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Resumo

Francisco AARF. Andlise de polimorfismos de genes envolvidos no
metabolismo e em receptores de estrogénio em mulheres sadias e em
portadoras de carcinoma mamario [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2012. 50p.

INTRODUCAO: O cancer de mama é a neoplasia maligna mais comum no
sexo feminino e a segunda causa de 6bito por cancer na mulher. Apesar dos
avancos no conhecimento da patogénese e dos aspectos moleculares da
doenca, a exposicao prolongada tanto ao estrogénio enddgeno quanto
exdgeno constitui importante fator na carcinogénese mamaria. Produtos da
degradacéo e inativacdo do estrogénio podem ter agéo proliferativa e causar
danos ao DNA. Genes de baixa penetrancia relacionados ao metabolismo
hormonal, atuando em conjunto com fatores comportamentais e endégenos,
podem ser responsaveis por parte dos casos de cancer de mama, atuando
em conjunto a genes de alta penetrancia. OBJETIVOS: Analisar
polimorfismos no receptor de estrogénio e em genes relacionados ao seu
metabolismo em mulheres com e sem céancer de mama, observando suas
frequéncias em cada um dos grupos. CASUISTICA E METODOS: Foram
incluidas mulheres portadoras de carcinoma mamario recém-diagnosticado,
com idade superior a 40 anos e sem historico de outros tipos de neoplasia
maligna (grupo “estudo”) e mulheres sem céncer de mama, apresentando
exame mamografico normal realizado ha no maximo 12 meses, com mais de
40 anos de idade e sem historico de cancer (grupo “controle”). Foi realizada
coleta de sangue periférico para extracdo e analise de DNA gendémico.
Avaliaram-se os polimorfismos em CYP1A1l Mspl, CYP3A4*1B, COMT LI/L,
ESR1 Pvull e Xbal e UGT1A1*28. RESULTADOS: Os polimorfismos em
UGT1A1*28 e ESR1 Pvull foram mais frequentes no grupo de mulheres com
cancer de mama, porém sem atingir significancia estatistica. As mutacdes
em ESR1 Xbal, CYP3A4*1B e CYP1Al Mspl foram mais frequentes no
grupo controle, também sem significancia estatistica. Ja o genétipo L/L do
gene COMT foi mais significativamente mais frequente no grupo controle.
CONCLUSOES: A frequéncia de polimorfismos em UGT1A1*28 e ESR1
Pvull foi de 16,8% e 39,4% nas mulheres com cancer de mama e 10,8% e
18,3% nas sem cancer. A frequéncia de mutacbes em ESR1 Xbal,
CYP3A4*1B e CYP1Al Mspl foi de 15,1, 44,2 e 3,6% nas mulheres sem
cancer de mama e de 25, 22,2% e 0 nas com cancer de mama. O genotipo
L/L do gene COMT foi significantemente mais frequente no grupo controle
(28,9 vs. 8,6%), sugerindo que este polimorfismo poderia ser um fator
protetor ao cancer de mama na populacao estudada.

Descritores: 1.Polimorfismo genético 2.Estrogénios 3.Neoplasias da mama



Abstract

Francisco AARF. Analysis of polymorphisms in genes involved in metabolism
and estrogen receptors on healthy women and women with breast carcinoma
[dissertation]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sé&o
Paulo”; 2012. 50p.

INTRODUCTION: Breast cancer is the most common malignancy in women
and second leading cause of cancer death in women. Despite advances in
studies on the pathogenesis and molecular aspects of the disease, prolonged
exposure to endogenous and exogenous estrogen is an important factor for
mammary carcinogenesis. Products of degradation and inactivation of
estrogen may have proliferative action and cause DNA damage. Low
penetrance genes related to hormone metabolism, acting in conjunction with
behavioral and endogenous factors may be responsible for most cases of
breast cancer, and together with high penetrance genes. OBJECTIVES: To
analyze polymorphisms in genes related to the estrogen receptor and
metabolism in patients with and without breast cancer, observing the
frequencies in each group. MATERIALS AND METHODS: We included
women with newly diagnosed breast cancer, aged 40 years or more and
without history of other types of malignancy (“study” group) and women
without breast cancer, with a normal mammography performed for no more
than 12 months, with more than 40 years old and no history of cancer
(“control” group). A sample of peripheral was collected for genomic DNA
extraction and analysis. The polymorphisms in CYP1A1 Mspl, CYP3A4*1B,
COMT L/, ESR1 Pwull and Xbal and UGT1A1*28 were evaluated.
RESULTS: The polymorphisms in UGT1A1*28 and ESR1 Pvull were more
frequent in the group of women with breast cancer, without reaching
statistical significance. The mutations in ESR1 Xbal, CYP3A4*1B and
CYP1A1 Mspl were more frequent in the control group, also not statistically
significant. The COMT genotype L/L was significantly more frequent in
control group. CONCLUSIONS: The frequency of polymorphisms in
UGT1A1*28 and ESR1 Pvull was 16.8% and 39.4% in women with breast
cancer and 10.8% and 18.3% in those without cancer. The frequency of
mutations in ESR1 Xbal, CYP3A4*1B and CYP1A1l Mspl was 15.1, 44.2 and
3.6% in women without breast cancer and 25, 22.2 and 0% in breast cancer.
The L/L genotype of the COMT gene was significantly more frequent in the
control group (28.9 vs. 8.6%), suggesting that this polymorphism could be a
protective factor against breast cancer in this population.

Descriptors: 1.Polymorphism, genetic 2.Estrogens 3.Breast neoplasms



1 - INTRODUCAO

O carcinoma de mama (CM) é uma neoplasia epitelial maligna que se
caracteriza pela invasdo tecidual adjacente e pela tendéncia a
metastatizacao a sitios distantes (Ellis et al., 2003). Na maioria das vezes, 0s
tumores séo do tipo adenocarcinoma, derivados da unidade ducto lobular
terminal (UDLT), a unidade funcional da mama. Cerca de 90% dos casos
sdo nao hereditarios (esporadicos) e somente 10% familiares (Travis e Key,
2003; Bland e Copeland, 2010).

No Brasil, estimam-se 53 mil casos novos diagnosticados em 2012,
segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2012). E a neoplasia maligna
mais comum no sexo feminino, a exce¢do dos tumores de pele nédo
melanoma. Nos Estados Unidos, a estimativa de incidéncia para 2011 foi de
231 mil casos novos de cancer de mama, porém, em 93% a doenca estaria
confinada a mama ou somente apresentaria comprometimento linfonodal
axilar (SEER, 2011). Estudo brasileiro realizado na cidade de Goiania
mostrou que 65% dos casos apresentam, ao diagnéstico, comprometimento
axilar ou regional (Freitas et al., 2006).

Apesar dos avancos no conhecimento da patogénese e dos aspectos
moleculares da doenca, a exposicdo prolongada tanto ao estrogénio
enddgeno quanto exdgeno constitui importante fator na carcinogénese
mamaria (Toniolo et al., 1995; Zeleniuch-Jacquotte et al., 1995; Yager e

Davidson, 2006). Outros fatores de risco associados a iniciagdo e ao



desenvolvimento séo: grande namero de ciclos ovulatorios devido a menarca
precoce ou menopausa tardia; nuli ou primiparidade tardia; alta densidade
mamaria (principalmente na pés-menopausa); mutacfes genéticas (como
BRCAL e BRCA2); uso de terapia hormonal e obesidade na p6s-menopausa
(Zeleniuch-Jacquotte et al., 1995; Liehr, 2000; Clemons e Goss, 2001; Yager
e Davidson, 2006).

Sabe-se que o estrogénio se associa a proliferacdo e a maturacdo do
tecido mamario. Age através de receptores intracelulares, ativando fatores
de transcricdo, como DNA mitocondrial, produzindo mensageiros
secundarios, fator transformador de crescimento alfa (TGFa) e fator de
crescimento derivado de endotélio (EGF) (Liehr, 2000; Shatalova et al.,
2006). Estudos sugerem que substancias derivadas da degradacdo e
inativacdo do estrogénio possuem acado proliferativa e causariam danos ao
DNA, sendo também importantes na carcinogénese mamaria (Liehr, 2000;
Yager, 2000; Clemons e Goss, 2001).

Os estudos Framingham Heart Study e Shanghai Breast Cancer Study
correlacionaram alteracdes no metabolismo do estrogénio a polimorfismos
de genes relacionados ao seu metabolismo, sugerindo que teriam papel
importante no risco individual para o CM (Murabito et al., 2007; Adams et al.,
2006).

Sabe-se que muitas doencas ndo sdo monogenéticas em sua origem,
mas sim resultantes de complexa interagdo entre diversos genes e fatores
ambientais. Genes de baixa penetrancia, atuando juntamente com fatores

comportamentais e enddgenos, seriam igualmente responsaveis por parte



dos casos de CM e, provavelmente, teriam sua acao ligada a outros genes,
de alta penetrancia (Guengerich, 1999; Bugano et al., 2008). Entre eles, os
candidatos mais importantes seriam genes envolvidos no reparo ao DNA,
metabolismo de esterodides, controle do ciclo celular e transducédo de sinais
(Coughlin e Piper, 1999; Han et al., 2004; Pharoah et al., 2006; Pharoah et
al., 2008).

Sabe-se que o estrogénio pode induzir a danos genéticos pela ligacao
covalente direta dos seus metabdlitos ao DNA ou por dano direto ao DNA,
ou ainda por meio da producdo de radicais livres (Cavalieri et al., 1997;
Alves-Silva et al., 2000; Hefler et al., 2004). Outra hipétese para a atuacao
desse horménio na carcinogénese mamaria seria a proliferacdo de células
malignas (Dunning et al., 1999; Barros, 2006; Barros, 2010). Observa-se
haver também variacdo interindividual com relacdo ao metabolismo de
agentes carcinogénicos e a biossintese e metabolizacdo de hormonios
esterdides, atribuidas aos polimorfismos genéticos (Waxman et al., 1988;

Niwa et al., 1998; Santos, 2007; Bugano et al., 2008).

1.1 - Metabolismo e acéo do estrogénio

A figura 1 mostra a via de sintese do estrogénio. Como se depreende, a
deidroepiandrosterona, produzida pelas glandulas adrenais, é convertida em
testosterona e androstenediona pelas enzimas do grupo CYP17. Estes

horménios sdo metabolizados posteriormente nos ovarios pelas aromatases,



pertencentes ao complexo CYP19, em estradiol e estrona, respectivamente,
que tem acdo predominante no tecido mamario. Isto ocorre na primeira
metade do ciclo ovulatério. Esta conversdo também pode se dar no tecido
adiposo, figado, musculos e no tecido mamario (Liehr, 2000).

A producdo extra-ovariana de estrona e estradiol € particularmente
importante na pds-menopausa, quando a concentracdo de estrogénio no
tecido mamario pode ser de até cinquenta vezes o valor da concentracao
sérica. Em diversos tecidos, a estrona e o estradiol podem ser convertidos
por enzimas do complexo CYP (Niwa et al., 1998; Bugano et al., 2008).

O metabolismo primério do estrogénio pode seguir duas vias diferentes:

- Hidroxilacdo: no figado, na mama e em outros tecidos, as enzimas
relacionadas ao complexo P450 promovem a hidroxilacdo do estrogénio,
gerando compostos que serdo novamente metabolizados (Modugno et al.,
2003; Schaik, 2005).

a) 16a-hidroxiestrogénio (16aOHE1, 16aOHE2): produzido pelas
enzimas do complexo CYP1Al1l em pequenas quantidades, depois
metabolizado pela UDPGlucuronosiltransferase 2 (UGT1A1l) (Waxman et al.,
1988; Adegoke et al., 2004).

b) Catecolestrogénio:

- 2-hidroxiestrogénio e 4-hidroxiestrogénio: s&8o 0s principais
metabdlitos do estrogénio, produzidos pelos complexos CYP1Al e CYP1A2
(2-OHE1/ 2-OHE2), CYP1B1l (4-OHE1l/ 4-OHE2) e CYP3A4 (ambos),
metilados pela catecol-O-metiltransferase (COMT). Os produtos desta

reacao sdo conjugados a sulfato e glucuronil pelas enzimas sulfotransferase



Al (SULT-A1) e UGT1ALl. O 2-hidroxiestrogénio € inativo e anti-angiogénico.
O 4-hidroxiestrogénio tém acao estrogénica maior que a do estradiol e, apos
glucuronizacdo, pode causar dano ao DNA (Yager, 2000; Travis e Key,
2003).

- 2,3-hidroxiestrogénio e 3,4 hidroxiestrogénio: também produzidos em
menor escala pelos complexos CYP1Al e CYP1A2 (2,3-OHE1/ 2,3-OHE2),
CYP1B1 (3,4-OHE1/ 3,4-OHE2) e CYP3A4 (ambos). Estes metabdlitos sédo
oxidados pelo complexo P450 e depois conjugados a glutationa-S-
transferase (GST). Este processo pode levar a dano ao DNA e os 3,4-OHE1/
E1 podem causar também depurinacdo (Cavalieri et al., 1997).

- Conjugacéao: a radicais sulfato, glucuronosil e glutation, através das
enzimas das familias das sulfotransferases (SULT), glucuronosiltransferases
(UGT) e glutationa-S-transferases (GST). Os produtos sdo compostos
hidrossoluveis, eliminados pelos rins. Os genes que transcrevem essas
enzimas podem apresentar polimorfismos, produzindo enzimas com
atividade modificada e, em teoria, associadas a maior risco para a neoplasia

(Liehr, 2000; Linhares et al., 2005) (Figura 2).

P450-CYP19
(aromatase)
Testosterona Estrona(E1) P450- 16-a-0H-E1

] 1.7[3- ) 176- ) 175- )
Dehidroepiandrosterona Hidroxiesteroide Hidroxiesteraide Hidroxiesteroide
desidrogenase 1 desidrogenase 1 desidrogenase 1

(17B-HSD1) (17-HSD1) (17B-HSD1)

Androstenediona 17-B-Estradiol(E2) Estriol(E3)

P450-CYP19
(aromatase)

Figura 1 — Sintese e degradac¢éo de estrogénio (Adaptado de Liehr, 2000).
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Figura 2 — Metabolismo do estrogénio pela via de conjugacao (Adaptado de

Liehr, 2000).

1.2 - Receptor de estrogénio (ER)

A acdo do estrogénio nas células ocorre por meio de receptores
intracelulares, ESR1 e ESR2 (a e B), que possuem dois diferentes sitios de
transcricdo: ESR1, localizado no brago longo do cromossomo 6 (6924-927),
e ESR2, situado no braco longo do cromossomo 14 (14g22-24). Ambos
possuem dois sitios de ligagdo ao estrogénio (AF1 e AF2), sitios para co-
fatores e sitio de ligagdo com o DNA. Quando ativados, dimerizam-se e
migram para o nucleo da célula, ligando-se a regides regulatorias do DNA,
ativando a expressdo de fatores de transcricdo, DNA mitocondrial, a
producdo de cAMP, TGFa e EDGF e influenciando a expressao de genes

responsivos ao estrogénio (Fernandez et al., 2006; Bland e Copeland, 2010).



O ESR1 (a) é dos mais importantes mediadores da resposta hormonal
em tecidos estrogénio-sensiveis, como a mama, e tem papel crucial no
crescimento e diferenciacdo do tecido mamario, assim como no
desenvolvimento do cancer. E encontrado também no Utero e na vagina. E
composto por uma sequéncia de 595 aminoacidos com dominio central de
ligacdo a molécula de DNA, juntamente com um dominio carboxi-terminal de
ligacdo aos horménios (Wedrén et al.,, 2004; Jakimiuk et al.,, 2007;
Hamaguchi et al., 2008).

O ESR2 (B) apresenta homologia ao ERa no dominio de ligagao ao
DNA, mas apenas 55% de homologia no dominio do ligante. Encontrado no
ovério, prostata, testiculo, hipotalamo, pulm&o e timo. E uma seqiiéncia de
530 aminoacidos (Fernandez et al., 2006).

Os ER, assim como os receptores de progesterona (PR), sdo fatores
prognésticos no CM, sendo também preditivos de resposta a
hormonioterapia, com taxas de até 70% de resposta para tumores com
ambos receptores positivos (Bland e Copeland, 2010). A associacdo de
polimorfismos nos genes do ER e o risco de doencas, incluindo-se o cancer
de mama, tem despertado o interesse dos pesquisadores. Assim, diversas
variacbes na sequéncia de DNA dos genes do ER foram descritas
(Fernandez et al., 2006; lvanova et al., 2007; Gonzalez-Zuloeta et al., 2008;

Gonzalez-Mancha et al., 2008).



1.3 - Genes envolvidos na biossintese e metabolizacdo do estrogénio

- CYP1A1: o produto do gene CYP1Al (cytochrome P450, incluiding
family 1, subfamily A, polypeptide 1) esta envolvido no metabolismo do
estrogénio por catalizar a hidroxilacdo do carbono 2, originando o 2-hidroxi-
estrogénio. Localiza-se no cromossomo 15g22-g24, sendo responsavel por
codificar a enzima aril hidrocarbono hidroxilase (AHH), que metaboliza
hidrocarbonos aromaticos policiclicos a produtos fenodlicos e epoxidos, que
podem ser carcinogénicos. Foram descritos quatro polimorfismos neste
gene, referidos como M1, M2, M3 e M4. O tipo M1, ou gene CYP1A1*2A,
tem prevaléncia de 4,2% entre mulheres afro-americanas; 3,5% na Africa e
38,3% na China. A substituicdo de timina por citosina na posicdo 3801,
regido ndo-codificada do gene, relaciona-se a niveis mais elevados de 2-
hidroxiestrogénio, o que, em tese, reduziria o risco de desenvolver cancer de
mama, Vvisto que o 2-hidroxiestrogénio é inativo (Dunning et al., 1999;
Huang et al., 1999; Torresan et al., 2008). No tipo M2, ocorre a substituicao
de uma adenina por guanina na posicao 4889 do éxon 7, levando a
substituicdo de Isoleucina (Leu) pela Valina (Val) no amino&cido 462. Os
polimorfismos M1 e M2 parecem estar fortemente relacionados em
caucasianos e em asiaticos. No polimorfismo M3 ocorre a criagdo de um
novo sitio de restricdo Mspl em uma regidao nao codificada do gene, sendo
especifico de individuos africanos. O tipo M4 se localiza na posi¢cdo 4887,
adjacente ao M2. Corresponde a troca de uma citosina por adenina, levando

a perda do sitio de restricdo Bsal e é traduzido na seqiéncia da proteina



pela troca de treonina por asparagina no cédon 461 (Fontana et al., 1998;

Huang et al., 1999; Torresan et al., 2008).

- CYP1B1(Cytochrome P450, including family 1, subfamily B,
polypeptide 1): codifica uma proteina que catalisa a hidroxilacdo do carbono
4 do estradiol, produzindo o 4-hidroxi-estradiol. Localiza-se no cromossomo
2p21-p22 e apresenta trés sitios polimorficos, com trocas dos nucleotideos
1294G—C (M1), 1347T—-C (M2) e 1358A—G. No polimorfismo M1 ocorre
substituicdo de valina por leucina na posi¢do 432 da enzima, ocorrendo em
25% das afro-americanas, 67% das caucasianas e 83% das chinesas.
Ocorre maior producdo de 4-hidroxiestrogénio, reduzindo a taxa de 2-
hidroxiestrogénio/4- hidroxiestrogénio, aumentando o risco de CM. No
polimorfismo M2, ha substituicdo de asparagina por serina na posi¢ao 453.
Tem prevaléncia de 17,4% em caucasianas; 3,4% em afro-americanas e
29% em européias. Este gera aumento da atividade enzimatica, reduzindo
0s niveis de 2-hidroxiestrogénio e 16-a- hidroxiestrogénio, e aumentando os
de 4-hidroxiestrogénio, especialmente apdés a menopausa, quando,
teoricamente, aumentaria o risco de cancer (De Vivo et al., 2002; Rylander-

Rudgvist et al., 2003; Schaik, 2005; Torresan et al., 2008).

- CYP3A4 (Cytochrome P450, including family 3, subfamily A,
polypeptide 4): localizado no cromossomo 7q21.3-g22.1, originalmente
chamado conhecido por sua habilidade em metabolizar a nifedipina

(nifedipina oxidase). Foram descritos diversos polimorfismos, entre 0os quais
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0 mais estudado é o alelo *1B (Galant et al., 2001; Kadlubar et al., 2003). Tal
mutacdo apresenta associacdo significativa com idade de inicio da
puberdade, independentemente da etnia, logo, correlacionando-se com o
inicio do desenvolvimento mamario e com a idade da menarca, fator de risco
implicado na carcinogénese mamaria. Sua frequéncia varia
significativamente entre as populacdes de diferentes racas e etnias

(Kadlubar et al., 2003; Hefler et al., 2004).

- COMT: a enzima codificada pelo gene COMT (catecol-O-metil
transferase) participa da metilacdo (O-metilagédo) do 2 e 4-hidroxiestradiol.
Localiza-se no cromossomo 2g11.1-gq11.2. O polimorfismo origina a variante
alélica COMT-L, que € encontrada em 27,4% das mulheres norte-
americanas, 25% das caucasianas e 5,2% das chinesas (Dawling et al.,
2001; Gaudet et al., 2006; Annerbrinka et al., 2008). A substituicdo da
adenina por guanina, resultando na troca de valina por metionina no cédon
158, originando uma enzima com atividade quatro vezes menor. Em
consequéncia, elevam-se o0s niveis de 2-hidroxiestrogénio, em tese
diminuindo o risco do desenvolvimento de CM (Milikan et al., 1998; Dawling

et al., 2001).

- UGT1ALl: codifica a uridina glucuronil transferase, que catalisa a
glucuronidacao de bilirrubina indireta em direta. Localizado no cromossomo
2937. A variante UGT1A1*28 é originada por uma repeticdo extra de TA na

regido promotora do gene TATA-box. A frequéncia dessa variante é de 13%
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na populacdo chinesa. Teoricamente, ocorre diminuicdo da atividade
enzimatica e da taxa de inativacdo de estrogénio, aumentando sua
concentracdo seérica e tecidual (Badhuin et al., 2007). Observou-se que
portadoras deste polimorfismo teriam maior densidade do tecido mamario.
Sua mutacdo também foi associada a ocorréncia de tumores mais
agressivos, com menor taxa de expressdo de receptores hormonais

(Adegoke et al., 2004; Shatalova et al., 2005).

- ESR1 (estrogen receptor 1, também denominado estrogen receptor
alpha ou estrogen receptor isoform 1): codifica o receptor de estrogénio, que
€ um fator de transcricdo ativado por ligantes composto por diversos
dominios importantes para a ligacdo ao horménio, ao DNA e para ativacao
de sua transcricdo. Os receptores de estrogénio estdo envolvidos em
diversos processos benignos e malignos, em especial os carcinomas de
mama, endométrio e préstata, doenca de Alzheimer e doencas
cardiovasculares. Dois polimorfismos principais sao descritos para o gene
ESR1 (Hamaguchi et al., 2008).

O polimorfismo Pvull localiza-se no intron 1 e corresponde a alteracéo
c454-397citosina-timina. Foi encontrado em 35% das mulheres negras, 13%
de caucasianas e 16% de hispanicas (Yaich et al., 1992; Gonzalez-Mancha
et al, 2008). Estd relacionado a aumento da acdo estrogénica.
Consequentemente, seria responsavel pela maior densidade mamaéaria na
pds-menopausa, menarca € menopausa precoces e melhor resposta a

terapia hormonal (Haiman et al., 2003).
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O polimorfismo Xbal, no intron 1, consiste na alteracdo c454-
351adenina-guanina e ocorre em 34% da populacéo geral. E relacionado a
melhor resposta ao estrogénio, menopausa tardia e maior densidade
mamaria em vigéncia terapia hormonal. Existe relacdo direta entre o nimero
de alelos polimérficos e o risco de carcinoma ductal, sendo esta relagcéo
significante apenas para mulheres acima dos 45 anos. O polimorfismo leva a
ativacdo enddgena do receptor, relacionando-se a tumores negativos para
ER e mais agressivos. Além disso, pode influenciar a acdo do ESR1 sobre a
expressdo de e-caderina, molécula de adesdo que regula a proliferacéo
celular (Jakimiuk et al., 2007).

Experiéncias in vitro e em modelos animais mostraram que 0S
metabdlitos do estrogénio realmente podem agir como agentes
carcinogénicos (Cavalieri et al., 1997; Coughlin e Piper, 1999). A relevancia
clinica destas mutacdes ainda permanece incerta. Embora diversos estudos
tenham avaliado o polimorfismo desses genes e sua relacdo com o cancer
de mama, sdo poucas na literatura as referéncias sobre analise multigénica
na populacao brasileira, que possui elevados indices de miscigenacao. Tais

fatos, motivaram-nos a desenvolver a presente pesquisa.
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2 - OBJETIVOS

2.1 -. Objetivo Geral

- Avaliar a frequéncia de polimorfismos de genes envolvidos no
metabolismo do estrogénio e de seu receptor em mulheres com cancer de

mama.

2.2 — Objetivos Especificos

- Analisar a presenca de polimorfismo génico em CYP1Al, CYP3A4,
COMT, ESR1 e UGT1A1;
- Comparar a frequéncia destes polimorfismos em mulheres com e sem

carcinoma mamario.
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3 — CASUISTICA E METODOS

3.1 - Selecédo das pacientes

O estudo foi constituido por dois grupos de mulheres, sendo o grupo
denominado “estudo” formado por 138 mulheres com carcinoma de mama
recém-diagnosticado. Adotaram-se 0s seguintes critérios de inclusao:
mulheres sem historico de neoplasias, a exce¢do dos canceres de pele néo-
melanoma, com idade superior a 40 anos.

Para o outro grupo, denominado “controle”, foram incluidas 121
mulheres. Os critérios de inclusdo adotados foram: exames clinico e de
imagem da mama normais (categorias BI-RADS 1 ou 2) realizados ha, no
maximo, 12 meses; auséncia de antecedente pessoal de neoplasia, a
excecdo dos carcinomas de pele ndo-melanoma; auséncia de antecedente
pessoal de neoplasia de mama ou ovario, e idade superior a 40 anos.

Estimou-se que esta populacdo seria adequada para se detectar os

polimorfismos, com poder de 80% e a de 5%.

3.2 - Entrevistas e coleta de amostras biolégicas

Os procedimentos foram realizados na Disciplina de Ginecologia do

Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de Medicina da
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Universidade de S&o Paulo, no Setor de Mastologia do Instituto do Céancer
do Estado de Sao Paulo (ICESP) e no Departamento de Mastologia do

Instituto Brasileiro de Controle do Cancer (IBCC).

O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP (CAPPesq) em 20/05/2009
(parecer nimero 0433/09 — Anexo 1) e pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do IBCC em 24/04/2009 (Anexo 2). Apds assinarem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3), as participantes respondiam a
um questionario (Anexo 4), contendo dados sobre o0s antecedentes
pessoais, ginecoldgicos e obstétricos; uso de anticoncepcionais hormonais e
de terapia hormonal; e historico familiar de cancer. Todas foram submetidas
a exames fisico geral e ginecoldgico. No grupo de pacientes com carcinoma
de mama, foram coletados dados referentes ao tipo, graus histoldgico e
nuclear do tumor, estadiamento clinico e perfil imunoistoquimico (c-erb2,
receptores de estrogénio — ER e de progesterona — PR). Em seguida, foi
coletada amostra de sangue venoso (4 ml), através de puncdo de veia

periférica de antebraco, para extracdo de DNA gendmico.

3.3 - Execucdao dos protocolos de biologia molecular

Os protocolos de biologia molecular foram desenvolvidos no

Laboratério de Investigacdes Médicas da Disciplina de Ginecologia (LIM58)

do Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de Medicina da



16

Universidade de Séao Paulo (FMUSP) e no Laboratério de Investigacdes
Médicas da Disciplina de Gastroenterologia Clinica e Experimental (LIMO7)

do Departamento de Gastroenterologia da FMUSP.

3.4 - Extragdo do DNA gendmico

As amostras coletadas foram processadas para separar o plasma dos
elementos figurados e armazenado em freezer a -20°C até o momento da
extragdo de DNA gendmico. Os leucdcitos polimorfonucleares separados
foram utilizados para extracdo do DNA total das pacientes, utilizando o kit

QIAmp® DNA mini Blood (Qiagen), seguindo as instrugées do fabricante.

O DNA total obtido foi quantificado por espectrofotometria em aparelho
NanoDrop (Thermoscientific) e o perfil de integridade das amostras avaliado
por eletroforese em gel de agarose a 1% impregnado com brometo de etideo
(Life Biosciences). Os DNAs foram armazenados em freezer a -20°C para

posterior utilizacdo nas rea¢cdes de sequenciamento e PCR-RFLP.

3.5 - Analise do polimorfismo génico por PCR-RFLP

Para avaliar o polimorfismo presente nos genes CYP1Al, CYP3A4,
COMT e ESR1 foi utilizada a técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment

Length Polymorphism).
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O DNA gendmico extraido foi submetido a reacdo de PCR utilizando os
iniciadores descritos na Tabela 1.

- Reagentes: 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 0.2 mM DNTP, 0.1
mM de cada primer, 1.5 mM de MgCl, e 0.4 U de Taq platinum DNA
Polymerase (Invitrogen).

- Ciclagem: pré-aquecimento a 95°C por 10 minutos, seguido por 40
ciclos a 95°C por 15 segundos, 50°C por 15 segundos e 72°C por 1 minuto.

Apbs a amplificacdo, os produtos de PCR foram digeridos com as enzimas
de restricdo especificas para cada um dos polimorfismos (Tabela 1). A analise
dos fragmentos foi realizada em gel de agarose a 2% para ESR1 e 3% para 0s
demais genes. As condicdes de PCR e RFLP foram as ja padronizadas para
cada gene, descritas na literatura (Lavigne et al.,, 1997; Huang et al., 1999;

Schaik et al., 2000; Boyapati et al., 2005; Baudhuin et al., 2007).

Tabela 1 - Sequéncia de oligonucleotideos utilizados nas reacfes de PCR e
as enzimas de restricdo especificas para cada polimorfismo estudado.

Gene/ Iniciadores Enzimas
Amplicon de
Restricdo
CYP1Al S-5 TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT 3’ Msp1l
(343 bp) AS - 5 CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT 3
CYP3A4 S -5 GGACAGCCATAGAGACAACTGCA 3 Pstl
(334 bp) AS -5 CTTTCCTGCCCTGCACAG 3
COMT S-5 TACTGTGGCTACTCAGCTGTGC 3° Nla Il
(236 bp) AS -5 GTGAACGTGGTGTGAACACC 3
ERa S -5 CTGCCACCCTATCTGTATCTTTTCCTATTCTCC 3’ Pvull
(1374 bp) | AS-5 TCTTTCTCTGCCACCCTGGCGTCGATTATCTGA 3
ERa S -5 CTGCCACCCTATCTGTATCTTTTCCTATTCTCC 3 Xbal
(1374 bp) | AS-5 TCTTTCTCTGCCACCCTGGCGTCGATTATCTGA 3

S — Sequéncia senso. AS — Sequéncia anti-senso.
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3.6 - Analise do polimorfismo génico de UGT1A1*28 por

sequenciamento

Devido a problemas com o fornecimento de reagentes, duas técnicas
foram usadas para a pesquisa da alteracdo UGT1A1*28: andlise de
fragmentos e sequenciamento. Ambos protocolos s&o descritos em
detalhes no artigo de Baudhuin et al. (2007), e sua eficacia € comparada.
Foi obtida uma concordancia entre os resultados, de modo que essa
intercorréncia ndo prejudica a qualidade da analise. Nas técnicas de
genotipagem por andlise de fragmento foram utilizados controles da reagéo,
de modo a assegurar a fidelidade dos resultados.

Para o sequenciamento, foi usado o kit Big Dye Terminator Mix v3.2,
utilizando o sequenciador automatico ABI377 (Applied Biosystem, Foster
City, EUA). Cada reacao envolveu 40 ng a 80 ng de fragmento de PCR
purificado; 2,5 pmol de primer UGT1A1 Direto e Reverso, 6 yuL de tampéao
de sequenciamento, 4 uL de Big Dye terminator e agua MilliQ estéril em
quantidade suficiente para 20 pL. As reacdes foram realizadas em
termociclador, usando os seguintes parametros: 25 ciclos compostos por 20
seg. a 95°C, 25 seg. a 50°C e 1 minuto a 60°C. As sequencias obtidas
foram comparadas e analisadas com o programa Bioedit Sequence
Aligment Editor and Codoncode (Codoncode Corporation).

A andlise de fragmentos foi feita a partir da corrida eletroforética em
capilar MegaBace 1000 (GE-Healthcare, Buckinghamshine, Reino Unido),

de um PCR realizado com um primer marcado com fluor6foro. Para analise
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de fragmentos, foi utilizado o primer UGT direto: 5° GAG GTT CTG GAA
GTA CTT TGC 3 marcado com o fluoréforo FAM e primer UGT1Al
reverso: 5° CCA AGC ATG CTC AGC CAG 3’ (Invitrogen, Carlsbad, EUA).
A placa de analise de fragmento usou 7,75 puL de Tween 20 a 0,1% (v/v);
0,25 pL de ET Rox 900; e 1,5 pL de produto do PCR.

Os resultados foram analisados no programa de computador Fragment
Profiler (GE-Healthcare, Buckinghamshine, Reino Unido). Os fragmentos
variaram em um intervalo de 403 a 403.9 pb para o gendtipo TA6/6, 403 a

405.3 pb para o gendtipo TA6/7 e 404.2 a 406.9 pb para o gendtipo TA7/7.

3.7 - Método estatistico

As informacdes obtidas nas entrevistas foram codificadas e digitadas
em uma planilha de dados. Dados incompletos (missing data) foram
manejados de 2 formas: no caso de variaveis com menos de 10% de dados
incompletos, estes foram substituidos pela média dos valores para todas as
pacientes (mean imputation); variaveis com mais de 10% de dados
incompletos ndo sofreram substituicdo e apenas os dados disponiveis foram
analisados (completer only analysis).

As varidveis categoéricas foram descritas como proporgcbes e
comparadas pelos testes Chi-quadrado e exato de Fisher. As variaveis
continuas foram testadas para normalidade usando a andlise visual dos

histogramas de distribuicdo dos dados e o teste de Shapiro-Wilk. Variaveis
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com distribuicdo normal foram descritas como médias e desvio-padrao e
comparadas pelo teste t de Student para dados nédo-pareados; variaveis com
distribuicdo n&o-normal foram descritas como medianas e intervalos
interquartil e comparadas pelo teste Wilcoxon rank-sum.

Apés a andlise dos dados completos, notou-se grande heterogeneidade
entre os grupos “casos” e “controles”, sobretudo na variavel idade. Para a
avaliacdo de fatores de risco para cancer de mama, optou-se por
pareamento de dados: cada caso foi pareado com 1 ou 2 controles com
diferenca maxima de idade de 3 anos. Como, ap0s o pareamento, a Unica
diferenca entre os grupos eram o0s polimorfismos testados, nédo foi
necessaria uma analise multivariada.

Para os polimorfismos, foi calculado o equilibrio de Hardy-Weinberg
atraves da ferramenta online disponivel em

http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml e consideraram-se

estatisticamente significantes valores de p < 0,05.

O programa de computador Stata 11.1 IC (Stata Corp., College Station,
EUA) foi utilizado nas demais andlises estatisticas. Visando corrigir o erro
tipo | decorrente de comparagcfes multiplas, os valores calculados para o p

foram considerados estatisticamente significantes quando p < 0,01.


http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml
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4 — RESULTADOS

4.1 - Dados Epidemiolégicos

Durante o periodo do estudo, foram incluidas 138 mulheres no grupo
estudo e 121 no grupo controle. Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas
dos dois grupos estédo descritas na tabela 2.

O grupo estudo apresentou média de idade superior ao grupo controle
(56,5 vs. 46, p<0,001), porém as idades de menarca (13,27 vs. 12,89,
p=0,09), menopausa (48 vs. 49, p=0,63) e 0 tempo em menacme em anos
(34 vs. 33, p=0,36) foram semelhantes nos dois grupos, ndo apresentando
diferenca estatisticamente significante. A média do nimero de gestacdes foi
0 mesmo nos grupos (2 gestacdes, p=0,03) e os valores de IMC também
nao apresentaram diferenca significativa (27,7 vs. 27,1, p=0,48).

Quanto ao uso de contraceptivos orais, observou-se que 48,5% das
mulheres do grupo estudo utilizaram e 61,3% dos controles (p=0,4). Ja a
terapia hormonal foi utilizada por 19,7% do grupo estudo e 40,9% dos
controles (p=0,013). 83% das participantes tiveram alguma gestacdo a
termo, correspondendo a 88,1% dos casos e 77,3% dos controles (p=0,022).

Com relagéo a etnia, no grupo estudo a distribuicdo de brancas, pardas,
negras e amarelas foi 53,6%, 31,1%, 10,9% e 4,3% e no grupo controle foi

42,9%, 36,3%, 20,6% e 0, respectivamente.



Tabela 2 — Caracteristicas gerais da amostra.
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Variavel Total Casos Controles p

259 138 121
Idade (mediana) 51 (45-61) 56,5 (49-67) 46 (44-51) <0,001
Menarca (média, DP) | 13,1 (1,8) 13,27 (1,8) 12,89 (1,8) 0,09
Menopausa
% 55% 75,36231884 32,23140496 | <0,001
Mediana 48 (43-50) 48 (43-51) 49(42-50) 0,63
Menacme (mediana) | 33 (30-37) 34 (30-37) 33 (30-36) 0,36
Uso de ACO (%) 54,50% 48,55072464 61,34453782 0,4
Uso de TRH (%) 26,70% 19,68503937 40,90909091 | 0,013
Paridade
% 83% 88,14814815 77,31092437 | 0,022
Gestagdes a termo 2 (1-3) 2 (1-3) 2 (1-3) 0,03
(mediana)
Etnia 0,01
Branca 48,60% 53,62318841 42,97520661
Parda 33,60% 31,15942029 36,36363636
Negra 15,50% 10,86956522 20,66115702
Amarela 2,30% 4,347826087 0
IMC
>30 (%) 28,80% 30,90909091 26,60550459 0,48
Mediana 27,5 (24,4-30,5) | 27,7 (23,9-31,2) | 27,1(24,5=30,0) 0,9

4.2 - Genotipagem

O processo de extracdo de DNA gerou quantidades satisfatorias para

todas as amostras. Da analise de UGT1A1*28, dentre as amostras avaliadas

por analise de fragmentos, 88% geraram resultados satisfatérios e o restante

foi submetido a sequenciamento. Das amostras sequenciadas, 8 delas

(15%) precisaram ser repetidas.

Os resultados das genotipagens estdo descritos na tabela 3. A

distribuicdo dos genotipos de UGT1A1*28, CYP1Al Mspl, CYP3A4*1B,
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ESR1 Pwvull e ESR1 Xbal ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante entre casos de cancer de mama e controles. Ja para COMT, o

gendtipo L/L, foi mais frequente no grupo controle, com p< 0,01.

Tabela 3 — Resultados das genotipagens em UGT1Al, CYP1Al, COMT,
Pwvull, Xbal e CYP3A4.

Gene Casos Controles ¢]

UGT1A1

.6/.6 37,34939759 38,55421687

.6/.7 45,78313253 50,60240964

7/.7 16,86746988 10,84337349 0,52
Genétipo de risco 16,86746988 10,84337349 0,26
CYP1Al1

wild 68,57142857 64,17910448
Heterozigoto 30 22,3880597

Homozigoto 1,428571429 13,43283582 0,02
Genotipo de risco 31,42857143 35,82089552 0,58
comMT

HH 86,95652174 57,97101449

HL 4,347826087 13,04347826

LL 8,695652174 28,98550725 0,001
Gendtipo de risco 8,695652174 28,98550725 0,002
Pvull

wild 15,78947368 20,40816327

heterozigoto 44,73684211 147000

homozigoto 39,47368421 18,36734694 0,092
Genotipo de risco 39,47368421 18,36734694 0,03
Xbal

wild 38,46153846 28,57142857

heterozigoto 41,02564103 65,30612245

homozigoto 20,51282051 6,12244898 0,037
Gendtipo de risco 61,53846154 71,42857143 0,33
CYP3A4

Wwild 63,04347826 52,17391304
Heterozigoto 36,95652174 47,82608696 0,29
Gendtipo de risco 36,95652174 47,82608696 0,29
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Quando avaliadas somente as pacientes do grupo estudo, separadas
em subgrupos pré- e pos-menopausa, nao foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os genotipos avaliados para nenhum dos
genes pesquisados (Tabela 4).

Tabela 4 — Andlise genotipica do grupo estudo para UGT1Al, CYP1A1,
COMT, Pvull, Xbal e CYP3A4.

Gene Pré- Pés- p
menopausa menopausa

Total 33 105

UGT1A1

.6/.6 36,36363636 41,9047619

.6/.7 45,45454545 41,9047619

7/.7 18,18181818 16,19047619 0,85

Genotipo de risco 18,18181818 16,19047619 0,85

CYP1A1

wild 66,66666667 68,6746988

Heterozigoto 33,33333333 27,71084337

Homozigoto 0 3,614457831 0,55

Gendtipo de risco 33,33333333 31,3253012 0,84

comMT

HH 81,48148148 80,48780488

HL 3,703703704 10,97560976

LL 14,81481481 8,536585366 0,37

Genotipo de risco 14,81481481 8,536585366 0,35

Pvull

Wwild 9,090909091 17,64705882

Heterozigoto 36,36363636 47,05882353

Homozigoto 54,54545455 35,29411765 0,5

Gendtipo de risco 54,54545455 35,29411765 0,26

Xbal

Wwild 25 42,42424242

Heterozigoto 50 42,42424242

Homozigoto 25 15,15151515 0,52

Genétipo de risco 75 57,57575758 0,29

CYP3A4

Wwild 77,77777778 55,76923077

Heterozigoto 22,22222222 44,23076923 0,1

Genétipo de risco 22,22222222 44,23076923 0,1
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As figuras 3 a 6 mostram as reacbes de PCR-RFLP para CYP1Al,
COMT, CYP3A4 e ESR1. O sequenciamento realizado para UGT1Al pode

ser visto na figura 7.

340 bp

200 bp
140 bp

Figura 3 — Fragmento de DNA amplificado por PCR-RFLP para CYP1Al
com Mspl, em gel de agarose a 2%. As amostras exibindo somente a banda
de 340 bp sé&o individuos homozigotos selvagens. As colunas 6 e 10
mostram as bandas de 200 e 140 bp, caracterizando individuos
homozigdticos para a mutacdo. Quando exibidas todas as bandas, trata-se
de padrao heterozigoético. P = padréo de peso molecular.

8 910 11 12 131415

Figura 4 — Fragmento de DNA amplificado por PCR-RFLP para COMT, em
gel de agarose a 2%. As amostras exibindo as bandas de 114, 54 e 42 bp
sdo individuos homozigotos para enzima de alta atividade (H/H). Quando
mostradas as bandas de 96, 54 e 42 bp, trata-se de mutacdo homozigotica
da enzima de baixa atividade (L/L). Quando exibidas todas as bandas, trata-
se de perfil heterozigoto (H/L).
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7 89010 511 25 13814 S 5 1B ST 1019 1 .23 a .

Figura 5 — Fragmento de DNA amplificado por PCR-RFLP para CYP3A4,
em gel de agarose a 2%. As amostras exibindo as bandas de 220 bp
representam perfil homozigético ndo mutado (selvagem); quando mostradas
as bandas de 199 bp, trata-se de mutacdo homozigotica. O perfil do
individuo heterozigético exibe ambas as bandas.

P12 3 45 6 7 8 910111213 1415

P
'-';v‘

Figura 6 — Fragmento de DNA amplificado por PCR-RFLP para ESR1, em
gel de agarose a 3%. O perfil homozigoto dominante ndo mutado para Xbal
e Pwvull (XX/PP) é representado pela banda de 1300 bp; Xx pelas bandas
1300, 900 e 400 bp; Pp 1300, 800 e 500 bp. O individuo mutado
(homozigoto recessivo) exibe as bandas de 900 e 400 bp para xx e 800 e
500 bp para pp.
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Figura 7 — Sequenciamento de UGT1Al. Notam-se 0s gendtipos mutado
(TA7/7 — UGT1A1*28), selvagem (TA 6/6) e heterozigoto (TA 6/7).

——————————
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5 — DISCUSSAO

Os estudos sobre da patogénese do carcinoma mamario encontram-se
atualmente direcionados ao conhecimento de aspectos moleculares da
doenca. Evidéncias sugerem gue variacdes genéticas individuais, definidas
por polimorfismos genéticos, poderiam atuar como fator de risco importante
para determinadas afeccdes (Key e Verkasalo, 1999).

O cancer de mama é resultante de complexa interacdo entre diversos
genes e fatores ambientais. Assim, genes atuando em varias combinacdes
poderiam influenciar a susceptibilidade individual a doenca. Diversos genes
tém sido implicados como participantes no desenvolvimento do cancer de
mama; dentre eles ressaltam aqueles relacionados ao metabolismo do
estrogénio e na atuacao de seu receptor (Le Marchand et al., 2005).

Um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de
mama € a exposicdo a grandes quantidades de estrogénio enddgeno e
exégeno ao longo da vida. Diversos fatores associados a esse risco
aumentado estdo ligados ao estrogénio enddgeno, tais como menarca
precoce, menopausa tardia, nuliparidade e obesidade ap6s a menopausa
(Yager, 2000; Thompson et al., 2000).

O estrogénio esta envolvido na génese de uma grande variedade de
doencas além do céncer de mama, como endometriose, doenca de
Alzheimer, hipertensdo arterial crénica, osteoporose, aterosclerose e

carcinomas de célon e prostata (Yager, 2000; Liehr, 2000).
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As mutacdes podem levar a perda completa da expresséo do gene ou a
formacdo de wuma proteina variante com propriedades alteradas.
Polimorfismos relacionados ao risco de carcinoma mamario foram
identificados em genes envolvidos em grande variedade de funcdes, por
exemplo no metabolismo de horménios esteroides, controle do ciclo celular,
reparo do DNA e metabolizacdo de carcinégenos ambientais (Modugno et
al., 2003, Yager e Davidson, 2006).

Mutacdes genéticas podem aumentar a incidéncia de diversas doencas,
dentre elas as neoplasias; por alterarem a expressdo génica seriam
relevantes na oncogénese. Como o0 estrogénio € importante na
carcinogénese mamaria e na predicdo de resposta terapéutica (através do
estado dos receptores hormonais tumorais), polimorfismos de genes que
atuam na biossintese, degradacdo e em seu receptor tém sido estudados.
Acredita-se que polimorfismos nestes genes, afetando a sintese e a
degradacdo do estrogénio, bem como a funcdo do seu receptor, poderiam
influenciar o desenvolvimento do cancer de mama. Assim, poderia ser um
novo fator de risco para a doenca (Schaik, 2005; Pharoah et al., 2006).

Grande parte dos estudos sobre a relagdo entre os polimorfismos
genéticos ligados ao estrogénio e o carcinoma mamario foi realizada em
mulheres asiéticas. A populagdo brasileira, com alto indice de miscigenagéo,
poderia ter perfil de genotipagem diferente, mesmo se comparada a estudos
feitos em caucasianas (Santos, 2007; Dufloth et al., 2008).

As enzimas do complexo CYP sdo de suma importancia na producéo,

biodisponibilidade e degradacdo do estrogénio. Varios polimorfismos e
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mutacBes nesse complexo enzimatico foram identificados, alguns alterando
a expressao génica, outros causando alteracdo conformacional no produto
do gene. Polimorfismos e mutacdes que levem a consequéncias bioldgicas
funcionalmente relevantes sdo capazes de influenciar o curso clinico das
doencas (Schaik, 2005).

Acredita-se que a enzima do citocromo P450 1Al seja uma das
principais enzimas de fase | expressa no tecido mamario. Esta envolvida no
na hidroxilagao do 17B-estradiol em 2-hidroxiestradiol e na metabolizacdo de
carcindgenos, como as aminas heterociclicas, por exemplo. No polimorfismo
avaliado neste estudo, M1 ou Mspl, ocorre a substituicdo de timina por
citosina na posicdo 3801 (T3801C), aumentando a producdo de 2-
hidroxiestrogénio, um composto inativo, o que em tese, reduziria o risco de
desenvolvimento de cancer de mama (Taioli et al.,, 1995; Fontana et al.,
1998; Wang et al., 2011).

Nossos resultados ndo mostraram diferenca significativa dos genétipos
nos grupos de mulheres com e sem carcinoma mamario. Se este
polimorfismo estiver implicado como fator protetor ao desenvolvimento da
doenca, poder-se-ia esperar maior frequéncia da mutacdo em individuos do
grupo controle (Wang et al., 2011), o que ocorreu em nosso estudo, porém
sem atingir significancia estatistica.

Segundo Huang et al. (1999), a frequéncia do genétipo mutado varia
acentuadamente entre os diferentes grupos étnicos, sendo muito mais
comum em asiaticas do que nas caucasianas (13% vs. 1%). Este mesmo

grupo de autores encontrou associacao positiva do genétipo mutado com o
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cancer de mama. Outros autores, no entanto, ndo confirmaram essa
associacao, por vezes encontrando relacdo néo significante estatisticamente
(Taioli et al., 1995; Lavigne et al., 1997; Fontana et al., 1998; Wang et al.,
2011.

A transicdo guanina—adenina no codon 158 do gene COMT gera a
troca de valina por metionina, diminuindo a atividade enzimética, o que
poderia aumentar o risco para o cancer de mama devido ao acumulo de
catecolestrogénio. Em nossa casuistica, o genotipo mutado homozigoto (L/L)
foi significantemente mais frequente nas mulheres do grupo controle (sem
cancer). Se observarmos estudos acerca desta mutacédo, ndo ha consenso
guanto a influéncia do gendtipo L/L no risco de carcinoma mamario. Algumas
referéncias mostram associacdo com risco de cancer de mama na pos-
menopausa e outras diminui¢do de risco na pré-menopausa (Dawling et al.,
2001; Annerbrinka et al., 2008; He et al., 2012). A interacdo do metabolismo
estrogénico e o indice de gordura corporal pode explicar as diferencas nos
achados em mulheres na pré e pés-menopausa. Millikan et al. (1998) néo
encontraram associacdo do gendétipo L/L com o cancer de mama. Os
resultados ndo foram influenciados pelo estado menopausico, raga ou IMC.
O encontro do gendtipo L/L em maior frequéncia nas mulheres de nosso
grupo controle nos leva a supor que, em nossa populacdo, este genotipo
possa ser um fator protetor para o carcinoma de mama. Talvez, em
mulheres brasileiras, a COMT favorega mais a formacdo de 2-

catecolestrogénio do que a de 4-catecolestrogénio. Como o 2-
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catecolestrogénio € inativo, seu acumulo ndo proporcionaria aumento do
risco da doenca.

Foram descritas diversas associacdes entre o polimorfismo CYP3A4*1B
e o desenvolvimento de neoplasias, em especial préstata e carcinoma
pulmonar de pequenas células, possivelmente também com as leucemias na
infancia (Kolars et al., 1994; Guengerich, 1999; Nogal, 2008). A possivel
relacdo entre CYP3A4*1B e o cancer de mama foi sugerida por Kadlubar et
al. (2003), devido a associacdo positiva com a idade da menarca e por esta
ser um fator de risco conhecido para o desenvolvimento da doenca. Em
nossa avaliacdo, ndo houve maior frequéncia do genétipo de risco no grupo
estudo.

As portadoras do polimorfismo UGT1A1*28 apresentam reducdo da
atividade enzimatica de 80%, o que prejudica a metabolizacdo dos
catecolestrogénios (Adegoke et al., 2004). Pode-se que concluir que, devido
ao acumulo de catecolestrogénios, haveria maior susceptibilidade ao cancer
de mama. Huo et al. demonstraram que o efeito do polimorfismo era mais
importante em mulheres na pré-menopausa, enquanto Cheng et al. (2005)
encontraram uma associagdo mais forte em nuliparas. Adegoke et al. (2004),
no entanto, demonstraram que o polimorfismo s6 se associou a neoplasias
em mulheres jovens, com IMC normal, menarca tardia e com periodo de
menacme menor que 30 anos. Nao observamos, em nosso estudo, diferenca
significante entre os grupos avaliados quanto a este polimorfismo.

Os receptores de estrogénio estdo envolvidos em diversos processos

patologicos, benignos e malignos. Além disso, associam-se a predicdo de
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resposta a hormonioterapia adjuvante no carcinoma de mama e a melhor
prognoéstico da doenca, quando expressos (Bland e Copeland, 2010). Os
polimorfismos Pvull e Xbal do gene ESR1 alteram a funcdo dos RE,
podendo modificar o risco para o cancer de mama (Ramos, 2009). Em nossa
casuistica, ndo observamos maior frequéncia destes polimorfismos nas
pacientes com cancer. Ramos (2009) associou os alelos mutados
homozigotos a mamas mais densas a mamografia. Por ser o tecido
fibroglandular o local de desenvolvimento da doencga, sugeriram haver maior
risco. Shin et al. (2003) relacionaram o gendtipo XX de Xbal a menarca
tardia, o que poderia vir a ser um fator protetor. Contudo, esta suposi¢do nao
foi confirmada em outros estudos; os resultados sédo conflitantes, e os
mecanismos moleculares pelos quais os polimorfismos influenciam a
atividade do receptor ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (Wedrén et
al., 2004; Dumas e Diorio, 2011).

Portanto, baseado nos resultados de nosso estudo, é importante
direcionar pesquisas futuras para a identificacdo de fatores genéticos e
ambientais, em diferentes populacées e com grande numero de individuos,
na tentativa de determinar quais polimorfismos realmente apresentam

impacto no aumento de risco para o cancer de mama.
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6 - CONCLUSOES

- A frequéncia de polimorfismos em UGT1A1*28 e ESR1 Pvull foi de
16,8% e 39,4% nas mulheres com cancer de mama e 10,8% e 18,3% nas
sem cancer.

- A frequéncia de mutacbes em ESR1 Xbal, CYP3A4*1B e CYP1Al
Mspl foi de 15,1, 44,2 e 3,6% nas mulheres sem cancer de mama e de 25,
22,2% e 0 nas com cancer de mama.

- O gendtipo L/L do gene COMT foi significantemente mais frequente no
grupo controle (28,9 vs. 8,6%), sugerindo que este polimorfismo poderia ser

um fator protetor ao cancer de mama na populacdo estudada.
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7 - ANEXOS

Anexo 1 — Carta de aprovacdo da Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq do Hospital das Clinicas e da Faculdade

de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

ot

A Comiss@o de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -

APROVACAO

CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S$S&o Paulo, em sessGo de 20/05/2009,
APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 0433/09, intitulado: "ANALISE DE
POLIMORFISMOS DE GENES ENVOLVIDOS NO METABOLISMO E EM
RECEPTORES DE ESTROGENIO EM MULHERES SADIAS E EM PORTADORAS DE
CARCINOMA MAMARIO", apresentado pelo Departamento de OBSTETRICIA
E GINECOLOGIA, inclusive Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq,
os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do Conselho
Nacional de Saude n° 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsavel: DR. EDMUND CHADA BARACAT
Pesquisador (a) Executante: ALICE APARECIDA RODRIGUES FERREIRA
FRANCISCO

CAPPesq, 20 de Maio de 2009

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
Presidente
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

Comiss&o de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br

matc



Anexo 2 — Carta de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do IBCC.

>

@‘ INSTITUTO BRASILEIRO DE CONTROLE DO CANCER

18CC
www.iboc.org.br

Sociedade Beneficeonte Sao Camilo

Centro de Estudos “Prof. Dr. Jodo Sampaio Gdes Jinior.”

S3o Paulo, 30 de abril de 2009.

Pesquisadora: Dra. Alice Aparecida Rodrigues Ferreira Francisco

Ref: Projeto de Pesquisa “Andlise de Polimorfismos de Genes Envolvidos no Metabolismo e em
Receptores de Estrogénio em Mulheres Sadias e em Portadoras de Carcinoma Mamario”.

Vimos informar que sua solicitagdo para execug#o do projeto de pesquisa supracitado foi analisada e aprovada
pela Comissao de Trabalhos Cientificos — CTC do IBCC em 24j04/2009.

Fica estabelecido que o pesquisador responsével deve se comprometer pelo bom andamento dessa pesquisa
quanto &

1

P R

Cumprir as determinagdes impostas pela CTC em Orientagtes Gerais, formulario recebido na inscrigo
do Projeto.

Veracidade dos dados obfidos e a quafidade técnica.

Conclusao do estudo.

Fornecimento de relatorios rimestrais a CTC (Informar data de inicio e de término).

Utilizagao do material apenas para o fim especificado no projeto aprovado.

Arcar com qualquer despesa referente a execugao do frabalho.

Incluir 0 nome do IBCC em qualquer publicago ou apresentagdio de resultados em eventos cientifices
especificando que o trabalho foi realizado na Instituigao.

No trabatho dever3io constar referéncias bibliograficas de autores do !BCC caso haja publicagles na
area.

Incluir o nome do Diretor Técnico Cientifico do 1BCC, Prof. Dr. Jodo Carlos Guedes Sampaio Goes
como co-autor do trabalho, sendo citado no final da relagao de autores como representante daz
instituigdo.

10. Enviar copia do rabalho quando apresentado / publicado para o CEJSG — Coordenaderia de Pesquisa.

Atenciosamente,

Ciente:

Av. Alcantara Machado, 2.576 - CEP: 03102-D02 - $3¢ Paulo - SP - Brasil - Tel.- (11) 6083-3932 r. 3935 - e-mail: centrodeestudos@ibec.crg.br

dh-- T

Dra. Célia Tosello de Cliveira
Coordenadora de Pesquisa do CEJSG

ACice Frav LA VA ' S S
U Frasius Datee 00| O30

CNAS - Prec. N° 287560 200 TO4-T5 - UPE Dacrato N° 95,025 de 1411087 - UPE Decreto W° 8850 ce 120677 UPM Decrets N 12,747 do 0311477

36
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Anexo 3 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° NASCIMENTO: / /
ENDERECO N°
BAIRRO: CIDADE
CEP: TELEFONE: ( )

2. RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE : SEXO: MO F
NASCIMENTO: / /

ENDERECO N°
BAIRRO: CIDADE

CEP: TELEFONE: ( )

DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “ANALISE DE POLIMORFISMOS DE GENES ENVOLVIDOS
NO METABOLISMO E EM RECEPTORES DE ESTROGENIO EM MULHERES SADIA E EM
PORTADORAS DE CARCINOMA MAMARIO”.

1. PESQUISADOR : Prof. Dr. Edmund Chada Baracat
CARGO/FUNCAO: Professor Titular da Universidade de Sao Paulo.
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL Ne : 28085

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Ginecologia e Obstetricia

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO RISCO MEDIO
RISCO BAIXO RISCO MAIOR

3. DURAGAO DA PESQUISA : Aproximadamente 12 meses
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1 — O céncer de mama é um dos tipos mais comuns de cancer em mulheres, ndo é contagioso e
uma das suas principais causas € a exposicdo a elevados niveis de estrogénios durante um longo
periodo de tempo. Os estrogénios sdo os principais hormonios femininos e ha variacdes de pessoa
a pessoa na forma como eles séo produzidos e como atuam no corpo. Essas variag6es dependem
de diferengas nos genes de cada um, que recebem o nome de polimorfismos. Estas informacdes
estdo sendo fornecidas para sua participagdo voluntaria neste estudo, que visa estabelecer uma
correlacéo entre o perfil genético de mulheres sadias e das pacientes em tratamento de cancer de

mama.

2 — Para a realizagdo da pesquisa sera feita uma coleta de sangue. O objetivo de tal procedimento

€ analisar o DNA das pacientes e identificar os polimorfismos importantes para esta pesquisa.

3 — A coleta de sangue sera realizada por meio de pungdo de veia periférica, de maneira

semelhante a um exame de sangue de rotina.

4 — A coleta de sangue, desde que feita por profissionais treinados e com material adequado,
apresenta riscos minimos a salde do paciente. Porém, ela pode causar algum desconforto local

gue varia de pessoa para pessoa.

5 — Este é um estudo observacional, ou seja, ele ndo influenciaré no tratamento das pacientes que
concordarem em participar dele. Porém, espera-se que ele ajude no tratamento futuro de pacientes

com cancer de mama, melhorando sua qualidade de vida e sua resposta ao tratamento.

6 — Existem diversas modalidades de tratamento para o cdncer de mama e cada paciente deve
discutir com o seu médico a melhor opcéo para o seu caso. A participacdo, ou ndo, neste estudo

ndo influenciara nessa deciséo.

7 — Qualquer pergunta, davida ou esclarecimento sobre a pesquisa podera ser feita, em qualquer
etapa do projeto, a Dra. Alice Aparecida Rodrigues Ferreira Francisco (tel: 8384-5258), que
pode ser encontrada no Instituto Brasileiro de Controle do Cancer, Av. Alcantara Machado, 2576 —
Modca — Séo Paulo, ou ao académico Diogo Bugano Diniz Gomes (tel: 9900-0608), que pode ser
encontrado na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Av. Dr. Arnaldo, 455 —
Cerqueira César — S&do Paulo. Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-

mail: cappesg@hcnet.usp.br.

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento, sem qualquer

prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

9 — As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo

divulgada a identificacdo de nenhum paciente.
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10 — Cada paciente tem o direito de saber, ao final do estudo, os resultados de seus testes. Para
tanto, deve entrar em contato com os pesquisadores. E importante ressaltar que se trata de projeto
experimental e 0 uso de seus resultados para a tomada de decis6es clinicas deve ser feito com

cautela, sempre com a participagdo do médico responsavel pelo caso.

11 — Nao héa despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames
e consultas. Também ndo hd compensacgao financeira relacionada a sua participacéo. Se existir

qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

12 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos propostos neste estudo
(nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como

as indenizacOes legalmente estabelecidas.

13 — H& o compromisso do pesquisador em utilizar os dados e o material coletado somente para

esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo "ANALISE DE POLIMORFISMOS DE GENES ENVOLVIDOS NO
METABOLISMO E EM RECEPTORES DE ESTROGENIO EM MULHERES SADIA E EM
PORTADORAS DE CARCINOMA MAMARIO”. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo
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Controle n°
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Ciclos ( ) regulares ()irregulares DUM
Paridade 19 parto: Ultimo parto:
Amamentagdo ()sim () ndo Quanto tempo (total
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Anticoncepcional ()sim () ndo

Quanto tempo:
Rep. hormonal () sim ( )ndo Quanto tempo:

( ) resposta total ( ) resposta par.
Habitos e vicios ( ) Tabagismo () Etilismo ( ) Drogas — quais?

Ant. Pessoal
Ant. Familiar

Dados clinicos
Queixas

Exame clinico

diabetes
diabetes
ca de mama
ca de ovario

(
(
(
(

—_— — — —

( ) Nodulo
( ) Inflamacgado
( ) Assintomatica

( )cardiopatia
() cardiopatia
Quantos?
Quantos?

() Trauma
( ) Outros

—

NZ N

N

(Y

D

N2

(

o/

( ) outras neo.
( ) outras neo.
Idades:
Idades:

() Dor

( ) Ca ovario

Bilateral?

() Fluxo papilar
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Patients with Gilbert Syndrome have an impaired function of the enzyme UGT1A1, responsible for the
degradation of 4-OH-estrogens. These elements are produced by the degradation of estrogens and are
well-known carcinogens. In theory, patients with Gilbert Syndrome accumulate 4-OH-estrogens and,
therefore, might have a higher risk for breast cancer, especially when exposed to higher levels of estro-

gens. If this theory is true, a new risk group for breast cancer would be described, producing new insights

in breast carcinogenesis.
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Introduction

Breast cancer is the leading cause of cancer death among wo-
men. Incidence varies worldwide, ranging from 3.9 cases/100,000
adult population in Mozambique to 101.1/100,000 in the United
States, where, according to the American Cancer Society (ACS),
207,090 new cases are expected in 2010. While survival rates can
be as low as 36% for stage III disease, if diagnosed early, 76% of pa-
tients will be alive after 10 years of follow-up [1], highlighting the
importance of developing new methods for prevention and
screening.

Breast cancer is associated with hormones, and the exposure to
high levels of endogenous and exogenous estrogens (estrone,
estradiol and estriol) during life has been proven to play an impor-
tant role in carcinogenesis [2,3]. Women without functioning ova-
ries who do not receive Hormone Replacement Therapy (HRT)
rarely develop breast cancer [4] and those with fewer ovulatory cy-
cles (late menarche, early menopause and early pregnancy) [4,5]
have a reduced risk for the disease.

Estrogens are associated with proliferation and maturation of
breast tissue, acting through intracellular receptors that promote
the activation of transcription factors, the transcription of mito-
chondrial DNA and the production of secondary messengers such
as camp [6], TGF alpha and EGF [7]. However, it has been recently
discovered that the degradation products of estrogens also have a
proliferative action [7] and, in some cases, cause damage to DNA
[8].

* Corresponding author. Tel.: +55 11 97970045.
E-mail address: rafael.astolfi95@gmail.com (R.H. Astolfi).

0306-9877/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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The inactivation of these products is done through conjugation,
which is regulated by a series of enzymes, including UDP-glucoro-
niltransferase-1 (UGT1A1). Patients with Gilbert’s Syndrome (GS)
have a lower activity of UGT1A1, which, in theory, may leads to
an accumulation of carcinogenic products of the metabolism of
estrogens. Therefore, we speculate that patients with Gilbert Syn-
drome have a higher risk for breast cancer.

Background of the hypothesis
Genetic basis of Gilbert Syndrome

The genetic basis of GS was elucidated in 1995 [9]. Most pa-
tients with the disease have an insertion of one extra thymine-ade-
nine (TA) repetition in the TATA box in the promoter region of the
UGT1A1 gene. While normal individuals have only six TA repeats,
those with GS have seven or more, building up the genotype
UGT1A1 x 28 [10], which leads to a 20% reduction in gene expres-
sion, and an 80% decrease in UGT1A1 activity [11,12]. The preva-
lence of this polymorphism is 5% in Asians, 10% in Caucasians
and 25% in Afro-Americans [13].

Relationship between breast cancer and UGT1A1 x 28

Estrogens have well-known proliferative actions on breast,
endometrium and bone tissues; however, this is usually associated
with tissue maturation, not loss of differentiation, such as the one
in cancer cells. On the other hand, besides the epidemiological evi-
dence that estrogens are strongly related to breast cancer, there is
laboratory data showing that cell cultures receiving large amounts
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Fig. 1. Synthesis and degradation of estrogens.

of estrogens accumulate damage to the DNA, with cell death and,
later, carcinogenesis [14].

Much of the carcinogenic ability of estrogens have been associ-
ated to one of its metabolites, the 4-OH-estrogens (see Fig. 1).
These molecules are able to bind DNA [15] and have been proven
to induce adenocarcinoma of the endometrium in an animal model
[16]. The same has been suggested by human studies, that showed
higher levels of 4-OH-estrogens in breast cancer patients, when
compared to healthy controls [17].

The elimination of 4-OH-estrogens is based on their association
to radicals such as sulfate, glucoronosil and glutathione, through
reactions catalyzed by enzymes of the families of sulfotransferases
(SULT), glucuronosyltransferase (UGTs) and glutathione transfer-
ases (GST), respectively. In theory, patients with Gilbert Syndrome
would have a greater risk for breast cancer due to an accumulation
of 4-OH-estrogens.

Two studies have positively linked UGT1A1 x 28 with an in-
creased risk of breast cancer. One in women with a family history
[18], and another in Chinese without other risk factors related to
estrogen [19]. This polymorphism was also associated with tumors
most likely to reach a size greater than 2 cm [18] and with later
diagnosis [20], also increasing the levels of circulating estrogens
[21].

Hypothesis

Given the fact that patients with Gilbert's Syndrome harbor the
polymorphism UGT1A1 x 28, it is reasonable to suggest that they
have a higher risk for breast cancer, especially if exposed to higher
concentrations of exogenous hormones.

Discussion

There is a reasonable biological explanation, laboratory evi-
dence and, up to certain degree, clinical evidence that patients

with Gilbert Syndrome have a higher risk for breast cancer; how-
ever, this association has been poorly evaluated. We believe that
this may have several explanations.

First, despite its high prevalence (3-7% in the US population, up
to 13% in other populations) the disease has been considered fairly
benign and, therefore, little attention has been given to other
symptoms it might have, besides jaundice. What is more, most pa-
tients are asymptomatic and are never diagnosed, what impairs
epidemiological studies. Finally, the syndrome itself may be caused
by other polymorphism, such as G71R and Y486D [22], making it
difficult for genetic association studies focusing solely on the
UGT1A1 x 28 to describe the real relation between the syndrome
and any disease.

Another possible explanation would be the fact that all studies
have focused on the genetic diagnosis of the syndrome. It is reason-
able to think that patients who have had episodes of jaundice have
a lower UGT1A1 activity and, therefore, a higher risk for breast can-
cer, than asymptomatic patients with the syndrome. To our knowl-
edge, there have been no studies comparing the rate of jaundice in
breast cancer patients to healthy subjects.

After all, we believe that this association should be further
investigated, due to the high prevalence of the syndrome, the pres-
ence of a simple, reliable and relatively cheap method for its diag-
nosis, the insights it would bring to the understanding of breast
cancer carcinogenesis and, finally, due to the high burden of the
disease. Ideally, the incidence of breast cancer should be studied
in patients with Gilbert Syndrome, especially those with a known
history of jaundice and an important exposure to estrogens.

Potential therapeutic implications

If this hypothesis is confirmed and patients with Gilbert Syn-
drome have higher risks for breast cancer, a completely new strat-
egy for screening and early diagnosis of breast cancer must be
developed specifically for this new risk group. Also, there’s the
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possibility that these patients are at higher risk when receiving
exogenous estrogens.
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