimas, podendo aumentar a
suscetibilidade ao cancer (Joseph et al., 2006; Singh et al., 2008; Leme et al., 2010).
A familia das GST é classificada em varios grupos, sendo eles: alpha, mu, kappa,
theta, pi, omega e zeta. A presenca ou auséncia do gene esta relacionada a
capacidade de conjugacdo de substancias glutationa-dependentes, interferindo
diretamente na metabolizacdo de varios carcin6genos e consequentemente
aumentando o risco para diversos canceres (Leme et al., 2010). Assim, a diferente
capacidade entre individuos, de metabolizar substancias xenobidticas, influencia na

suscetibilidade ao céncer (Ishida et al., 2009). Os genes que codificam essas
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enzimas sao altamente polimorficos e apresentam grande variabilidade de
expressao e de atividade (Leme et al., 2010).

O gene GSTML1 est4 localizado no endereco génico 1pl3 e apresenta 0s
alelos GSTM1la e GSTM1b que diferem pela substituicdo em um Unico par de bases
(C — G) na posicao 534 (Rebbeck, 1997). Os alelos podem se combinar formando
genotipos homozigotos ou heterozigotos e quando ocorre homozigose nula, a
atividade da enzima, produto desse gene, esta ausente (Losi-Guembarovski &
Colus, 2001).

O gene GSTT1 esta localizado no endereco génico 2211 (Gao et al., 2011) e
participa do processo de detoxificacdo dos carcindgenos, incluindo os provenientes
do tabaco. Seu polimorfismo nulo resulta em perda de atividade enzimatica (Zhang
et al., 2012).

O gene GSTM1 apresenta maior frequéncia de nulidade entre as populagdes
ja estudadas, ocorrendo em 23 a 41% dos afro-americanos e negros, em 23 a 48%
dos africanos, em 33 a 63% dos asiaticos e cerca de 57% em caucasianos (Losi-
Guembarovski & Célus, 2001). No Brasil, um estudo desenvolvido em Séo Paulo e
na Bahia, revelou a frequéncia de GSTM1 nulo entre brancos (55,4%), mulatos
(41,4%) e negros (32,8%) (Gattas et al.,2004).

Os principais estudos com metodologia caso-controle sobre os polimorfismos
nulos de GSTT1 e GSTM1 e sua relacdo ao cancer de colo uterino publicados de
2005 a 2015 estao sumarizados na Tabela 3. Controvérsias entre as frequéncias dos
polimorfismos nulos e o risco para o céancer cervical sdo relatados, porém, 0s
estudos com maior representatividade populacional apontam para o aumento do

risco de desenvolvimento deste cancer, para individuos com o polimorfismo nulo.
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Tabela 3. Trabalhos publicados entre 2005 e 2015 que avaliaram a associacéo entre os polimorfismos nulos de GSTT1 e GSTM1 e suas associa¢cdes

ao cancer de colo uterino.

Referéncia/ N°de casos N°de N°de Tecido Método Fatores de Gend6tipos Frequencia dos Freq.dos OR" pvalor
Pais —-SIL +Ca casos-Ca controles analisado risco genotipos % geral gendtipos
confirmado avaliados no cancer
—valor
absoluto e
(%)
Casos controles
Joseph, 147 102 165 Sangue PCR HPV GSTM1 53,7 32,7 * 2.39 0.0001
2005 periférico; GSTT1 16,3 9,7 1.82 0.091
india Células CYP1A1
esfoliativas
cervicais
Singh, 2008 150 150 168 Sangue PCR Tabaco GSTM1 427 28,0 64 (42,7) 1.52 0.009
india periférico Etilismo GSTT1 26,7 111 40 (26,7) 2.4 0.0004
GSTM3
Ishida, 2009 90 90 94 Sangue PCR Tabaco GSTM1 60.0 59,6 54 (60.0) 1.02 >0.05
Tailandia periférico GSTT1 46,7 40,4 42 (46,7) 1.29 >0.05
Kiran, 2010 46 46 52 Sangue PCR - GSTM1 54,3 57,7 25 (54,3) * 0.73
Turquia Periférico GSTT1 32,6 30,8 15 (32,6) 0.84
GSTP1
Djansuguro 207 207 160 Sangue PCR Tabaco GSTM1 14,29 2,5 6.5 <0.000
va, 2013 Periférico GSTT1 59,45 26,88 31(14,29) 3.99 1
Casaquistao Amostras Outros 129 0.0
cervicais genes de (59,45)
reparo de
DNA e ciclo
celular
Palma, 2010 81 25 111 Sangue PCR Tabaco GSTM1 60,5 52,3 15 (60) 1.37 <0.05
Italia Periférico HPV GSTT1 28,4 19,8 8 (32) 1.90 <0.05
Amostras
cervicais GSTP1
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Referéncia/ N°de casos N°de N°de Tecido Método Fatores de Gendtipos Frequencia dos Freq.dos OR' pvalor
Pais —SIL +Ca casos-Ca controles analisado risco gendtipos % geral gendtipos
confirmado avaliados no cancer
—valor
absoluto e
(%)
Casos controles
Niwa, 2005 131 131 320 Sangue PCR Tabaco GSTM1 53,4 57,5 70 (53,4) *
Japéo periférico GSTT1 48,1 42,6 63 (48,1)
NQO1
C609T
Sobti, 2006 103 103 103 Sangue PCR Tabaco GSTM1 40,7 36,8 42 (40,7) 1,17 <0.05
india periférico GSTT1 15,5 25,2 16 (15,5) 0,54 <0.05
GSTP1
Stosic, 2014 97 32 50 Sangue PCR Tabaco GSTM1 74,2 56,0 22 (68,75) 1.73 0.25
Servia periférico Idade GSTT1 39,2 40,0 12 (37,50) 0.90 0.82
Nishino, 124 124 125 Sangue PCR HPV GSTM1 62,1 47,2 77 (62,1) 1,83 0.019
2008 periférico Tabaco GSTT1 45,2 46,4 56 (45,2) 0,84 0.520
Japéo Outros
genes do
metabolism
o de
carcinégen
0S
Agorastos, 149 47 114 *kk PCR Tabaco GSTM1 59,06 60,6 24 (51,06) **
2007 Idade GSTT1 41,61 43,43 20 (42,55)
Grécia CYP1Al

1. OR ajustado para o numero de casos confirmados.

*QO trabalho ndo apresenta distribuicdo dos genotipos em pacientes com cancer cervical confirmado. A frequéncia apresentada é a geral.

*QR nao calculado pelo trabalho.

***Tecido utilizado ndo especificado pelo trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Primario

Avaliar as possiveis associacfes entre os polimorfismos nulos dos genes

GSTT1 e GSTM1, o tabagismo e o cancer de colo uterino.

3.2. Objetivos Secundarios

v' Comparar a frequéncia dos polimorfismos nulos de GSTM1 e GSTT1 em um
grupo de pacientes com cancer de colo uterino e um grupo de mulheres sem
historico de cancer de colo uterino.

v Investigar a prevaléncia do tabagismo nos dois grupos de mulheres.

v' Avaliar as possiveis associacdes entre os polimorfismos nulos de GSTT1 e
GSTM1 detectados e os fatores de risco para o cancer de colo uterino,
especialmente o tabaco.

v' Investigar as possiveis associacdes entre os polimorfismos avaliados, o

prognadstico dos tumores de colo uterino e a sobrevida em 60 meses.
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4. METODOLOGIA

4.1. Aspectos Eticos

O presente estudo foi realizado apds aprovacao do projeto pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (CEP/AACG),

sob o numero CAAE 45582615.5.0000.0031 (Anexo 1).

4.2. Selecdo de Sujeitos, Coleta de Amostras Biologicas e Dados
Clinicopatolégicos

A selecédo do grupo de casos foi realizada por meio de busca ativa nos livros e
registros do Setor de Anatomia Patologica do Hospital Aradjo Jorge. A partir dos
casos diagnosticados em 2006 e 2007, os carcinomas de colo uterino foram
confirmados histopatologicamente e selecionados para andlise de prontuarios e
pesquisa do polimorfismo nulo de GSTT1 e GSTM1. Os casos selecionados foram
agueles que apresentaram blocos de tecido disponiveis e suficientes e dados
clinico-patoldgicos disponiveis nos respectivos prontuarios. Todo cuidado foi tomado
no sentido de ndo esgotar os espécimes incluidos em parafina. Os dados coletados
a partir dos prontuarios incluiram: tipo histologico, grau histologico, estado civil,
idade ao diagnéstico, histéria de tabagismo e etilismo, status menstrual, tipo de
tratamento, estadiamento clinico (extensédo da lesdo, comprometimento linfonodal,
metastase a distancia) e status da paciente na ultima consulta com seguimento de
até 60 meses (Anexo 2).

O célculo amostral inicial foi baseado na estimativa anual de novos casos

para o ano de 2014, com erro de 5%, e compreendia o niumero total de 243 casos.
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Um fluxograma detalhado com os motivos das exclusfes de casos foi montado a fim

de facilitar a compreenséo da casuistica (Figura 7).

244 laudos 211 participantes 161 participantes
histopatoldgicos de »

2006 e 2007

135
. participantes

)
4 ) *Dad
eRadioterapia Pados | *Blocos
prévia (22) Incompletos insuficientes
*Auséncia de em tuarios: ou
diagndstico prontuarios: indisponiveis
Lo Tabagismo 26
primario (11) (22); (26)
Seguimento e
outros (28)
. J \ y \ y

Figura 7. Fluxograma com levantamento e sele¢do dos casos.

O grupo controle foi composto por mulheres, pareadas pelas diferentes faixas
etarias do grupo de casos, que buscaram o Laboratério da Area de Salde da PUC
GO para realizacdo de exames de rotina. Os controles selecionados foram aqueles
que nao apresentavam histéria de carcinoma de colo uterino. Esse grupo de
mulheres foi convidado a participar do estudo e aquelas que concordaram,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3), autorizando a
utilizacdo da amostra sanguinea para analise molecular dos polimorfismos nulos de
GSTT1 e GSTM1 e fornecendo dados sociodemograficos (Anexo 4).

A escolha do grupo controle foi definida no sentido de evitar maiores riscos e
desconfortos as participantes, vez que as mulheres incluidas foram aquelas que

procuram o Laboratério Clinico da PUC GO para exames de rotina e desta forma, ja
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seriam submetidas a coleta de sangue periférico. O numero final de participantes

para o grupo de casos foi 135 e de controles foi 100 (Tabela 4).

Tabela 4. NUmero de participantes do estudo e intervencdes realizadas.

Grupo Numero de individuos Intervencdes realizadas

Andlise dos prontuéarios e

analises moleculares dos

Grupo casos 135 blocos de parafina
contendo amostras
tumorais.

Coleta de dados
Grupo controle 100 séciodemograficos e

analises moleculares das

amostras sang uineas.

4.3. Anéalise Molecular

Apbs a selecdo dos casos, filetes das amostras tumorais foram cortados e
armazenados em tubos estéreis de 1,5 mL. Cada tubo foi identificado de acordo com
o bloco cortado e o numero de filetes disponiveis era variavel, dependendo da
quantidade de material disponivel em arquivo. Quanto ao grupo controle, a aliquota
sanguinea foi armazenada em tubo préprio com EDTA, identificadas e refrigeradas.

Todas as extracbes de DNA foram realizadas no Laboratoério de Diversidade
Genética da PUC GO e as reacdes em cadeia da polimerase e a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 8% foram realizadas no Laboratério de Oncogenética e

Radiobiologia do Hospital Araujo Jorge.



41

4.3.1. Extracdo do DNA das Amostras Tumorais

A extracdo de DNA das amostras tumorais cervicais foi feita por meio do kit
comercial Wizard, distribuido pela Promega, de acordo com protocolo de
desparafinizacdo e extracdo utilizado no Laboratério de Diversidade Genética da
PUC GO (Anexo 5). Os tubos com os produtos das extracdes foram identificados e

armazenados a - 20°C para posterior utilizacdo nas reacdes de PCR.

4.3.2. Extracdo do DNA das Amostras Sanguineas

As extracfes do DNA das amostras de sangue periférico do grupo controle
foram realizadas por meio do método salting-out (Sambrooks, 1989) (Anexo 6). Os
tubos com os produtos das extracdes também foram identificados e armazenados a

- 20°C para posterior utilizacdo nas reacdes de PCR.

4.3.3. Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizada para amplificacdo de
um fragmento de 75 bp para o gene GSTM1 e de 70 bp para o gene GSTT1,
conforme protocolo descrito por Halolu, 2013. Os oligonucleotideos iniciadores
utiizados para amplificacdo do fragmento de GSTM1 foram: Forward
5ATGGTTTGCAGGAAACAAGG3’ e Reverse 5CCTCCATAACACGTGAAGCASZ.
Para amplificacéo do gene GSTT1 foram utilizados: Forward

STTCCTGGGTGAGCCAGTATC3' e Reverse 5 ACTGCAGGGTCACATCCAASZ'.

Os protocolos de PCR para amplificacéo dos fragmentos dos genes GSTM1 e
GSTT1 estdo descrito nas Tabelas 5 e 6. Todas as rea¢fes foram acompanhadas
de controles positivo e negativo para verificacdo da eficacia da amplificacdo. A

presenca e a integridade do DNA foram verificadas por meio da amplificacédo de um
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controle enddgeno, realizado em todas as amostras negativas para GSTM1 e
GSTT1, concomitantemente. O controle endégeno escolhido para este estudo foi o

gene da enzima Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

Tabela 5. Protocolo de PCR para amplificacdo de fragmentos dos genes GSTM1 e GSTT1.

Reagente [ Tinicial [ ]final Volume para uma reacao

Tampdo 10x [ 10x] [ 1x] 2,5ul
MgClI? 50 mM 2Mm 1,0 ul
dNTP’s 2mM 0,2 mM 2,5ul
p1 2,5uM 0,05 uM 0,5 ul

p2 2,5uM 0,05 uM 0,5 ul
DNA 100 ng/ul 2 ng/ul 2,0ul
Tagq. Pol. 5 Ulul 0,2 Ulul 0,5 ul
H20 milli-Q g. 5p. 25ul 15,5 ul

Total e e 25, 0 ul

Tabela 6. Protocolo de ciclagem.

Temperatura Tempo Numero de ciclos
94° C 5 minutos 01
94°C 30 segundos
57°C 30 segundos
40
72°C 30 segundos
4°C Infinito 01

Apoés o término da PCR, os produtos da amplificacdo foram analisados por
meio da eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e revelados pela coloragdo com
nitrato de prata. Um marcador de peso molecular (ladder) de 50 pb da marca
Invitrogen foi utilizado para analise das bandas formadas.

Apoés a revelacdo das bandas, o gel foi fotografado em camera digital para
analise dos resultados. As amostras consideradas positivas para GSTM1 e/ou

GSTT1 foram aquelas que revelaram bandas nos pesos moleculares esperados.
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Foram consideradas bandas reveladas em qualquer intensidade. As amostras

consideradas negativas para GSTM1 e/ou GSTT1 foram aquelas que nao revelaram

bandas (Figura 8).
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Figura 8. Gel de poliacrilamida a 8%, exibindo controle padrdo de 50 pb
(Ladder), controle positivo, controle negativo, amostras negativas e positivas
para amplificacBes de um fragmento de 75 pares de bases do gene GSTM1.

4.4. Andalise dos Dados

Os dados de todos os participantes do estudo foram transcritos para planilhas
do Excel e avaliados individualmente para compor planilhas de contingéncia. Os
dados foram comparados pelo teste do Chi-quadrado ou teste exato de Fisher, com
nivel de significancia em 5% (p < 0,05), utilizando o programa Graphpad. A anélise
de sobrevida utilizou 0 método de Klapan Meier e a comparagao entre as curvas 0

método de Log-rank.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas Sociodemograficas e Clinicopatolégicas das Pacientes

com Céancer de Colo Uterino

O grupo de casos foi composto por 135 mulheres com cancer de colo uterino
com confirmacédo histopatologica. Os dados sociodemograficos das pacientes estao
descritos na Tabela 7. A idade das mulheres que compde o grupo variou de 26 a 85
anos e a média de idade foi de 49,6 anos (+14,3). A maior frequéncia de mulheres
era casada (40,0%). O consumo de tabaco em algum periodo da vida foi relatado
por 44,4% das mulheres e o etilismo foi relatado por 9,6% destas. Mulheres entre 41
e 60 anos somam quase a metade (45,9%) dos casos de cancer de colo uterino

deste estudo e 52,6% ainda estavam na menacme quando diagnosticaram o cancer.
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Tabela 7. Andlise descritiva das caracteristicas sociodemogréficas do grupo de pacientes
com cancer.

Variavel n =135 %

Estado civil

Solteira 37 27,4
Casada 54 40,0
Outro 43 31,9
Né&o informado 01 0,7
Idade ao diagndstico

Até 30 anos 11 8,2
31 a 40 anos 30 22,2
41 a 50 anos 30 22,2
51 a 60 anos 32 23,7
61 a 70 anos 22 16,3
71 a 80 anos 09 6,7
81 a 90 anos 01 0,7
Histéria de Tabagismo

Sim 37 27,4
N&o 75 55,6
Ex- tabagista 22 16,3
Masca fumo 01 0,7

Historia de Etilismo

Sim 12 8,9
N&o 107 79,3
Né&o informado 15 111
Ex etilista 01 0,7

Status Menstrual
Menacme 71 52,6
Menopausa 64 47 .4

As caracteristicas clinicopatologicas das pacientes com cancer de colo uterino
estdo descritas nas Tabelas 8 (A) e 8 (B). A maioria das mulheres com cancer de
colo uterino foi submetida a algum tipo de cirurgia durante o tratamento, sendo a
histerectomia radical o procedimento cirargico mais frequente (31,1%). Quanto ao

tratamento radioterapico, a combinacdo radioterapia + braquiterapia foi aplicada a
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40,0% das participantes. Com relacéo ao tipo histologico, os carcinomas escamosos
representam o maior numero de casos (74,1%), seguido dos adenocarcinomas
(17,0%). No cancer de colo uterino, o tratamento quimioterapico apresenta baixa
resposta terapéutica, sendo usado apenas nos casos onde ha processo metastatico,
0 que pode ser observado neste estudo, visto que os dados de tratamento
quimioterapico (12,6%) e de metastases a distancia (13,3%) sdo quase coincidentes.

Ao final de 60 meses, a mortalidade registrada foi de 23,0%.

Tabela 8 (A). Analise descritiva dos tratamentos administrados as pacientes com cancer de
colo uterino

Variavel n =135 %

Tratamento Cirargico
Sim 96 711
Nao 39 28,9

Tipo Cirargico

Conizagéo 09 6,7
HTA total 11 8,1
HTA radical 42 31,1
Conizagédo + HTA total 10 7,4
Conizacédo + HTA radical 24 17,8

Tratamento radioterapico

Radioterapia externa 16 11,9
Braquiterapia 03 2,2
Radio + braquiterapia 54 40,0
N&o 62 45,9

Tratamento Quimioterapico
Sim 17 12,6

N&o 118 87,4
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Tabela 8 (B). Andlise descritiva dos fatores prognésticos do grupo de pacientes com cancer
de colo uterino.

Variavel n %

Extensdo da leséo

lell 106 78,5
Melv 21 15,6
TIS 06 4,4
NE 02 15

Comprometimento Linfonodal

NX 12 8,9
NO 118 87,4
N1 05 3,7

Metastase Linfonodal

MX 01 0,7
MO 116 85,9
M1 18 13,3

Tipo Histolégico

Escamoso 100 74,1
Adenocarcinoma 23 17,0
Adeno — escamoso e colisdo 12 8,9

Grau Histoloégico

Gl 05 3,7
Gll 51 37,8
Gl 30 22,2
GX 01 0,7
NI 48 35,6

Evolucgéo da paciente
Viva sem doenca 97 71,9
Viva com doenca 07 5,2

Obitos 31 23,0
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5.2. Caracteristicas das Participantes do Grupo Controle

O grupo controle foi composto por 100 mulheres saudaveis, com idade
variando de 24 a 86 anos, sendo a meédia de 54,3 anos (+15,1). A maioria das
participantes era menopausada (58,0%). Quanto ao habito tabagista, 27,0% das
mulheres que compde o grupo controle, declaram ter fumado em algum periodo da
vida. Destas, 15,0% ainda fazem uso do tabaco diariamente. Os dados das

participantes que compde o grupo controle estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9. Caracteristicas das participantes do grupo controle.

Variavel n =100 %
Idade

Até 30 anos 05 50
31 a 40 anos 15 15,0
41 a 50 anos 22 22,0
51 a 60 anos 20 20,0
61 a 70 anos 23 23,0
71 a 80 anos 11 11,0
81 a 90 anos 04 4,0

Histéria de Tabagismo

Sim 15 15,0
Néo 73 73,0
Ex- tabagista 12 12,0

Status Menstrual
Menacme 42 42,0
Menopausa 58 58,0
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5.3. Frequéncia dos Polimorfismos Nulos

Os resultados dos polimorfismos nulos de GSTT1 e GSTM1 no grupo de
casos e de controles estdo descritos na Tabela 10. Entre os casos, 0 polimorfismo
nulo foi mais frequente para o gene GSTT1 (48,5%) do que para o gene GSTM1

(22,2%) e a dupla nulidade foi encontrada em 13,3% dos participantes.

Tabela 10. Polimorfismos nulos nos grupos de casos e controles.

Gene Nulos (%) Presentes Nulos (%) Presentes (%) p OR
Casos (%) Casos Controles Controles

GSTM1 30 (22,2%) 105 (77,8%) 45 (45,0%) 55 (55,0%) 0,0016  0,4127
GSTT1 66 (48,5%) 69 (51,5%) 56 (56,0%) 44 (44,0%)  0,2808

GSTMle  18(13,3%) 117(86,7%) 28 (28,0%) 72 (72,0%) 0,0051  0,3956
GSTT1

Quanto ao grupo controle, a frequéncia dos polimorfismos nulos foi maior
também para o gene GSTT1 (56,0%) do que para o gene GSTM1 (45,0%) e a dupla

nulidade foi encontrada em 28,0% das participantes.

5.4. Frequéncia dos Polimorfismos Nulos em GSTM1 e GSTT1 e o Tabagismo

Os grupos de mulheres com cancer de colo uterino e sem cancer de colo
uterino foram subdivididos em tabagistas e ndo tabagistas para possibilitar a
verificacdo das frequéncias dos polimorfismos nulos e o tabagismo nos dois grupos.
Das 135 participantes do grupo de casos, 60 fizeram uso do tabaco em algum
periodo da vida. Entre os 100 controles, 27 relataram tabagismo ao longo da vida. A
frequéncia dos polimorfismos nulos nos grupos de tabagistas e ndo tabagistas pode

ser observada na Tabela 11.
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Tabela 11. Grupos de casos e controles subdivididos em tabagistas e ndo tabagistas e
suas respectivas frequéncias de polimorfismos nulos.

Variavel GSTM1 nulo (%) GSTT1 nulo (%) GSTM1 e GSTT1 nulos (%)
Casos

Tabagistas (n=60) 13 (21,7%) 23 (38,3%) 05 (8,3%)

Nao tabagistas (n=75) 17 (22,7%) 43 (57,3%) 13 (17,3%)
Controles

Tabagistas (n=27) 11 (40,7%) 13 (48,1%) 06 (22,2%)

N&o tabagistas (n=73) 34 (46,6%) 43 (58,9%) 22 (30,1%)

5.5. Frequéncia dos Polimorfismos Nulos e do Tabagismo nos Fatores
Prognosticos e Mortalidade

Dentre as 135 participantes do grupo de casos, 31 evoluiram a Obito em
periodo inferior a 60 meses apds o diagndstico primario. As frequéncias dos
polimorfismos nulos de GSTML1 e de GSTT1 relacionados aos fatores prognosticos e

relacionados aos 6bitos podem ser observadas na Tabela 12.



Tabela 12: Frequéncias de polimorfismos nulos, fatores prognosticos e 6bitos.

o1

Variavel GSTM1 nulo GSTM1 + p OR  GSTT1 nulo GSTT1 + p OR GSTML1 - N&do GSTM1 p OR
(%) (%) (%) (%) GSTT1 - -/ GSTT1 -
(%) (%)
Tipo
Histolégico
Escamoso 20 (14,8%) 80 (59,3%) 0,293 - 51 (37,8%) 49 (36,3%) 0,400 - 13 (9,6%) 87 (64,4%) 0,847 -
Adeno + 10 (7,4%) 25 (18,5%) 15 (11,1%) 20 (14,8%) 05 (3,7%) 30 (22,2%)
Adenoescamo
so + Colisao
Metastase a
distancia
Sim 08 (5,9%) 10 (7,4%) 0,014 3,45 10 (7,4%) 08 (5,9%) 0,543 - 04 (3,0%) 14 (10,4%) 0,227 -
N&o 22 (16,3%) 95 (70,4%) 56 (41,5%) 61 (45,2%) 14 (10,4%) 104 (77,0%)
Metastase
linfonodal
Sim 02 (1,5%) 03 (2,2%) 0,307 - 01 (0,7%) 04 (3,0%) 0,838 - 0 (0,0%) 05 (3,7%) 0,924 -
N&o 28 (20,7%) 102 (75,6%) 65 (48,2%) 65 (48,2%) 18 (13,3%) 112 (83,0%)
Extensao da
lesdo
lell 20 (15,8%) 86 (67,7%) 0,016 0,310 46 (36,2%) 60 (47,2%) 0,006 0,239 11 (8,7%) 95 (74,8%) 0,025 0,28
leltv 09 (7,1%) 12 (9,5%) 16 (12,6%) 05 (3,9%) 06 (4,7%) 15 (11,8%)
Obitos
Sim 08 (5,9%) 23(17,0%) 0,584 - 19 (14,1%) 12 (8,9%) 0,115 - 07 (5,2%) 24 (17,8%) 0,084 -
Nao 22 (16,3%) 82 (60,7%) 47 (34,8%) 57 (42,2%) 11 (8,2%) 93 (68,9%)
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Dentre as 31 participantes que evoluiram a o6bito, o polimorfismo nulo de

GSTML1 foi identificado em 25,8% destas, enquanto para GSTT1, a frequéncia foi de

61,3%. Quando a dupla nulidade esteve presente, a frequéncia encontrada foi de
22,6%.

Observou-se importante relacdo entre o habito tabagista e o cancer

(p=0,0062), com risco de 2,16 vezes para tabagistas desenvolverem o cancer de

colo uterino (Tabela 13).

Tabela 13. Frequéncia do habito tabagista entre 0os grupos de casos e controles.

Variavel Casos (%) (n =135) Controles (%) (n = 100) p OR
Tabagistas 60 (44,4%) 27 (27,0%)

0, 0062 2,16
N&o tabagistas 75 (55,6%) 73 (73,0%)

Os 6bitos relacionados ao habito tabagista sdo apresentados na Tabela 14.
Apesar do numero de oObitos (54,8%) ser superior entre as fumantes, o consumo de

tabaco néo foi associado de forma significativa ao do risco de morte (p = 0,1845).

Tabela 14. Frequéncia do habito tabagista entre os grupos de 6bitos e vivos.

Variavel Obitos (%) Vivos p valor
(n =31) (n=104)
Tabagistas 17 (54,8%) 43 (41,3%)
0, 1845
N&o tabagistas 14 (45,2%) 61 (58,7%)

No subgrupo de ébitos, a frequéncia dos polimorfismos duplos nulos foi mais
expressiva (22,6%) do que quando comparado a frequéncia geral do estudo

(13,3%).
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A sobrevida global das participantes com cancer de colo uterino, ao final de

60 meses foi de 78,5% (Figura 9).
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Figura 9. Sobrevida global das pacientes com céncer de colo uterino.

Quando ajustada ao genétipo GSTM1, a sobrevida foi de 80,0% para o

genotipo GSTML1 positivo e de 73,3% para o gendtipo GSTM1 nulo (Figura 10). A

diferenca entre os grupos nao foi estatisticamente significante (p=0,368).
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Figura 10. Sobrevida ajustada ao genétipo GSTML1.
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Para GSTT1, a sobrevida ajustada ao genoétipo positivo foi de 85,5%,
enquanto para GSTT1 nulo foi de 71,2% (Figura 11). A diferenga entre os grupos foi
estatisticamente significante (p=0,034) e o risco para o Obito foi de 2,2 quando o

genatipo nulo foi detectado.
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Figura 11. Sobrevida ajustada ao gendétipo GSTT1.

Quando os gendtipos foram avaliados de forma combinada, a sobrevida das
pacientes que apresentam a dupla nulidade foi de 61,1%, enquanto a sobrevida
daquelas que possuiam ao menos um dos alelos com gendtipo positivo foi de 81,2%
(Figura 12). Essa diferenca foi estatisticamente significante (p=0,031), com risco de

Obito de 2,5 vezes para a condi¢do de dupla nulidade.
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Figura 12. Sobrevida ajustada ao genétipo duplo nulo.
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6. DISCUSSAO

As analises dos dados deste estudo mostraram diferenca significativa entre as
frequéncias dos polimorfismos nulos de GSTM1 e GSTT1 em grupo de pacientes
com cancer de colo uterino e controles. Uma associacao significativa (p=0,0016)
para o polimorfismo nulo de GSTM1 e o cancer de colo uterino, sugere que 0
genotipo positivo para GSTM1 confira apenas melhor prognostico para a doenca
(OR=0,4127). Relacao importante entre GSTM1 nulo e a presenca de metastases a
distancia foi observada (p=0,014), uma vez que o genotipo presente de GSTM1
reduziria o risco de metastases em aproximadamente 3,5 vezes.

Outros fatores progndsticos importantes como acometimento linfonodal,
extensdo da lesdo e o numero de Obitos, se mostraram menos frequentes na
presenca do gendtipo positivo para GSTM1. Quanto aos 6bitos, apesar de nao se
mostrar estatisticamente significante (p=0,084), observou-se que a maioria dos
pacientes vivos, ao final do estudo (68,9%), apresentou gendtipo funcional, ou seja,
alguma atividade enzimatica, em relacdo aos portadores do gendtipo nulo
combinado para os dois genes estudados. Esse dado se reflete na sobrevida que se
mostrou maior em todas as situa¢des onde havia ao menos um genotipo positivo,
indicando risco de 6bito na presenca de dupla nulidade (p=0,031; RR=2,458).

Apenas um estudo avaliou a sobrevida associando os polimorfismos de
GSTT1 e GSTM1 em pacientes com céancer de colo uterino. Neste estudo os
genotipos nulos de GSTM1 e GSTT1 foram associados a maior sobrevida e menor
risco de morte quando detectada nulidade dos genes (Abbas et al., 2015). E
importante ressaltar que no referido estudo, houve associagdo ao tratamento
aplicado, onde todas as participantes estavam em estagios avangados da doenca e

foram submetidas a tratamento com cisplatina que é um quimioterapico detoxificado
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pelas GST. Portanto a discordancia entre os resultados pode ser explicada pela
especificidade do grupo avaliado. Sabe-se que a superexpressdo das GST em
células tumorais pode determinar resisténcia ao tratamento com cisplatina ou
compostos derivados e, neste caso, a nulidade genética seria favoravel a esses
individuos (Abbas et al., 2015).

Em relacdo ao tabagismo, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os polimorfismos nulos e o numero de 6bitos (p=0,1845), porém a relacéo ja
bem estabelecida em outros estudos (Phillips & Venitt, 2012; Sobus & Warren, 2014;
Wei et al., 2014), entre o tabaco e o risco para o cancer, também foi observada em
nosso estudo (p=0,0062; OR= 2,163).

Vérios estudos vém tentando esclarecer a relacao entre os genaotipos nulos de
GSTML1 e GSTT1 e variados tipos de cancer, como o de bexiga, pulmao, préstata,
rins, ovario, cabeca e pescoco e outros (Leme et al., 2010; Rodrigues et al., 2010;
Haholu et al., 2013; Matic et al., 2013). Entretanto, devido a relacdo ja bem
consolidada entre o cancer de colo uterino e o HPV, os estudos acerca desses
polimorfismos associados a cérvice uterina, ndo sao tdo frequentes e exibem
diferencas entre as populacbes. Com os relatos de presenca de carcinégenos
derivados de hidrocarbonetos arométicos policiclicos no muco cervical, o interesse
pelo estudo das enzimas detoxificadoras passou a se ampliar para outros sitios
anatdmicos, como o colo uterino.

No Brasil, s6 um estudo publicado (Carvalho et al., 2008) investigou a
frequéncia dos polimorfismos nulos de GSTM1 e GSTT1 em adenocarcinomas
cervicais e controles sem cancer. Assim, nosso estudo é o unico no Brasil a
investigar a frequéncia dos polimorfismos nulos de GSTM1 e GSTT1 no cancer de

colo uterino incluindo os tipos histologicos escamosos, mistos e adenocarcinomas e,
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além disso, relacionar com controles saudaveis. Os outros estudos brasileiros acerca
do tema investigaram apenas a frequéncia do polimorfismo na populacdo em geral
ou avaliou os gendtipos nulos em neoplasias em outros sitios anatémicos (Losi-
Guembarovski & Colus, 2001; Gattas et al., 2004; Oliveira et al., 2010; Leme et al.,
2010).

A relagdo entre os polimorfismos nulos de GSTM1 e GSTT1 com o cancer de
colo uterino € controversa em diferentes populacbes. Em estudos realizados em
diferentes paises como india (Joseph et al., 2006), italia (Palma et al., 2010) e
Casaquistéo (Djansugurova et al., 2013), o polimorfismo nulo de GSTM1 e GSTT1
foi considerado fator de risco para o desenvolvimento do cancer de colo uterino. Ja
em outros estudos, em paises como Tailandia (Ishida et al., 2009), Turquia (Kiran et
al., 2010) e Sérvia (Stosic et al., 2014), o polimorfismo nulo de GSTM1 e GSTT1 néo
foi fator de risco para o cancer de colo uterino. Em estudo realizado na Colémbia
(Sierra-Torres et al., 2006), os polimorfismos nulos em GSTM1 e GSTT1 nao
afetaram o risco para as lesdes intraepiteliais de alto grau, sugerindo outros fatores
como mais importantes para a evolucéo ao cancer, como infeccées por HPV de alto
risco, exposicdo a compostos mutagénicos e polimorfismos em outros genes do
metabolismo, como o CYP2EL.

As discordancias entre estudos podem ser explicadas principalmente pelas
diferentes frequéncias desses polimorfismos em diferentes populacdes, que podem
variar de 26,0% em africanos a 53,1% em caucasianos (Natphopsuk et al., 2015).
Além disso, outros fatores podem estar associados ao favorecimento ou nao do
desenvolvimento do céncer, como o estilo de vida e exposicdo ambiental a

xenobioticos.
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Recente estudo publicado reafirma estudo prévio realizado na Tailandia e
conclui que a delecdo de GSTML1 nao é fator de risco para o cancer de colo uterino.
Este estudo parece ter maior acuracia, uma vez que ndo apenas 0 genétipo nulo
para GSTM1 foi pesquisado e sim, as variantes heterozigotas para esse gene
(Natphopsuk et al., 2015).

Algumas limitac6es foram encontradas para o desenvolvimento deste estudo,
como o tamanho amostral, a falta de informacfes em prontuarios e as limitacdes das
técnicas moleculares utilizadas. Para o tamanho amostral, apesar dos esforcos, nédo
foi possivel obedecer a amostra populacional calculada estatisticamente, tornando-
se, portanto, amostragem por conveniéncia. Quanto a técnica molecular, a PCR
convencional ndo nos permite a diferenciacdo entre homozigotos e heterozigotos,
limitando nossos resultados ao gendétipo nulo ou presente.

Por meio dos resultados encontrados, acreditamos que GSTT1 nulo néo é
fator de risco para o cancer de colo uterino. Para GSTM1 concluimos que seu
genatipo funcional é fator de melhor progndstico para os canceres de colo uterino.
Assim, o genoétipo nulo de GSTM1 também n&o se caracteriza como fator preditivo
para o cancer em questao.

Novos estudos com céancer cervical e metabolismo de xenobidticos devem
abranger outros genes que atuem sinergicamente na tarefa de eliminar os
compostos téxicos e mutagénicos do organismo. A inclusdo de genes da familia do
citocromo P450 e o estudo detalhado das GST, incluindo heterozigotos, poderiam
aumentar as possibilidades de elucidacdo dos fatores que predispbe o cancer de

colo uterino.



60

7. CONCLUSOES

v Os gendtipos nulos de GSTM1 e GSTT1 ndo conferem risco para o

cancer de colo uterino na populacéo estudada.

v A frequencia do polimorfismo nulo para o gene GSTT1 foi maior do

que para o polimorfismo nulo em GSTM1 na populagéo estudada.

v O tabagismo foi mais frequente no grupo de pacientes com cancer e

esteve associado significativamente ao cancer de colo uterino.

v O gendtipo GSTM1 presente esteve associado significativamente ao

melhor prognadstico dos tumores, diminuindo o risco de metastases.

v A sobrevida ao final de 60 meses foi maior na presenca de ao menos
um genatipo positivo indicando risco de 6bito na presenca de dupla nulidade

(p=0,031; RR=2,458).
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ANEXO 1

ASSOCIAGCAO DE COMBATE
AO CANCER EM GOIAS -

 PARECER CONSUBSTANCIADO D!
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AO TABAGISMO E
ETILISMO EM CARCINOMAS DE CAVIDADE ORAL E CARCINOMAS DE COLO
UTERINO

Pesquisador: VERA APARECIDA SADDI

Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versado: 2

CAAE: 45582615.5.0000.0031

Instituigdo Proponente: ASSOCIACAO DE COMBATE AO CANCER EM GOIAS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.128.857
Data da Relatoria: 24/06/2015

Apresentagao do Projeto:
ja apresentados e apos explicagdes pertinentes

Objetivo da Pesquisa:
ja apresentados

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
melhor esclarecidas

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
todos comentarios ja apresentados

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
termos de acordo

Recomendagées:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

esclarecimentos aceitos apos explicagdes do pesquisador e mudangas do TCLE ficaram de acordo com as
normas

Enderego: 239

Bairro: SETOR LESTE UNIVERSITARIO CEP: 74.605-070
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3243-7050 Fax: (62)3243-7050 E-mail: cepaccg@accg.org.br
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ASSOCIAGAO DE COMBATE
AO CANCER EM GOIAS -

Continuagao do Parecer: 1.128.857

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
parecer acatado

GOIANIA, 29 de Junho de 2015

Assinado por:
Elismauro Francisco de Mendonga

(Coordenador)
s
Enderego: 239
Bairro: SETOR LESTE UNIVERSITARIO CEP: 74.605-070
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3243-7050 Fax: (62)3243-7050 E-mail: cepaccg@accg.org.br

Pagina 02 de 02



ANEXO 2

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS E ASSOCIACAO
DE COMBATE AO CANCER EM GOIAS

Projeto: ESTUDO DE POLIMORFISMOS GENETICOS EM GSTM1 E GSTT1
E SUAS POSSIVEIS ASSOCIACOES AO TABAGISMO E AO CANCER
CERVICAL.

Prontuario: Data do diagndstico: / /

Nome: Data de nascimento: / /

Endereco: Telefone:
Estado civil: (1) Solteiro  (2) Casado  (3) Outro (4) Néo informado
Escolaridade: (1)Fundamental(2)Ens.Médio (3) Superior  (4) Nao informado
Idade & primeira relagdo sexual: __ (1) N&o informado

Opcéo sexual: (1) Homossexual(2) Heterossexual (3) N&o informado
Antecedente cancer (1) Sim (2) Nao (3) Néo informado
Histdrico familiar (1) Sim (2) Nao (3) Néo informado
Tabagismo: (1) Sim (2) Nao (3) Ex tabagista  (4) Né&o informado
Frequéncia: (1) Asvezes (2) Diariamente (3) N&o informado
Quantidade: (1)<1maco (2)dela3macos (3)>3 macos

Etilismo: (1) Sim (2) Nao (3) Néo informado
Frequéncia: (1) As vezes (2) Diariamente (3) Né&o informado
Tipo de bebida: (1) Destilados (2) Fermentado (3) Né&o informado
Uso de anticoncepcionais orais: (1) Sim (2) Néo (3) Néo informado
Status menstrual: (1) Menacme (2) Menoapusa  (3) Né&o informado
DIAGNOSTICO

Exame ginecoldgico: / / Resultado:

Diagnostico citologico: / / Resultado:

Diagnostico por biopsia: / / Tipo de biopsia:

Resultado:

Diagndstico por cirurgia: / / Resultado:

Outras informacdes:

NUmero do AP a ser analisado: Data do exame: / /




TRATAMENTO CIRURGICO: (1) Sim (2) N&o

TIPO CIRURGICO: (1) Conizagdo (2) Histerectomia total (3) Histerectomia Radical
TRATAMENTO RADIOTERAPICO: (1) Radioterapia externa (2) Braquiterapia
TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO: (1) Sim (2) Ndo

ESTADIAMENTO CLINICO:

Tamanho do tumor: (1) Nao especifico

Extensdo da lesdo: (1) IA (2) IB (3) HA(4) 1B B)IA  (6) 11IB (7) IVA
(8) VB (9) Néo especificado

Comprometimento linfonodal: (1) NX (2) NO (3) N1, LN comprometidos

Local

Metastase: (1) MX (2) MO (3)M1,Local:

DADOS ANTAMO PATOLOGICO
Tipo histolégico: (1) Ca Escamoso (2) Adenocarcinoma (3) Adeno-escamoso
(4) Outros

Grau tumoral Iindice mitotico

Levantamento da quantidade de biopsias e caracteristicas das pecas:

EVOLUCAO DO PACIENTE:

(1) Viva, sem evidéncia de doenca, Gltimo seguimento / /

(2) Viva, com evidéncia de doenca, Gltimo seguimento / /
(3) Obito, data / /
Coletado por: , em / /




ANEXO 3

Projeto de Pesquisa:
ANALISE DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AO TABAGISMO E
ETILISMO EM CARCINOMAS DE CAVIDADE ORAL E CARCINOMAS DE COLO
UTERINO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO CONTROLE - COLO DO UTERO

Pesquisador Responsavel (orientadora): Dra. Vera Aparecida Saddi
Mestrandas envolvidas no projeto:
Ana Karolina Lopes
Ana Lucia Munaro Tacca
Jodié do Amaral Sodario Costa

Vocé estd sendo convidado (a) para participar voluntariamente de um projeto de pesquisa
intitulado: “ANALISE DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AO
TABAGISMO E ETILISMO EM CARCINOMAS DE CAVIDADE ORAL E CARCINOMAS
DE COLO UTERINO”. Sua participag¢do ¢ importante, porém, vocé ndo deve participar contra a
sua vontade.

Antes de decidir se vocé aceita participar, ¢ importante que entenda porque esta pesquisa
estd sendo realizada, os seus objetivos, todos os procedimentos a serem realizados, os possiveis
beneficios, riscos ¢ desconfortos. '

A qualquer momento, antes, durante e depois da pesquisa, vocé podera solicitar maiores
esclarecimentos. Em caso de dividas sobre a pesquisa, vocé poderd entrar em contato com os
pesquisadores responsaveis, Dra. Vera Aparecida Saddi, nos telefones: (62) 8247-9596 ou com
as mestrandas: Ana Lucia Munaro Tacca, Ana Karolina Lopes ou Jodié do Amaral Sodario
Costa, telefone (62)8167-3178. Se vocé tiver alguma duvida sobre os seus direitos ou questdes
éticas como participante de pesquisa, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Associagdo de Combate ao Cancer em Goids, situado no enderego: Rua 239 no. 206
— 2° Andar, Setor Leste Universitario, Goiania, Goias, pelo telefone (62) 32437050 no horario
de 8:00 as 17:00 h ou pelo e-mail:cepaceg@accg.org.br.

Vocé tem total liberdade para recusar sua participagdo. Esta recusa em nada interferird na
assisténcia que vocé receberd e vocé ndo serd penalizado (a) ou responsabilizado de forma
alguma. Se aceitar participar e depois retirar seu consentimento em nada sera prejudicado (a).

Todas as informagdes coletadas neste estudo sdo estritamente confidenciais. Somente o
pesquisador e/ou equipe de pesquisa terdo conhecimento de sua identidade e nos
comprometemos a manté-la em sigilo ao publicar os resultados dessa pesquisa.

Apbs receber os esclarecimentos e as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, este documento devera ser assinado em duas vias, sendo a primeira de guarda e
confidencialidade do Pesquisador (a) responsavel e a segunda ficard sob sua responsabilidade
para quaisquer fins. :



INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

O céncer do colo do utero ¢ um problema de satde publica importante € ocupa a segunda
posi¢io entre os canceres que acometem as mulheres. Dentre os fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer cervical, o principal € a infeccdo pelo Papilomavirus humano (HPV).
Porém o HPV sozinho ndo ¢ suficiente para o desenvolvimento desse cancer e outros fatores de
risco vém sendo estudados, como o tabagismo (hdbito de fumar) e fatores genéticos que podem
aumentar a chance da mulher desenvolver esse cancer.

Em uma determinada populagdo, as pesscas sdo muito parecidas umas com as outras,
porém, existem diferengas no material genético (DNA) dos individuos, que podem estar
associadas a uma maior ou menor chance de desenvolver certas doengas. No caso do cancer do
colo do utero, essas diferencas individuais estdo associadas principalmente com a capacidade do
organismo humano transformar ¢ climinar as substancias quimicas, como aquelas presentes no
cigarro. Sendo assim, diferengas genéticas podem determinar se o individuo tem maior ou menor
chance de desenvolver doengas associadas ao cigarro, como o cancer do colo do utero.

O objetivo deste projeto de pesquisa consiste em avaliar a freqiiéncia de variagdes
genéticas em um grupo de pacientes com céancer do colo do ttero e um grupo controle, formado
por individuos que ndo apresentam historia pessoal ou familiar do colo do dtero.

O material genético (GSTT1 e GSTM1) a ser estudado estd presente em células do sangue.

As variagdes a serem estudadas estdo relacionadas com a capacidade do individuo transformar e

eliminar as substancias quimicas do cigarro. Essas variagdes gencticas podem tornar o individuo

mais ou menos sensivel as substancias toxicas do cigarro e dessa forma desenvolver ou ndo um
cancer do colo do ttero.

Como vocé ¢ uma pessoa sauddvel, fard parte do grupo controle, sem histdria pessoal ou
familiar de cancer do colo do ttero e os dados a serem estudados em uma amostra do seu sangue
serdo comparados com aqueles estudados em mulheres com cancer do colo do utero.

Caso vocé aceite participar, devera assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e doar uma amostra de sangue. A amostra usada sera apenas a que sobrar da sua coleta
normal para os exames de rotina, para os quais vocé procurou este laboratorio. Esta amostra
(2ml) seré transferida ao Laboratério de Oncogenética e Radiobiologia da Associacio de
Combate ao Cancer em Goias, sob a responsabilidade da coordenadora do laboratério, Profa.
Dra. Vera Aparecida Saddi, que € a pesquisadora responsavel pelo presente projeto. As amostras
sanguineas colhidas de todos os participantes da pesquisa serdo armazenadas em um freezer e
formardo uma cole¢@o de amostras, que ¢ chamada de biorrepositdrio, ou seja um repositério de
material bioldgico. Essas amostras serdo usadas para os exames de variacdo genética (GSTTI e
GSTM1) mencionados neste projeto de pesquisa, e se vocé concordar, poderdo ser utilizadas
para o desenvolvimento de outras pesquisas futuras, desde que avaliadas e aprovadas pelos
Comités de Etica em Pesquisa das institui¢des responsaveis. A principio, essas amostras serdo
guardadas durante cinco anos, até que o estudo seja concluido e os resultados obtidos sejam
publicados em revistas cientificas. Apds o periodo de cinco anos, o material bioldgico coletado
(aliquota sanguinea) podera ser usado em outras pesquisas, se vocé concordar, ou ser descartado,



conforme as normas vigentes de drgdos técnicos competentes, mantendo sempre em sigilo a
identidade dos sujeitos da pesquisa.

O procedimento de coleta serd realizado por um profissional treinado, seguindo as normas
de seguranga estabelecidas ¢ evitando maiores riscos. Entretanto, caso vocé apresente algum
problema médico ou desconforto durante ou apds a coleta da amostra, o pesquisador lhe prestard
assisténcia total e vocé recebera atendimento e acompanhamento médico integral.

Os resultados do presente estudo deverdo contribuir para o conhecimento das variagoes
genéticas na populagido do Estado de Goias e identificar as pessoas mais ou menos sensiveis as
substancias tdxicas do cigarro.

Caso vocé queira conhecer os resultados desta pesquisa com mais detalhes, vocé pode
procurar os pesquisadores responsdveis a qualquer momento, por meio do email
(verasaddi@gmail.com) ou pelo telefone (62)82479596.

A pesquisa ndo oferece um beneficio .direto para vocé, mas os achados do estudo
possibilitardo o desenvolvimento de medidas de prevengdo mais eficazes e tratamentos cada vez
mais especificos e individualizados para o cancer do colo do utero, além de explicar melhor os
efeitos do cigarro no organismo da mulher. Nao existe outra forma de obter dados sobre o
procedimento em questdo € que possa ser mais vantajosa.

Este estudo ndo acarretara nenhuma despesa ou compensacdo para vocé, pois a conversa
com o pesquisador, a assinatura do TCLE e a coleta serdo realizadas durante sua coleta para
exames de rotina. Contudo, caso haja alguma despesa gerada pela sua participagdo na pesquisa,
ou caso seja comprovado algum dano decorrente de sua participagdo na pesquisa, vocé terd
garantido seu ressarcimento integral.

Vocé tem o direito garantido de requerer indenizag@o em caso de danos, comprovadamente
decorrentes da sua participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial.

A sua participagdo no estudo é voluntaria, se resumird ao periodo de leitura do TCLE e
coleta da amostra sanguinea, que deverdo durar cerca de 30 minutos, ndo sendo necessdrio seu
comparecimento em qualquer consulta médica ou exame extra para este estudo. Vocé tem total
liberdade para retirar o consentimento para a pesquisa a qualquer momento.

Local e data:

Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel:




CONSENTIMENTO DO PARTICIPANTE

Eu, , RG ;. 'GPE

, endereco

s

abaixo assinado, concordo em participar do estudo “ANALISE DE POLIMORFISMOS
GENETICOS ASSOCIADOS AO TABAGISMO E ETILISMO EM CARCINOMAS DE
CAVIDADE ORAL E CARCINOMAS DE COLO UTERINO” como participante de
pesquisa.

Fui devidamente informado e esclarecido pelo Pesquisador

sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os

possiveis riscos ¢ beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade e que
todas as informagdes obtidas serdo mantidas sob sigilo. Recebi uma copia deste documento com
todas as paginas rubricadas e assinadas por mim e pelo Pesquisador Responsavel. Assim,
autorizo a coleta, o armazenamento e a utilizagdo do material bioldgico colhido. Autorizo
também a divulgacdo dos dados obtidos neste estudo, na forma de apresentagdes em congressos

e artigos cientificos publicados em revistas especializadas.

O] - Eu concordo que a amostra de sangue coletada neste estudo seja utilizada para

pesquisas futuras, sem necessidade de assinatura de novo TCLE, desde que o estudo secja
aprovado pelos Comités de Etica das Instituigdes participantes.

[ - Eu nio concordo que a amostra de sangue coletada neste estudo seja utilizada para
pesquisas futuras, sem assinatura de um novo TCLE.

D = Eu desejo ser informado (a) sobre o resultado do teste genético realizado em minha

amostra de sangue, quanto a minha maior ou menor suscetibilidade as substancias toxicas do cigarro.

Local e data:

Nome e assinatura do participante da pesquisa ou do responsavel legal

Assinatura Dactiloscépica:

Nome e assinatura do pesquisador responsavel



ANEXO 4

Projeto: ESTUDO DE POLIMORFISMOS GENETICOS EM GSTM1 E GSTT1E
SUAS POSSIVEIS ASSOCIACOES AO TABAGISMO E AO CANCER CERVICAL.

Ficha para coleta de dados de grupo controle

1-Nome: 2- Data de nascimento: / /

3-Procedéncia: 4-Telefone:
5- Estado civil: (1) Solteiro (2) Casado  (3) Outro (4) N&o informado
6- Escolaridade:(1)Fundamental(2)Ens.Médio (3) Superior  (4) Nao informado

7- Profissdo: 8- Renda aproximada:

9- Idade a primeira relagdo sexual: (1) N&o informado
10- Opcdo sexual: (1) Homossexual(2) Heterossexual (3)N&o informado

11- Possui alguma doenca cronica: (1) Sim  (2) Nao (3) Né&o informado

Se sim, qual
12- Antecedente de cancer: (1) Sim (2) Néo (3) N&o informado
13- Historico familiar de cancer: (1) Sim, qual (2) Néo

(3) Nao informado
14- Historico familiar de diabetes: (1) Sim (2) Nao (3) Nao informado

15- Historico familiar de doencas cardiacas: (1) Sim (2) Nao (3) Néo informado

16- Alguma doenga familiar: (1) Sim, qual (2) Nao
17- Faz consultas ginecoldgicas regularmente: (1) Sim, com que frequencia

(2) Nao
18- Tabagismo: (1) Sim (2) Ndo  (3) Ex tabagista (4) Néo informado
19- Frequéncia: (1) As vezes (2) Diariamente (3) N&o informado
20- Quantidade: (1)<1maco (2)dela3macos (3)>3 magos
21- Etilismo: (1) Sim (2) Nao (3) Ex etilista (4) Néo informado
22- Frequéncia: (1) As vezes (2) Diariamente (3) Néo informado
23- Tipo de bebida: (1) Destilados (2) Fermentado (3) Né&o informado
24- Uso de anticoncepcionais orais: (1) Sim (2) Nao (3) Né&o informado
25- Status menstrual: (1) Menacme (2) Menoapusa  (3) Nao informado

Coletado por: , em / /




ANEXO 5

EXTRACAO DE DNA DE TECIDO EMBLOCADO EM PARAFINA
UTILIZANDO XILOL

1. OBJETIVO:

Este procedimento destina-se a extracdo de DNA de tecidos emblocados em
parafina utilizando solvente organico para a remoc¢éo da parafina, digestdo com
Proteinase-K, precipitacdo das proteinas com Kit Promega, precipitacdo do DNA

com Isopropanol e Etanol 70% para a purificacdo do DNA.

2. DEFINICOES:

EPI- Equipamento de protecéo individual.

3. MATERIAIS E METODOS:
3.1- Equipamentos:
e Microtubos de polipropileno de 1,5 ml
e Micropipetas de 20, 200 e 1000 pl e respectivas ponteiras
e Centrifuga sem refrigeracéo (até 13000 rpm)
e Banho-Maria de 55 a 65°C
e Espectrofotometro
e Aparatos para gel de agarose
e Parafilme
e Papel Absorvente

e Fonte

3.2 — Reagentes para a extracao do DNA
e Aguadeionizada
e Agua MiliQ Autoclavada
e Kit Promega: Solucéo de Lise e Precipitacdo de Proteinas
e Proteinase-K 2,0% (100mg Proteinase K e 5 ml de TE pH 9). Filtrar em filtro
de 0,45um e estocar a -20°C por tempo indeterminado.

e Etanol 100%: Manter aliquotas em tubo falcon estéril a - 4°C.



Etanol 70%: Manter aliguotas em tubo falcon estéril, com 70 ml de etanol
100% e 30 ml de agua deionizada e estocar a — 4 °C. Preparar com agua
Milli-Q estéril e em proveta estéril.

Xileno: Manter aliguotas em tubo falcon estéril a - 4°C.

Isopropanol: Manter aliquotas em tubo falcon estéril a — 4°C.

3.3— Reagentes para eletroforese em gel de poliacrilamida:

Gel de Agarose: Solucéo estoque para 100mL de gel, pesar 0,89 de agarose
e transferir para o baldo Erlenmeyer. Adicionar 100mL de TBE 1X. Fundir a
solucdo no microondas até homogeneizar (aproximadamente 3 vezes por
30seg na poténcia maxima — evitar fervura). Acrescentar 2uL de Brometo de
Etideo (10mg/mL) e misturar com agitagao leve.

Obs.: Brometo de Etidio €& carcinogénico e mutagénico e deve ser
manuseado com luvas.

Solucéo de TBE 10X (108 g Tris base, 559 acido bérico, 40 mL; 0,5 M EDTA
pH 8,0 , 1000mL de H20 g.s.p.). Estocar a temperatura ambiente. Descartar a
solugéo se houver precipitados ou presenca de contaminagao.

Tampéo TBE 1X: 1 parte de TBE 10X e 9 partes de &gua. Estocar a
temperatura ambiente.

Tampé&o de amostra 6x:(azul de bromofenol e xilenocianol a 0,25% cada e
ficoll 15% em agua) (Sambrook et al., 1989 )

TEMED (N, N, N’, N'-Tetrametiletilenodiamina)

Persulfato de amoénia a 10%: 10g de persulfato de aménia em 100 ml em
agua deionizada. Fazer aliquotas de 1 ml e estocar a -20 °C.

Marcador de peso molecular

Etanol Absoluto

Acido Acético Glacial

Formaldeido 37%

Nitrato de prata 20%

Hidroxido de Sédio 30%

DNA extraido

Solucéo de Hipoclorito 1,0%


https://www.google.com.br/search?q=Erlenmeyer&espv=2&biw=1280&bih=675&tbm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ei=QZsZVbebL9DhsASFkYDICg&ved=0CB8QsAQ

3.4- Desinfeccdo de bancadas, fluxo laminar e acessorios:
e A desinfeccdo do Fluxo laminar, bancadas, micropipetas, microcentrifugas

deverd ser feita com Hipoclorito de sodio 1,0%.

3.5- EPI:
e Luva e Avental — utilizar durante todo o procedimento lembrando que, para o

manuseio de reagentes de PCR recomenda-se a utilizacdo de luvas e
aventais que nao foram expostos anteriormente a produto amplificado. N&o
entrar com avental exposto a produto amplificado na sala de preparo da PCR

e nem na sala de extracdo de DNA.

e Mascara - Utilizar enquanto estiver manuseando o Xileno. Trabalhar

preferencialmente em capela ou em local que contenha exaustao.

4. PROCEDIMENTO:

Desparafinizacao das Amostras

1. Colocar um fragmento de tecido em um tubo de 1,5 mL e adicionar 500 yL de
xileno. Incubar por 15 minutos a 65°C.

2. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos para formar um pellet de tecido.
Descartar o xileno.

3. Repetir as etapas 1 e 2 mais duas vezes para completar o processo de remocao
da parafina.

4. Adicionar 500 yL de etanol 100% e incubar por 15 minutos a 65°C.

5. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos para formar um pellet do tecido.
Descartar o etanol.

6. Repetir as etapas 4 e 5 mais duas vezes para completar a remocédo da parafina.
Lise Celular

1. Adicionar 200 yL de solugéo de lise celular, macerando o tecido com a ponteira.
2. Adicionar ao lisado 10 yL de proteinase K (20mg/mL).

3. Misturar o conteudo homogeneizando com a ponteira e incubar a 65°C até
completar a digestao (Overnight).



Obs: Alguns tecidos requerem maior tempo e maiores concentracfes de proteinase
K para completar a digestao.

Precipitacdo de Proteinas
1. Resfriar as amostras a temperatura ambiente.

2. Adicionar 50 yL de solucéo de precipitacdo de proteinas ao lisado de células e
homogeneizar com a ponteira.

3. Incubar a -20°C durante 15 minutos.
4. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos.

Obs: O precipitado de proteinas formara um pellet no fundo do tubo. Caso o
precipitado ndo estiver visivel, repetir as etapas 2 e 4.

Precipitacdo do DNA

1. Transferir o sobrenadante com o DNA para um microtubo de 1,5 mL limpo e
adicionar 200 yL de isopropanol 100%.

2. Misturar bem por inversao
3. Incubar durante uma hora a -20°C. ( Melhor resultado Overnight )

4. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos. Descartar o isopropanol por
inverséo.

5. Secar o tubo sobre um papel absorvente durante 15 minutos.

6. Adicionar 200 yL de etanol 70% e inverter os tubos varias vezes para lavar o
pellet de DNA.

7. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos. Descartar o etanol por inversao.
8. Secar o tubo sobre papel absorvente durante 15 minutos.

Hidratacdo do DNA

1. Adicionar 20 yL de agua ultrapura autoclavada.

2. Armazenar a -20°C.

4.2 . Eletroforese em gel de agarose

Preparo do gel a 0,8% :(para 100 ml da solucao de trabalho):



Pesar 0,89 de agarose e transferir para o baldo Erlenmeyer. Adicionar 100mL de
TBE 1X. Fundir a solu¢cdo no microondas até homogeneizar (aproximadamente 3
vezes por 30seg na poténcia maxima — evitar fervura). Acrescentar 2uL de
Brometo de Etideo (10mg/mL) e misturar com agitacdo leve. Despejar no aparato e
aguardar a polimerizagao.

Preparo da amostra para a eletroforese:

Misturar 2ul de DNA extraido com 3 pl do tampédo de amostra em cada canaleta.
Incluir na eletroforese uma canaleta para o marcador de peso molecular (diluicao

de acordo com o fabricante). Efetuar a corrida em tampéo TBE 1X a 120V por 15
minutos.

Levar ao transluminador UV para a visualizacdo das bandas no gel.

5- RESULTADOS
Os DNAs deverdo ser analisados, para verificar a eficiéncia da extracao, realizado
em espectrofotdbmetro por comprimento de onda entre 260nm e 280nm e comparada

com a formacao de bandas no gel de agarose a 0,8%.

6- REGISTRO E INTERPRETACAO DE RESULTADOS

Os materiais recebidos para extracdo de DNA séo registrados em planilha no ato do
recebimento, os resultados gerados sdo registrados em livro ata pelo préprio
colaborador e as conclusdes finais na planilha de recebimento.

Apos eletroforese, caso ndo ocorra a aparecimento de banda ou ocorra a geracao
de um forte rastro (sem bandas) no gel, as quantidades de DNA na deverao ser

revisadas.
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