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Introdução 
14 

I. A Epldemiologia Molecular e o Câncer 

Durante as três últimas décadas foi possível o 

delineamento de diversos aspectos da biologia e da patologia do câncer. 

A hipótese de que o processo carcinogênico é composto por múltiplas 

etapas que conduzem à transformação celular e subseqüentes estágios 

malignos, é hoje amplamente aceita. Neste contexto, o papel atribuído 

aos fatores genéticos evoluiu rapidamente através da estimativa, 

caracterização e organização da informação genética. 

Atualmente, com o Projeto Genoma Humano e, mais 

recentemente, com o Projeto Genoma Ambiental (N1EHS, 1997), espera- 

se que a compreensão de que os fatores genético e ambiental se 

interagem, viabilize novas estratégias de prevenção e tratamento da 

doença (Yuspa, 2000). Tal avanço reflete a preocupação política, social e 

científica frente a este problema de saúde pública, já que o câncer 

representa importante causa de mortalidade e morbidade mundial 

(Perera, 1997; INCA, 2001). 

Vários estudos têm sido realizados na tentativa de estimar 

o total de tumores passíveis de prevenção, sendo que tais valores podem 

atingir 50% de todos os casos em países industrializados (Tomatis et a/., 

1997). Assim, grande parte das neoplasias é, teoricamente, passível de 

prevenção, dada a participação de um grande número de fatores 

etiológicos ambientais (Ames et a/., 1995; David & Muir, 1995; Perera, 

1996; Venitt, 1996), tais como a exposição esporádica ou seqüencial a 

carcinógenos químicos, radiação ionizante e não ionizante e os estados 

infiamatórios crônicos quer sejam bacterianos, virais ou parasitários 

(Jensen, 1983; Anwar, 1993; Weinberg, 1996; Wild & Kleihues, 1996). O 

estilo de vida, particularmente o hábito tabagista e a dieta, somam-se aos 

agentes causais passíveis de controle, constituindo importante alvo das 

campanhas de prevenção (Perera, 1997; Perera & Weinstein. 2000; 

Sugimura, 2000). Além desses, fatores como etnia, sexo, idade e estado 
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nutricional e de saúde, também influenciam nas taxas de incidência e 

mortalidade (Figura 1). 

Torna-se claro, portanto, que grande parte das neoplasias 

resulta da interação entre fatores genéticos e ambientais, sendo a 

contribuição exclusivamente genética responsável por apenas 5% de 

todos os tumores. A fração restante pode ser atribuída a fatores 

ambientais "externos" que atuam em conjunto com a suscetibilidade 

genética (Ponder, 1990; Knudson, 1991). 

Knudson (1985) propôs a teoria dos oncodemes, que 

permite classificar os indivíduos e as populações em quatro grupos 

quanto às participações dos fatores ambiental e genético em seu risco de 

desenvolver o câncer. Esses grupos são: 1. Ambiente Genético, seu 

risco deve-se às mutações ao acaso; 2. Ambiental: risco deve-se ao 

contato com carcinógenos; 3. Ambiental/Genético: risco decorrente da 

ação dos carcinógenos ambientais em indivíduos geneticamente 

suscetíveis e 4. Genético: grupo em que a influência genética é 

preponderante à ambiental na determinação do risco. 

No quarto oncodeme, as mutações conferem alto risco 

individual de um tipo particular de câncer em algum estágio da vida, 

independente do ambiente. Os indivíduos dessa população são ditos 

predispostos e constituem a minoria. Entre esses estão os portadores de 

doenças genéticas, tais como o xeroderma pigmentoso, ataxia 

telangiectasia e tumor de Wilms (Perera, 1997; Hussaim & Harris, 1998). 

Por outro lado, existe um grupo maior de pessoas que, 

comparativamente, têm menores chances para o desenvolvimento de 

neoplasias, mas seus riscos ainda são mais elevados que os da 

população geral, pois respondem drasticamente à exposição ambiental 

(Ponder, 1990). Esses são ditos suscetíveis, pertencendo ao terceiro 

oncodeme (Knudson, 1991; Sinha & Caporaso, 1999). Assim, a 
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Figura 1. Representação esquemática da influência dos fatores que 
conferem suscetibilidade no processo de carcinogênese 
ambiental, iniciando-se com a exposição ambiental, 
ocupacional, terapêutica e/ou endógena aliadas ou não ao 

estilo de vida (hábito tabagista e dieta). Os compostos 
mutagênicos/carcinogênicos presentes interagem com a 

molécula de DNA, RNA e proteínas e podem causar lesões 

que, somadas às possíveis alterações em genes críticos (pré- 
existentes ou não), levam ao desenvolvimento do câncer. 
Sabe-se que toda esta via pode ser influenciada por outras 
condições tais como etnia, idade, sexo, estado de saúde 
(doenças crônicas, desnutrição) e ainda por polimorfismos 
genéticos (modificado de Perera, 1997). 
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precisa identificação de marcadores de suscetibilidade é de fundamental 

importância na predição de riscos (Albertini, 1999). 

As pesquisas no campo da epidemiologia molecular têm 

fornecido evidências contundentes da contribuição efetiva do ambiente no 

surgimento do câncer humano e também sobre as situações de risco 

fortemente influenciadas pela suscetibilidade genética (Weinberg, 1992, 

Schork et a/., 1998). Tal ramo da ciência alia a metodologia molecular, 

principalmente a técnica de PCR (reação em cadeia da polimerase), os 

modelos laboratoriais in vitro e in vivo e a bioquímica, aos dados 

obtidos pela epidemiologia clássica, possibilitando não apenas o 

levantamento rápido dos riscos populacionais, mas também individuais, 

no surgimento de neoplasias (Kato et a/.. 1994; Feigelson et a/., 1996; Shi 

et ai, 1996). Dessa forma, possibilita a intervenção precoce e a 

implementação de estratégias eficazes de prevenção, além de fornecer 

bases para o tratamento das mesmas (Hussaim & Harris, 1998). Para 

tanto, utiliza-se de biomarcadores como "indicadores sinalizando eventos 

em amostras ou sistemas biológicos" (Nebert et ai, 1996; National 

Research Council of the National Academy of Sciences, USA, 1997). 

Assim sendo, um biomarcador pode ser definido como 

método, estrutura ou processo que encontra-se na via causai, ou 

intimamente a ela ligado, entre o momento da exposição e o câncer, em 

qualquer etapa do processo carcinogênico (Bartsch, 2000). Assim, a 

presença, a quantidade e o padrão de expressão de determinado 

biomarcador estão correlacionados com a probabilidade de transformação 

maligna de uma célula ou tecido (Wogan, 1992). 

O Conselho Norte-americano de Pesquisa, definiu três 

tipos de marcadores disponíveis para os estudos em sistemas biológicos; 

marcadores de exposição, marcadores de efeito e marcadores de 

suscetibilidade. Os marcadores de exposição fornecem informações 

sobre a quantidade de xenobióticos (compostos ausentes em sistemas 
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Introdução 18 

vivos) a que os indivíduos estão expostos (presença na urina, plasma, 

saliva). Os marcadores de efeito indicam a presença da doença ou de 

sinais pré-clínicos da mesma, representando momentos isolados do 

processo que podem ser qualitativa ou quantitativamente avaliados 

(trocas entre cromátides-irmãs, aberrações cromossômicas, estados 

hormonais alterados, antígenos tumorais e mutações em oncogenes e 

genes supressores de tumor). Por sua vez, os marcadores de 

suscetibilídade indicam indivíduos ou populações com diferenças 

biológicas capazes de afetar a resposta do organismo à agentes 

ambientais (absorção diferencial de micronutrientes e os polimorfismos 

nos genes do biometabolismo e de reparo do DNA). 

O princípio básico dos marcadores de suscetibilídade 

reside na diferença interindividual que confere graus de sensibilidade às 

doenças induzidas pelo ambiente. Esses marcadores podem incluir 

características genéticas, diferenças no metabolismo ou a capacidade 

diferencial de um órgão se recuperar de agressões ambientais (Bartsch & 

Hietanen, 1996; Taningher et ai, 1999). 

Entre os mais significativos marcadores de suscetibilídade 

estão as diferenças genéticas na capacidade das células repararem 

lesões no DNA, causadas por agentes ambientais (Spitz & Bondy, 1993; 

Kaderlik & Kadlubar, 1995). Um outro tipo relevante de biomarcador de 

suscetibilídade baseia-se no fato de que muitos compostos 

mutagênicos/carcinogênicos não são capazes de provocar por si mesmos 

os efeitos prejudiciais, sendo alterados por enzimas cujas modificações 

podem aumentar ou diminuir a habilidade dessas substâncias interagirem 

com as biomoléculas informacionais (Eubanks, 1994; Guengerich, 2000). 
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II. Bíomarcadores de Suscetíbilídade e a Metabolização Xenobiótíca 

Grande parte do conhecimento a respeito da variabilidade 

genotípica e fenotípica interindividual na regulação dos processos de 

metabolização xenobiótica teve início a partir de estudos farmacocinéticos 

(Meyer, 1991; Meyer & Zanger, 1997). A constatação da existência de 

respostas diferenciais a uma mesma droga ministrada em doses 

equivalentes e de que alguns desses desvios apresentavam padrão de 

herança mendeliana simples, fez com que o geneticista alemão Vogel, em 

1952, cunhasse o termo farmacogenética (Shields, 1994). A 

farmacogenética dedica-se, portanto, ao estudo da base genética sobre a 

resposta não usual do organismo à ação dos medicamentos ou poluentes 

ambientais (Kalow, 1962). 

Um outro conceito relevante é o de polimorfismo 

genético ou seja, traço mendeliano existente numa população em no 

mínimo dois fenótipos, nenhum dos quais ocorrendo em freqüência menor 

que 1% (Ford, 1940). 

Há cerca de vinte anos atrás, a caracterização desses 

polimorfismos esteve restrita, principalmente, à detecção por eletroforese 

de variantes enzimáticas sem, contudo, evidenciar sua identidade 

molecular. Todavia, com a clonagem e o sequenciamento de muitos 

genes do biometabolismo e a disponibilidade de metodologias com maior 

sensibilidade para identificação de variantes alélicas ao nível de DNA, 

tornou-se possível a identificação de inúmeros polimorfismos em 

diferentes populações (Saiki et a/., 1988; Higuchi & Ochman, 1989). 

Dentre esses, estão aqueles que afetam os níveis de expressão ou a 

atividade catalítica das enzimas envolvidas, através de diferentes 

mecanismos moleculares (MacLeod et a/., 1997; Meyer & Zanger, 1997). 

A maioria desses polimorfismos possui relevância clínica, envolvendo 

enzimas que metabolizam drogas (Hirvonen, 1995), e podem ter 
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conseqüências diversas. Como exemplo, cabe ressaltar o caso das 

enzimas que inativam drogas que são terapêutica ou socialmente 

utilizadas, podem ser observadas reações adversas em indivíduos que 

apresentam ausência da enzima. Muitos xenobióticos que desempenham 

papel importante na etiologia de doenças, são ativados ou inativados por 

enzimas do biometabolismo que podem apresentar versões polimórficas. 

Assim, dependendo do tipo de reação mediada por essas enzimas, tais 

polimorfismos poderão conferir vantagem ou desvantagem na 

suscetibilidade a certas patologias (Daly et a/., 1993). A Figura 2 

representa alguns desses mecanismos e sua conseqüência no 

metabolismo de xenobióticos. 

Uma vez que a maioria dos agentes 

mutagênicos/carcinogênicos requer ativação metabólica antes de se 

ligarem ao DNA, RNA e as proteínas (Rogers, 1994), as variações nos 

processos de ativação e destoxificação de compostos químicos 

desempenham papel crucial na tumorigênese ambiental (Bartsch & 

Hietanen, 1996). Assim, distúrbios no equilíbrio desses processos podem 

explicar a variabilidade na resposta individual à exposição a tais 

compostos (Hirvonen, 1995; Anwar et a/., 1996). A quantia final efetiva de 

carcinógenos produzida depende da ação competitiva entre os 

mecanismos de ativação e destoxificação, envolvendo as enzimas que 

tomam parte nessas vias bioquímicas da célula (Hayes, 1995). 

Desse modo, a variação interindividual na resposta aos 

agentes xenobióticos, aos quais os indivíduos podem ter sido expostos 

através da dieta, prescrição terapêutica e/ou ocupação profissional, e 

os seus efeitos carcinogênicos potenciais são mediados pela 

predisposição herdada (Vineis, 1995; Wormhoudt et a/., 1999). Alguns 

indivíduos ou subgrupos populacionais, como por exemplo, as diferentes 

etnias, podem apresentar risco significativamente maior de câncer 

quimicamente induzido do que a média populacional, devido às diferenças 
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Figura 2. Representação geral de alguns dos principais mecanismos moleculares 
através dos quais podem ocorrer alterações no metabolismo de 
xenobióticos. A via de transcrição e tradução, resultando em produção 
da enzima normal, com metabolismo inalterado, está indicada pelas setas 
largas. Exemplos de polimorfismos que podem causar produção de 
enzimas inativas ou ainda ausência das mesmas incluem aqueles 
resultantes de mutações, deleções gênicas e erros na matriz de leitura. 
Os polimorfismos que resultam em substituição de aminoácidos podem 
dar origem a enzimas instáveis ou com sítio ativo alterado (região em 
vermelho), modificando, assim, a especificidade ao substrato. Além 
dessas, duplicações sucessivas de genes ativos podem resultar em altos 
níveis de RNAm e, como conseqüência, altos níveis enzimáticos, 
aumentando assim o metabolismo. Exemplos de variantes alélicas 
resultantes de tais alterações em alguns genes da superfamília P450, 
estão localizados na parte inferior do diagrama. As barras verticais 
representam os limites entre os genes e as letras AAAA indicam a cauda 
poli-A (modificado de Ingelman-Sundberg et a!., 1999). 
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expressivas nos processos de ativação e destoxificação (Idle, 

1991;Gilliland, 1997; Caporaso, 1999). 

A maquinaria de metabolização xenobiótica possui dois 

tipos de enzimas: as de metabolismo oxidativo mediado ou de Fase I e as 

enzimas conjugadas ou de Fase II. Muitos compostos, tais como os 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAHs), as nitrosaminas e várias 

drogas medicamentosas, são convertidos à metabólitos altamente 

reativos pelas enzimas oxidativas da Fase I, que são principalmente 

enzimas da superfamília do citocromo P-450 (CYPs). 

Dessa forma, através da introdução de um ou mais 

grupamentos hidroxila ao substrato, um pró-carcinógeno pode tornar-se 

carcinógeno, como o benzo[a]pireno que é convertido em epóxido de 

benzo[a]pireno. Em contraponto, as reações da Fase II envolvem a 

conjugação com um substrato endógeno (glutationa, sulfato, glicose, 

acetato) através das glutatião-S-transferases (GSTs), UDP- 

glucoroniltransferases e N-acetiltransferases (NATs), que agem então 

como enzimas inativadoras dos produtos da Fase I, convertendo-os a 

metabólitos hidrofílicos e passíveis de excreção (Umeno et a/., 1988; Idle, 

1991; Omenn, 1991; Hirvonen, 1993; Persson et a/., 1993; Kato et a/., 

1994; Bois et a/., 1995; Kroemer & Eichelbaum, 1995; Raunio et a/., 

1995). 

Assim, o equilíbrio entre as enzimas que aumentam a 

toxicidade ou inativam os produtos químicos pode conferir sensibilidade 

individual diferenciada (Albertini, 1999; Wormhoudt et a/., 1999). Como 

conseqüência dessa variabilidade individual, os modelos de investigação 

de risco devem considerar a suscetibilidade genética, que torna os 

indivíduos resistentes ou mais sensíveis à exposição ambiental ou ainda a 

substratos endógenos, uma vez que tais enzimas também participam do 

metabolismo de hormônios esteróides e prostaglandinas, espécies 

reativas de oxigênio, entre outros (Vineis, 1995). 
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11.1. A Superfamílía Cítocromo P450 

A superfamília de genes do citocromo P450 representa 

uma das principais classes de biotransformação da Fase I, através de 

suas mais de 500 isoenzimas (Lang & Pelkonen, 1999). Tais 

monoxigenases são divididas em famílias baseadas em sua relação 

dentro da escala evolutiva, que é determinada pelo grau de homologia 

entre os genes e, posteriormente, entre as seqüências de aminoácidos 

das proteínas (Nebert & Gonzalez, 1987; Gonzalez, 1989; Gonzalez, 

1990). Essa gama de enzimas participa tanto da biossíntese como da 

degradação de esteróides, vitaminas, ácidos graxos, prostaglandinas, 

aminas, feromônios e metabólitos vegetais (Wolf, 1986). Metabolizam, 

ainda, inúmeras drogas e carcinógenos/mutágenos químicos, entre outros 

poluentes ambientais denominados, em seu conjunto, como xenobióticos 

(Guengerich, 1988). 

Estimados em cerca de 250 mil compostos no total, os 

xenobióticos são substratos potenciais para as enzimas P450, se não 

indutores ou inibidores das mesmas (Guengerich, 1992). Essas reações 

ocorrem, principalmente, no fígado, contudo existe expressão não 

hepática, em menor grau, por todo o organismo incluindo intestino, 

pulmão e rim, entre outros (Rogers, 1994). Um aspecto curioso dessa 

superfamília está no fato de que as CYPs podem não apenas catalisar 

diferentes reações oxidativas, como também metabolizar uma quantidade 

impressionante de xenobióticos lipofílicos (Lin & Lu, 1998). 

As enzimas da superfamília citocromo P450 encontram-se 

presentes em animais, plantas, leveduras e bactérias e, somente em 

mamíferos, calcula-se que estejam funcionalmente presentes mais de 200 

dessas proteínas. Todos esses genes evoluíram a partir de um ancestral 

comum, em torno de 2,5 bilhões de anos atrás e o mecanismo que 
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contribuiu para tal divergência foi, provavelmente, a interação entre 

plantas e animais (Gonzalez & Nebert, 1990). De acordo com tal hipótese, 

durante o período em que os animais começaram a se alimentar de 

plantas, surgiram as toxinas vegetais como proteção. Consequentemente, 

elas proporcionaram a adaptação animal, com a manutenção de novos 

genes que metabolizavam a gama de diversos produtos vegetais em 

constante evolução (Gonzalez & Gelboin, 1994; Ingelman-Sundberg et a/., 

1999). 

Apesar de amplamente aceita, a hipótese da interação 

entre animais e plantas não elucida questões essenciais tais como 

aquelas referentes à origem desses locos polimórficos e à participação do 

ambiente nas freqüências distintas dos inúmeros alelos entre as etnias. 

Sabe-se que um grande número de duplicações em genes P450 ocorreu 

quando os animais ocuparam a superfície terrestre. Entretanto, acredita- 

se que, atualmente, tal fenômeno não esteja ocorrendo em resposta aos 

carcinógenos ambientais, uma vez que tais neoplasias representam uma 

seleção pós-período reprodutivo. 

Estima-se que no genoma humano existam em torno de 

60 a 100 genes codificadores de enzimas P450, sendo que cerca de 20 

deles estão envolvidos na codificação de enzimas que metabolizam 

compostos exógenos (Ingelman-Sundberg et a/., 1999). Devido à 

importância do seu papel na ativação metabólica de inúmeros 

procarcinógenos, extensiva pesquisa tem sido concentrada na relação 

entre a distribuição de variantes polimórficas das diferentes enzimas de 

P450 e a suscetibilidade ao câncer, tendo sido avaliados principalmente 

os genes CYP1A1, CYP2D6 e CYP2E1. 

De fato, diferenças individuais na expressão das 

isoformas de P450 causam variação marcante no nível de carcinógenos 

ativos na célula. Sabe-se, ainda, que a expressão e atividade dessas 

enzimas são reguladas por mecanismos genéticos distintos. Além disso, 
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uma vez que muitas delas têm expressão induzida, tanto o agente indutor 

como o mecanismo molecular de indução, podem variar, dificultando 

qualquer generalização. Muitas das substâncias que agem como 

indutoras são, em realidade, substratos para a enzima P450 que induzem, 

estimulando assim seu próprio metabolismo bem como o de qualquer 

outro composto que seja substrato da mesma enzima. Além disso, muitos 

compostos que induzem as enzimas P450 podem também ativar uma ou 

mais enzimas da Fase II (Rogers, 1994). 

Os polimorfismos de P450 e a suscetibilidade ao câncer 

podem estar associados ainda, pelo fato dessas isoenzimas participarem 

também da transformação de compostos endógenos relevantes nos 

processos de transformação da célula iniciada até o estágio maligno 

indiferenciado (Rannug et a!., 1995). 

11.1.1. O gene CYP2E1 

O gene CYP2E1, localizado em 10q24-3-qter, tem a 

transcrição induzida pelo etanol e seu produto (dimetilnitrosamina 

desmetilase) está envolvido no metabolismo oxidativo do próprio etanol, 

bem como de inúmeros carcinógenos ambientais como compostos 

hidrofílicos de baixo peso molecular, benzeno, cloreto de vinila e as 

nitrosaminas, entre elas a NNK (4-metilnitrosamino-1-3piridil-butanona), 

encontradas na fumaça do cigarro (Guengerich et a/., 1991; Raunio et a/., 

1995). Outros xenobióticos incluem drogas medicamentosas (agentes 

anestésicos, isoniazida, tamoxifeno) e não medicamentosas, como a 

cocaína (revisto em Lieber, 1997). 

Assim, a indução do CYP2E1 pelo etanol pode interferir 

na ativação de carcinógenos, que por sua vez podem atuar promovendo 

neoplasmas em diversos órgãos (Guengerich et ai, 1991; Persson et ai, 

cm i unesp 

▲ta ▲tatat I 

11 12 13 14 15 16 17 



Introdução 26 

1995). A enzima CYP2E1 encontra-se presente em vários tecidos, entre 

eles os rins e os pulmões, contudo sua expressão mais significativa é 

verificada no tecido hepático (Daly et al., 1994). 

O polimorfismo do gene CYP2E1 tem sido considerado 

como um dos indicadores potenciais da suscetibilidade ao câncer 

associado ao citocromo P450. Com a utilização de enzimas de restrição 

(Psfl, Psal, Dral, Msp\, Taq\) foram descritos diferentes alelos para o 

CYP2E1 (McBride et al., 1987; Hayashi et al., 1991; Uematsu et al., 

1991). Dentre eles, os mais extensivamente estudados são o polimorfismo 

Psfl ("1019C—>T), localizado na região promotora do gene, e o polimorfismo 

Dral (^^A-^T) do íntron 6, que são responsáveis pelos alelos 

CYP2E1*5B e CYP2E1*6, respectivamente (Tabela 1). Diferentes estudos 

em populações européias, norte-americanas e asiáticas sugerem que 

esses polimorfismos estão ligados, ou seja, todos os indivíduos com o 

polimorfismo Psfl também exibem o alelo mutante Dral (Watanabe et al., 

1990; Persson et al., 1993; Yu et al., 1995; Hildesheim et al., 1995). 

Contudo, outros autores mostraram que a presença de um alelo Dral não 

implica necessariamente em um alelo Psfl correpondente em populações 

sul e norte-americanas, japonesas e afro-americanas (Kato et al., 1994; 

Wu et al., 1998; Rossit et al., 2001). 

O alelo CYP2E1*5B foi relacionado aos níveis 

aumentados de ativação transcricional do gene com conseqüente super 

expressão da proteína CYP2E1 (Hayashi et al., 1991; Tsutsumi et al., 

1994a). Uma vez que o polimorfismo Dral desse gene não causa 

alteração estrutural ou funcional na enzima correspondente, seus efeitos 

devem estar antes relacionados à expressão da mesma. Embora não 

tenham sido verificadas diferenças nos níveis de expressão do RNA 

mensageiro ou no metabolismo hepático de compostos CYP2E1 

específicos (Uematsu et al., 1994; Kim etal., 1995; Carriere et ai, 1996), 
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Tabela 1: Principais características do aielo CYP2E1*1 e das 

variantes alélicas CYP2Er5B e CYP2Er6. 

Alelo Selvagem CYP2E1*1 

Alelo raro CYP2E1*5B CYP2E1*6 

Mutação -mi 9c ^ T ^A-^T 

Enzima de Psfl (+) ou Rsal (-) Dra\ (+) 

reconhecimento 

Efeito funcional 

_ '.j 1'. _ V.     .• ■ 

■ i _ .■ . v 

Muda a ativação 

transcricional do gene3 

Associado à maior 

formação de adutos de 

DNAb 

Hayashi et ai, 1991 eTsutsumi eía/., 1994a. 
bKato ef ai, 1995. 

foram detectados níveis aumentados de adutos de DNA em portadores 

dessa variante alélica (Kato ef a/., 1993; 1995). 

Em alguns estudos, tais alelos exibem associação 

epidemiológica ao risco aumentado para diversas lesões como a cirrose 

hepática alcoólica (Tsutsumi et a/., 1994b; Pirmohamed et a/., 1995), 

hepatocarcinoma (Yu et ai, 1995; Ladero et ai, 1996) e os cânceres de 

pulmão (Uematsu et ai, 1991; 1994; El-Zein et ai, 1997a; El-Zein et ai, 

1997b: Wu et ai, 1997; LeMarchand et ai, 1998; Wang et ai, 1999), do 

trato aerodigestivo superior (Bouchardy et ai, 2000) e coioretal (Kiss et 

ai, 2000). Contrariamente, outros autores sugerem ausência dessa 

correlação (Hirvonen et ai, 1993; Sugimura et ai, 1995; Watanabe et ai, 

1995; Ladero et ai, 1996; Savolainen et ai, 1997; Katoh et ai, 1999; 

Persson et ai, 1999; Wong et ai, 2000; Butler et ai, 2001) ou ainda, que 

tais variantes alélicas exercem efeito protetor (Lucas et ai, 1996; Le 

Marchand et ai, 1998; Nishimoto et ai, 2000). 

Essas contradições aparentes podem ser reflexo da 

distribuição étnica diferencial para os alelos CYP2E1*5B e CYP2E1*6 ou 

cm i unesp 

▲ta atatat > 

11 12 13 14 15 16 17 



Introdução 28 

ainda resultantes das baixas freqüências já observadas para os mesmos, 

em algumas populações. 

11.2. As Glutatião-S-transferases 

Dentre as enzimas denominadas de Fase II, envolvidas 

nos processos de destoxificação, as glutatião transferases desempenham 

um papel predominante no metabolismo celular, bem como na 

modificação de compostos eletrofílicos reativos. Tais reações ocorrem 

tanto pela conjugação com as glutationas como também por ligação não 

covalente com vários agentes xenobióticos. Entre esses, estão os 

carcinógenos e drogas citotóxicas, como os hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos presentes na dieta alimentar e na fumaça do cigarro e vários 

pesticidas e poluentes ambientais (van Poppel ef a/., 1992; Brockmõller et 

a/., 1993; Strange et ai, 1999). 

Esses substratos eletrofílicos reativos podem ser 

resultantes ainda, de processos endógenos, iniciados, por exemplo, na 

respiração e em processos inflamatórios, ou ainda por radiação ionizante 

com a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), incluindo 

radicais superóxido e hidroxi (Lang & Pelkonen, 1999). Desse modo, é 

possível concluir que tais enzimas desempenham uma função protetora 

contra os compostos carcinogênicos/mutagênicos endógenos e exógenos 

(Ketterer, 1988; Coles & Ketterer, 1990; Tanningher et ai, 1999). Vários 

quimioterápicos são também substratos para as GSTs e, neste caso, sua 

conjugação pode levar a uma diminuição do efeito esperado e a 

manifestação de resistência celular a esses efeitos (Wormhoudt et ai, 

1999). 

Estima-se que existam pelo menos 20 GSTs na espécie 

humana, estando tais enzimas presentes na maioria dos organismos 

vivos, incluindo as bactérias, leveduras, fungos e plantas (Mannervik et 

ai, 1985; Buetler & Eaton, 1992). A família das GSTs é composta por 
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proteínas diméricas solúveis e multifuncionais que podem conjugar-se 

com moléculas eletrofílicas tornando-as menos tóxicas, já que catalisam o 

ataque nucleofílico da glutationa sobre esses compostos(Pickett & Lu, 

1989; Rushmore & Pickett, 1993; Hayes & Pulford, 1995; Persson et a/., 

1995). Sua maior concentração é observada no fígado, contudo, 

encontram-se em menores concentrações em outros órgãos, como 

pulmões e intestino delgado. 

As GSTs humanas foram agrupadas, com base em seu 

ponto isoelétrico, em quatro classes: alfa (GST2, GSTA), mu (GST1, 

GSTM1), pi (GST3, GSTP) e teta (GSTT1), cada uma dessas classes 

contendo produtos de diferentes locos gênicos (Board et a/., 1990; 

Pemble et al., 1994; Hayes & Pulford, 1995; Tan et ai, 1995). Encontram- 

se descritos na espécie humana três polimorfismos para essa família, nos 

genes codificadores das enzimas GSTM1, GSTT1 e GSTP1. 

O gene GSTM1, localizado no cromossomo 1, é 

polimórfico na população humana, com dois alelos funcionais (GSTM1*A 

e GSTM1*B) e um alelo com atividade nula (GSTM1*0), sendo que 

aqueles funcionais apresentam a mesma eficácia metabólica (Widersten 

et ai, 1991). 

Do mesmo modo que o gene GSTM1, o GSTT1, 

localizado no cromossomo 22, também é polimórfico na população 

humana, apresentando fenótipo nulo por deleção (alelo GSTT1*0). A 

deleção em homozigose do gene GSTM1 é observada em taxas médias 

de 50%, variando de 20% em um grupo indígena brasileiro (Arruda et ai, 

1998), a 88% em habitantes da ilha de Samoa, na Polinésia (ün et ai, 

1994). Para o genótipo GSTT1 nulo, essa variação foi de 10% em uma 

população sueca (Warholm et ai, 1995), a cerca de 60% em chineses e 

coreanos (Nelson et ai, 1995). 

Uma vez que essas enzimas catalisam a conjugação da 

glutationa com xenobióticos, sua ausência poderia reduzir a capacidade 
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de um organismo em destoxificar metabólitos reativos. Nessa direção, 

diversos estudos têm detectado uma freqüência elevada do genótipo nulo 

para GSTM1 em indivíduos portadores de diferentes neoplasias, tais 

como câncer de pulmão (Alexandrie et a/., 1994; Malats et ai, 2001), 

gástrico (Katoh et ai, 1996; Saadat & Saadat, 2001), laringe (Jahnke et 

ai, 1996; Hanna et ai, 2001), pele (Heagerty et ai, 1994) e de bexiga 

(Brockmõller et ai, 1994; Anwar et ai, 1996; Brockmõller et ai, 1996; 

Abdel-Rahman et ai, 1998). Uma associação positiva foi observada para 

o genótipo GSTT1 nulo e o risco de desenvolvimento do câncer coloretal 

(Deakin et aí., 1996) e do carcinoma basocelular cutâneo (Lear et ai, 

1996). Uma freqüência aumentada de portadores do genótipo nulo para 

ambos os genes também foi descrita em tumores de cabeça e pescoço 

(Cheng et ai, 1999) e laringe (Jourenkova-Mironova et ai, 1999), ambos 

associados ao fumo. 

ill. Bíomarcadores de Suscetibílidade e o Reparo do DNA 

Os sistemas de reparo do DNA são responsáveis pela 

manutenção da integridade do genoma, tanto em células somáticas como 

nas germinativas, uma vez que atuam minimizando erros no processo de 

replicação, removendo danos causados à molécula de DNA e reduzindo 

os rearranjos deletérios surgidos por recombinaçâo anômala. Tais lesões, 

se não reparadas, podem interferir no metabolismo do DNA, incluindo sua 

replicação, transcrição e recombinaçâo, bem como em outras funções 

celulares importantes, tais como a regulação do ciclo e da divisão celular 

(Benhamou & Sarasin, 2000). Desse modo, o reparo constitui evento 

critico na proteção do genoma contra as mutações que predispõem ao 

câncer e/ou doenças genéticas (Hartwell & Weinert, 1989; Sanear, 1995). 

É muito provável, da mesma forma que outros traços 

fenotípicos, que a variação individual na capacidade de reparo do DNA 
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seja geneticamente determinada. Sabe-se que alguns indivíduos 

apresentam um risco muito alto de desenvolver o câncer devido as 

variações herdadas em genes, cujos produtos estão envolvidos nos 

processos de reparo e metabolismo do DNA (Bohr, 1995; Ma et al., 1995; 

Tlsty et al., 1995). Os primeiros indícios de que deficiências nos 

processos de reparo do DNA estejam relacionadas ao processo maligno, 

foram obtidos em pacientes com xeroderma pigmentoso, uma doença 

familial rara, de herança autossômica recessiva (Cleaver & Kraemer, 

1995). Mais recentemente, outra evidência dessa associação foi descrita 

pela constatação da deficiência no reparo de "mismatch" em famílias 

afetadas pelo câncer de cólon não poliposo hereditário (Kolodner, 1995). 

Embora tais estudos tenham conduzido à identificação de genes 

envolvidos no processo carcinogênico, a grande maioria das neoplasias 

não é familial e sim, esporádica (Renan, 1997; Szabo & King, 1997). 

De fato, a diminuição na capacidade de reparo do DNA, 

que tem sido observada em freqüências polimórficas na população geral, 

não poderia ser explicada pelo pequeno número de indivíduos portadores 

de síndromes, já identificadas, de deficiência nos mecanismos de reparo 

(Shen et al., 1998). Inúmeras linhas de pesquisa sugerem que a 

capacidade diferencial de reparo do DNA, entre os indivíduos, reflete 

diferenças genéticas e tal variação apresenta características compatíveis 

àquelas esperadas para os chamados genes ou biomarcadores de 

suscetibilidade ao câncer. Tais características incluem a codificação de 

proteínas que exibem função reduzida, ao invés de completa 

incompetência funcional e ainda a existência, na população geral, de 

alelos polimórficos com penetrância incompleta (Mohrenweiser & Jones, 

1998). 

Com base nessas informações, Shen et al. (1998) 

iniciaram o sequenciamento de genes codificadores de proteínas 

envolvidas nas vias de reparo, na tentativa de estimar a ocorrência 
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dessas variações e, posteriormente, fornecer bases para futuras 

pesquisas no campo da epidemiologia molecular que correlacionem 

polimorfismos específicos à capacidade diminuída de reparo e à 

suscetibilidade individual ao câncer. Seus resultados possibilitaram a 

identificação de quinze alelos polimórficos, cujas freqüências variaram de 

0,02 a 0,40, nos exons de nove genes investigados. Posteriormente, 

outros autores reportaram diferentes polimorfismos em genes de reparo 

do DNA (Fan et a/., 1999; Butkiewicz et a/., 2000). A maioria desses 

polimorfismos ocorre em seqüências evolutivamente conservadas e vários 

resultam em substituição de aminoácidos, o que sugere seu possível 

papel na manutenção da função protéica (Shen et a/., 1998). 

Ili.1. O gene XRCC1 

Dentre os polimorfismos já detectados em genes de 

reparo, encontram-se entre os mais recentemente estudados, aqueles do 

gene XRCC1, cuja proteína foi identificada por restabelecer a capacidade 

de reparo na linhagem mutante de células de ovário de hamster chinês 

(CHO) EM9 (Thompson et ai, 1985; 1990; revisto em Thompson & West, 

2000). 

Esse gene localiza-se no braço longo do cromossomo 19 

(Mohrenweiser et ai, 1989) e codifica a proteína XRCC1 (X-ray cross- 

complementing group 1 protein) que forma um complexo com outras 

enzimas envolvidas no reparo de quebras na fita simples do DNA por 

excisão de bases (BER): DNA ligase III, DNA polimerase Q> (B-Pol) e 

poli(ADP-ribose)polimerase (PARP) (Caldecott et ai, 1996; Kubota et ai, 

1996). 

A DNA polimerase R-Pol é responsável pela síntese de 

DNA em sítios abásicos que foram clivados em sua extremidade 5' 

(Singhal et ai, 1995) e realiza síntese de DNA em pequenas falhas de 

poucos nucleotídeos (Singhal et ai, 1993). A DNA ligase III efetua a 
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ligação do complexo à extremidade da fita simples clivada enquanto a 

proteína PARP reconhece regiões clivadas tanto em fita simples como 

dupla, interagindo com as mesmas (Trucco et a/., 1999). 

Cada uma dessas proteínas une-se a XRCC1 em 

domínios protéicos específicos (Figura 3). A interação com B-Pol ocorre 

no domínio N terminal (NTD) de XRCC1, formado pelos resíduos dos 

aminoácidos 1 até 183 (Kubota ef a/., 1996; Marintchev ef a/., 1999). A 

DNA ligase III, por sua vez, une-se a XRCC1 através de um domínio C 

terminal, chamado BRCT-II (breast câncer susceptibility protein-1 homolog 

C-terminal), anteriormente identificado em mais de 50 outras proteínas 

que atuam no "checkpoint" do ciclo celular e são sintetizadas mediante 

danos ao DNA (Bork et a/., 1997; Dulic et a/., 2001). A heterodimerização 

da DNA ligase III com XRCC1 mostrou-se necessária à manutenção 

dos níveis da enzima DNA ligase III ativa na célula (Caldecott et a/., 1995; 

Capelli et al., 1997; Thornton et al., 2001). A união entre XRCC1 e PARP 

ocorre através de um único domínio central denominado BRCT-I e dessa 

interação resulta a redução da atividade de PARP, culminando com seu 

desligamento do sítio do DNA danificado (Masson et al., 1998). 

Uma vez que a formação desse complexo prescinde da proteína XRCC1, 

inicialmente pensou-se que sua função estivesse restrita à organização 

das proteínas envolvidas no BER e não propriamente como participante 

ativa desse processo (Rice, 1999). Contudo, recentemente Marintchev et 

al. (1999) demonstraram que a XRCC1 se liga diretamente ao DNA 

clivado, bem como ao complexo B-Pol - DNA clivado, sugerindo seu 

envolvimento de modo independente no reconhecimento de danos à 

molécula de DNA. 

Atualmente, sabe-se que o papel da XRCC1 verifica-se 

em diversas etapas do processo de reparo e que, em todas elas, a 

atuação dessa proteína otimiza a eliminação das quebras em fitas simples 
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Èxons 
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Figura 3. Representação esquemática da proteína e do gene XRCC1 

mostrando as regiões de interação com as proteínas P-Pol, 

PARP e DNA ligase III, bem como a localização das variantes 

alélicas R194W, R280H e R399Q (esquema em escala, 

modificado de Thompson & West, 2000). 
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do DNA. Tais funções induem a estabilização da DNA ligase III (Caldecott 

et a/., 1994); a coordenação do BER através da junção das enzimas 

envolvidas no mesmo (Kubota et a/., 1996; Caldecott et a/., 1996); a 

detecção de quebras geradas por ação química, enzimática ou física 

(Marintchev et al., 1999; Hu et al., 2001); o controle da atividade da B-Pol 

(Kubota et al., 1996; Marintchev et al., 1999); o favorecimento do reparo 

de quebras em fita simples específico da fase S do ciclo celular (Taylor et 

al., 2000) e, possivelmente, a regulação da PARP (Masson et al., 1998). 

O sequenciamento de DNA realizado por Shen et al 

(1998), permitiu a identificação de três polimorfismos em regiões 

codificadoras nos códons 194(Arg-+Trp), 280 (Arg—►His) e 399 

(Arg—>Gln), cujas freqüências foram de 0,25, 0,08 e 0,25, 

respectivamente. Os polimorfismos nas regiões R194W (exon 6) e 

R280H (exon 9) codificam parte da região de ligação entre os domínios da 

B-Pol e PARP, sendo que a substituição do aminoácido arginina para 

glicina ocorre em um core hidrofóbico da proteína. A substituição da 

arginina pela glicina, ocasionada pelo polimorfismo no códon 399 do exon 

10, situa-se na extremidade C terminal do domínio tipo BRCT, onde 

ocorre a ligação da PARP (Figura 3). 

O fato de que outras substituições em um único 

aminoácido, em ambos os domínios de interação (BRCT e B-Pol), 

provaram resultar em completa perda da função protéica em hamster 

(Shen et al., 1998) e de que a ausência de atividade de XRCC1 é uma 

condição letal ao embrião de camundongos (Tebbs et al., 1999), 

conduziram à conclusão de que esses polimorfismos não causam a 

completa perda da função protéica (Shen et al., 1998). Contrariamente, 

codificam alterações de aminoácidos não conservativas em resíduos que 

são idênticos em hamsters, camundongos e humanos, o que sugere sua 

relevância funcional, apesar de serem desconhecidas suas 
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conseqüências para a estrutura e função protéicas (Lamerdin et a/., 

1995). 

A partir da publicação da identidade molecular do gene 

XRCC1, diferentes grupos iniciaram pesquisas, in vivo e in vitro, buscando 

determinar o possível impacto dos mesmos no BER e, 

consequentemente, na carcinogênese humana. Entre essas encontram- 

se os estudos de caso-controle que, através da metodologia de PCR- 

RFLP, avaliaram as freqüências das variantes alélicas do gene XRCC1 

em diferentes lesões e populações humanas (Tabela 2). Apenas um 

trabalho pôde demonstrar a associação do polimorfismo no códon 280 do 

gene XRCC1 à suscetibilidade aumentada ao câncer de pulmão em 

indivíduos etilistas (Ratnasinghe et ai., 2001), enquanto outros autores 

não puderam detectar tal correlação nos cânceres de esôfago (Lee et a/., 

2001) ou bexiga (Stern et a/., 2001). Por outro lado, três estudos em 

diferentes populações (norte-americana, egípcia e chinesa) e neoplasias 

(câncer de cabeça e pescoço, coloretal e gástrico) sugeriram que o 

polimorfismo no códon 194 confere risco aumentado no desenvolvimento 

neoplásico (Sturgis et ai., 1999; Abdel-Rahman et ai, 2000a: Shen et ai, 

2000). 

Contudo, o polimorfismo mais freqüentemente referido 

como possível marcador de suscetibilidade em diferentes lesões, tanto 

malignas como pré-malignas, é aquele do códon 399 do gene XRCC1 

(Tabela 2). Recentemente, Lee et al (2001) puderam detectar 

suscetibilidade aumentada ao câncer de esôfago entre indivíduos 

abusadores de álcool, portadores da variante alélica desse códon. Outras 

lesões, também correlacionadas, incluem os cânceres de mama e 

pulmão, os carcinomas gástrico e coloretal e o câncer de cabeça e 

pescoço (Sturgis et ai, 1999; Duell et ai, 2001; Divine et ai, 2001; Shen 

et ai, 2000; Abdel-Rahman et ai, 2000a) (Tabela 2). 
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Tabela 2. Risco do câncer associado aos polimorfismos do gene XRCC1 em diferentes 

Códons 

Publicação n População Lesão 194 280 399 

Lee et a/. 
(2001) 

105 Taiwanesa 
Câncer 

esofágico 
= = +A 

Duell et ai 
(2001) 

639 
hlSàÊ&alà 

, Norte- 
amerícana 

Câncer de 
mama 

VTJ-.;.0,V;,C,;TÍ"' 

NA +B 

Matullo et ai 
(2001) 

. - 

124 Italiana 
Câncer de 

bexiga 
NA NA = 

Stem et ai 
(2001) 

235 
Norte- 

americana 
Câncer de 

bexiga 
- - 

Ratnasinghe et ai 
(2001) 

108 
Norte- 

americana 
Câncer de 

pulmão 
- +A = 

Divíne et ai 
(2001) ■ . v ^ 1 r. V i • •> TÍi 5 jÃ . .»ÍÍÉfc 

172 
Norte- 

americana Írítf yji«WA"SWDÍliÒfttel■•i 'X 

Câncer de m 

pulmão - . ■ . j ■ - - - , J k • — • . 
NA + 

Shen et ai 
(2001) 

188 Chinesa 
Câncer 
gástrico 

+ NA + 

Abdel-Rahman et ai 
(2000a) 

48 
: • 

Egípcia 
L 

 ■ ■■ •; 
Carcinoma 
coloretal ■ wii&&AÍbiriATCtâ&}ábSjit!í0àftnÀè>i*t,*i. Lv^CÍ''- 

+ NA 
1 ' .. . 

Sturgis et ai 
(1999) 

203 
Norte- 

americana 

Câncer de 
cabeça e 
pescoço 

+ NA + 

+: risco aumentado 

=: nenhum efeito 

sugestão de risco reduzido 

NA: não avaliado 

A: Pacientes consumidores de álcool 

B: Negróides ou ascendência negróide 
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Dada a complexidade da atuação da XRCC1 no BER, são 

necessários estudos adicionais que avaliem o significado funcional dos 

polimorfismos moleculares detectados e de suas conseqüências nas vias 

bioquímicas da célula. Para tanto, encontram-se em andamento diferentes 

ensaios, que deverão fornecer subsídios para o entendimento dos 

resultados obtidos, bem como para o direcionamento de pesquisas 

futuras, que possam resultar na inclusão dos mesmos no grupo dos 

biomarcadores de suscetibilidade às doenças humanas. 

IV. Polimorfismos em Genes do Biometabolismo e de Reparo do 

DNA Segundo a Etnia 

Para diversos genes do biometabolismo e outros 

envolvidos no reparo do DNA, foram descritas variações nas freqüências 

de seus alelos polimórficos, segundo a origem étnica da população 

considerada. 

Os alelos CYP2Er5B e CYP2Er6, por exemplo, 

ocorrem em maior freqüência em populações asiáticas, quando 

comparados aos caucasóides americanos ou europeus e afro-americanos 

(Kato et a/., 1992; Persson et ai, 1993; Stephens et ai, 1994; Yu et ai, 

1995; LeMarchand et ai, 1998; Morita et ai, 1999). O genótipo nulo do 

gene GSTM1 é observado em cerca de 50% da população caucasóide de 

diferentes países, enquanto que tal polimorfismo foi identificado em 20% 

de uma população de ameríndios brasileiros (Arruda et ai, 1998) e em 

27,6% de afro-americanos (Chen et ai, 1996). Os alelos polimórficos 

194Trp e 399Gln do gene XRCC1, por sua vez, apresentaram freqüências 

distintas em uma população asiática (Lunn et ai, 1999), comparada 

àquelas obtidas para populações caucasóides, afro-americanas e 

egípicias (Lunn et ai, 1999; Abdel-Rahman et ai, 2000a). 
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O Brasil foi inicialmente colonizado por portugueses no 

século XVI, período em que teve início a miscigenação entre 

colonizadores e ameríndias nativas. Posteriormente, com o tráfico de 

escravos, o negro passou a ser o principal grupo de miscigenação com o 

branco. Somente nos séculos XIX e XX, o país passou a receber 

imigrantes de diversas nacionalidades, principalmente européias, mas 

também asiáticas e do oriente médio. Hoje, o Brasil é um país altamente 

miscigenado e apresenta intensa heterogeneidade entre suas diferentes 

regiões (Salzano & Freire-Maia, 1967). Essa heterogeneidade é devida ao 

padrão peculiar de colonização dessas regiões, uma vez que variou o 

número de indivíduos que compuseram o estoque genético de cada 

grupamento étnico parental. A região Norte, por exemplo, é a que exibe a 

maior contribuição ameríndia, enquanto que no Sul do país é observada a 

maior proporção de caucasóides (Carvalho-Silva et a/., 2001). O padrão 

regional de miscigenação foi consideravelmente alterado pelas correntes 

de migração interna, fazendo da região Sudeste o principal destino de 

grande contingente desses imigrantes. Portanto, a população do Sudeste 

brasileiro apresenta características que se assemelham às do Brasil como 

um todo. 

Assim considerando-se, e pela sugestão de que os genes 

do biometabolismo e do reparo de DNA exibem diferenças étnicas e 

ainda, por serem escassas as informações sobre polimorfismos nesses 

genes na população brasileira, torna-se imprescindível o estudo de 

polimorfismos genéticos em populações de diferentes regiões brasileiras, 

a fim de caracterizá-las. 
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V. OBJETIVOS 

São objetivos específicos deste projeto; 

1- determinar e comparar a freqüência de alelos polimórficos dos genes 

do biometabolismo GSTT1, GSTM1, CYP2E1 em uma população do 

Norte e outra do Sudeste do Brasil; 

2- determinar as freqüências de alelos polimórficos do gene de reparo do 

DNA XRCC1 em uma população-referência do Sudeste do Brasil; 

3- determinar as freqüências de alelos polimórficos do gene XRCC1 em 

indivíduos portadores de cirrose hepática alcoólica; 

4- investigar se os polimorfismos no gene XRCC1, associados ou não a 

variáveis ambientais, podem ser considerados marcadores de risco 

para a cirrose alcoólica na população investigada. 
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Resumo: Estima-se que grande pane das neoplasias 
resulta da interação entre fatores genéticos e ambien- 
tais. sendo a contribuição exclusivamente genética 
responsável por apenas 5dó de todos os tumores. A 
fração restante pode ser atribuída a fatores ambientais 
que amam cm conjunto com a suscetibilidade genéti- 
ca. Alguns indivíduos ou subgrupos podem apresen- 
tar risco aumentado de desenvolver o câncer, devido 
às diferenças no biometabolismo. O estudo das varia- 
ções na capacidade de metabolizaçào de xcnobiòticos 
já identificou inúmeros polimorftsmos genéticos, 
sendo a maioria desses de relevância clinica. 
Avaliações subseqüentes deverão fornecer subsídios 
para o melhor entendimento do papel dos genes "bio- 
metabolizadores" na carcinogénese humana. 
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Introdução 

"O que é aumento para uns. 
é para outros amargo veneno" 

Lucrecius 

Durante as três últimas décadas foi 
possível o delineamento da biologia e 
patologia do câncer. A hipótese de 
que o processo carcinogênico é com- 
posto por múltiplas etapas, nas quais 
um conjunto de eventos contribui 
para a transformação celular e subse- 
qüentes estágios malignos, é hoje 
amplamente aceita. Neste contexto, 
através da estimativa, caracterização 
e organização da informação genéti- 
ca, o papel atribuído aos fatores 
genéticos envolvidos na tumorigéne- 
se evoluiu rapidamente. Atualmente, 
com o Projeto Genoma Humano e. 
mais recentemente, com o Projeto 
Genoma Ambiental1, espera-se que a 
compreensão da suscetibilidade ge- 
nética e da interação entre os fatores 
genético e ambiental esclareça e via- 
bilize novas estratégias de prevenção 
e tratamento da doença1. 

Tal avanço reflete a preocupação 
política, social e científica frente a 
este problema de saúde pública, já 
que o câncer representa importante 
causa de mortalidade e morbidade 
mundial, sendo responsável pela 
morte anual de 104.000 pessoas no 
Brasil. 560.000 nos Estados Unidos e 
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de 6.6 milhões em todo o mundo'"1. 

A maioria das neoplasias é, teorica- 
mente. passível de prevenção - uma 
vez que achados epidemiológicos 
apontam um grande número de fato- 
res etiológicos ambientais, tais como 
a exposição esporádica ou seqüencial 
a carcinógenos químicos, radiação 
ionizante e não ionizante e os estados 
inflamatórios crônicos (bacterianos, 
virais ou parasitários). O estilo de 
vida, particularmente o hábito taba- 
gista e a dieta, somam-se aos agentes 
causadores passíveis de controle, 
constituindo importante alvo das 
campanhas de prevenção'. Além des- 
tes, fatores como etnia, sexo. idade e 
status nutricional e de saúde, também 
influenciam as taxas de incidência e 
mortalidade por câncer'. 

Estima-se, portanto, que grande 
parte das neoplasias resulta da inte- 
ração entre fatores genéticos e 
ambientais, sendo a contribuição 
exclusivamente genética responsável 
por apenas 5% de todos os tumores. 
A fração restante pode ser atribuída 
a fatores ambientais "externos" que 
atuam em conjunto com a suscetibi- 
lidade genética (Figura I)'. 

Knudson (1985) propôs a teoria dos 
oncodemes, que permite classificar 
os indivíduos e as populações em 
quatro grupos quanto às participações 
dos fatores ambiental e genético em 
seu risco de desenvolver o câncer; 
Estes grupos são: 1. Background: mu- 
tações ao acaso; 2. Ambiental: conta- 
to com carcinógenos; 3. Ambien- 
tal/Genético: carcinógenos ambi- 

A'1!. Les&es m 
Molécula de DNA Expotiçio Ambiontal. Ocupacional 

Tsnpéutica »/ou Enòôçona 
• Estilo de Vida: tabagismo a dieta 

SUSCETIBILIDADE 

Polimoffismo» Etnia 
Sexo Genéticos 
Idade Condições 

de Saúde 

Figura I. Representação esqncmàtica da influência dos fatores que conferem snsceli- 
bilidade no processo de carcinogénese ambiental, iniciando-se com a exposição 
ambiental, ocupacional. terapêutica e/ou endógena aliadas ou não ao estilo de vida 
(hábito labagista e dieta). Os compostos mulagénicos/carcinogénicos presentes intera- 
gem com a molécula de DNA. RNA e proteínas e podem causar lesões que. somadas às 
possíveis alterações em genes críticos (preexistentes ou não), levam ao desenvolvimen- 
to do câncer. Sabe-se que toda esta via pode ser influenciada por outras condições, tais 
como etnia, idade. sexo. estado de saúde (doenças crônicas, desnutrição) e ainda por 
polimorflsmos genéticos. Imodiflcado de Pcrera. 1997). 

entais agindo em indivíduos genetica- 
mente suscetíveis e 4. Genético: 
influência genética preponderante à 
ambiental. 

No quarto oncodeme, as mutações 
conferem alto risco individual de um 
tipo particular de câncer em algum 
estágio da vida, independente do 
ambiente. Os indivíduos desta popu- 
lação são ditos predispostos e cons- 
tituem minoria. Entre estes estão os 
portadores de doenças genéticas tais 
como o xeroderma pigmenloso. ata- 
xia telangiectasia e tumor de 
Wilms3'. Por outro lado, existe um 
grupo maior de pessoas que, compa- 
rativamente. têm menores chances 
de desenvolver neoplasias mas. seus 
riscos ainda são mais elevados que 
os da população geral, pois respon- 
dem drasticamente à exposição 
ambiental. Esses são ditos susceti- 
veis. pertencendo ao terceiro onco- 
deme1. Assim, a precisa identifica- 
ção de marcadores de suscetibilida- 
de é de fundamental importância na 
predição de riscos'. 

As pesquisas no campo da epide- 
miologia molecular têm fornecido 
evidências contundentes da contri- 
buição efetiva do ambiente no surgi- 
mento do câncer humano e também 
sobre as situações de risco fortemen- 
te influenciadas pela suscetibilidade 
genética. Tal disciplina alia a meto- 
dologia molecular, principalmente a 
técnica de PCR (reação em cadeia da 
polimerase), os modelos laborato- 
riais in vilro e itt vivo e a bioquímica, 
aos dados obtidos pela epidemiolo- 
gia clássica, possibilitando - não 
apenas o levantamento rápido dos 
riscos populacionais - mas também 
dos riscos individuais no surgimento 
de neoplasias. Dessa forma, possibi- 
lita a intervenção precoce e a imple- 
mentação de estratégias eficazes de 
prevenção, além de fornecer bases 
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para o tratamento das mesmas9. Para 
tanto, faz-se necessário o uso de bio- 
marcadores como "indicadores sina- 
lizando eventos em amostras ou sis- 
temas biológicos"10-O Conselho 
Norte-Americano de Pesquisa, defi- 
niu três tipos de marcadores disponí- 
veis para os estudos em sistemas 
biológicos: 

1) Marcadores de Exposição, que 
fornecem informações sobre a quan- 
tidade de xenobióticos (compostos 
estranhos aos sistemas vivos) a que 
os indivíduos estão expostos ( detec- 
tados na urina, plasma, saliva, etc.); 

2) Marcadores de Efeito, que indi- 
cam a presença da doença ou de 
sinais pré-clínicos da mesma, repre- 
sentando momentos isolados do pro- 
cesso que podem ser qualitativa ou 

quantitativamente avaliados (aberra- 
ções cromossômicas, status hormo- 
nais alterados e mutações em onco- 
genes e genes supressores de tumor); 

3) Marcadores de Suscetibilidade, 
que indicam indivíduos ou popula- 
ções com diferenças biológicas 
capazes de afetar a resposta do orga- 
nismo a agentes ambientais (absor- 
ção diferencial de micronutrientes e 
os polimorfismos nos genes de repa- 
ro e do biometabolismo). 

O princípio básico dos marcadores 
de suscetibilidade reside nas diferen- 
ças entre indivíduos, que conferem 
diferentes graus de sensibilidade às 
doenças induzidas pelo ambiente. 
Esses marcadores podem incluir 
características genéticas, diferenças 
no metabolismo ou a capacidade 
diferencial de um órgão se recuperar 
de acressões ambientais12. Entre os 

mais significativos marcadores de 
suscetibilidade estão as diferenças 
genéticas na capacidade das células 
repararem lesões no DNA causadas 
por agentes ambientais. Um outro 
tipo relevante de biomarcador de sus- 
ceptibilidade baseia-se no fato de que 
muitos compostos mutagênicos/car- 
cinogênicos não são capazes de pro- 
vocar por si mesmos os efeitos preju- 
diciais, sendo alterados por enzimas 
cujas modificações podem aumentar 
ou diminuir a habilidade dessas subs- 
tâncias interagirem com DNA. RNA 
ou proteínas '■'J. 

A genética da 
metabolização de 

xenobióticos 

Grande parte do conhecimento a res- 
peito da variabilidade genotípica e 
fenotípica entre indivíduos na regula- 
ção dos processos de metabolização 
xenobiótica teve início a partir de 
estudos farmacocinéticos. A consta- 
tação da existência de respostas dife- 
renciais a uma mesma droga minis- 
trada em doses equivalentes e de que 
alguns desses desvios apresentavam 
padrão de herança mendeliana sim- 
ples, fez com que o geneticista ale- 
mão Vogel, em 1952. cunhasse o 
termofarinacogenética'5. A farmaco- 
genética dedica-se ao estudo da base 
genética sobre a resposta não usual 
do organismo à ação dos medica- 
mentos ou poluentes ambientais ". 
Posteriormente, foi definido o crité- 
rio de polimorfisino genclico. i.e., 
traço mendeliano existente numa 
população em no mínimo dois fenó- 
tipos, nenhum dos quais ocorrendo 
em freqüência menor que 1%. 

Há cerca de vinte anos, a caracteriza- 
ção desses polimorfismos esteve res- 
trita. principalmente, à detecção por 
eletroforese de variantes enzimáticas. 
sem contudo evidenciar sua identida- 
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de molecular. Todavia, com a clona- 
gem e seqüenciamento de muitos 
genes do biometabolismo e a dispo- 
nibilidade de metodologias acuradas 
para identificação de variantes aléü- 
cas ao nível de DNA. tornou-se pos- 
sível a identificação de inúmeros 
polimorfismos em diferentes popu- 
lações. O estudo de variações indivi- 
duais na capacidade de metaboliza- 
ção de .xenobióticos já identificou 
inúmeros polimorfismos genéticos, 
sendo a maioria desses de relevância 
clínica, envolvendo enzimas que 
metabolizam drogas". Uma vez que 
a maioria dos agentes carcinogénicos 
requer ativação metabólica antes de 
se ligarem às biomoléculas (DNA. 
RN A e proteínas), as variações nos 
processos de ativação e detoxicação 
de compostos químicos e drogas 
desempenham papel crucial na tumo- 
rigênese ambiental13. Assim, distúr- 
bios no equilíbrio desses processos 
podem explicar a variabilidade na 
resposta indiv idual à exposição a tais 
compostos. A quantia final efetiva de 
carcinógenos produzida depende da 
ação competitiva entre os mecanis- 
mos de ativação e detoxicação, envol- 
vendo as enzimas que tomam parte 
nessas vias bioquímicas da célula'*. 

Desse modo. a variação individual 
na resposta aos agentes xenobióticos 
e seus efeitos carcinogénicos poten- 
ciais é mediada pela predisposição 
herdada*. Alguns indivíduos ou 
subgrupos populacionais podem ter 
risco significativamente maior de 
apresentar câncer quimicamente 
induzido do que a média populacio- 
nal. devido às diferenças expressi- 
vas nos processos de ativação e 
detoxicação". 

A maquinaria de metabolizaçâo 
xenobiótica possui dois tipos de 
enzimas: as de metabolismo oxida- 
livo mediado ou de Fase I; e as enzi- 

mas conjugadas ou de Fase II. 
Muitos compostos são convertidos a 
metabólitos altamente reativos pelas 
enzimas oxidativas da Fase 1. que 
são. principalmente, enzimas da 
super-familia do citocromo P-450 
(CYPs). Dessa forma, através da 
introdução de um ou mais grupa- 
mentos hidroxila no substrato, um 
pró-carcinógeno pode tomar-se car- 
cinógeno, como o benzo[a]pireno 
que é convertido em epóxido de 
benzo[a]pireno. Em contraponto, as 
reações da Fase II envolvem a conju- 
gação com um substrato endógeno 
(glutationa, sulfato, glicose, acetato) 
através das glutationa-S-transferases 
(GSTs), UDP-glucoroniltransferases 
e N-acetiltransferases (NATs), que 
agem então como enzimas inativa- 
doras dos produtos da Fase I, tornan- 
do os metabólitos hidrofilicos e pas- 
síveis de excreção30-'. Assim, o equi- 

líbrio entre as enzimas que aumen- 
tam a toxicidade ou inativam os pro- 
dutos químicos pode conferir sensi- 
bilidade individual diferenciada* 
(Figura 2). 

Como conseqüência dessa variabili- 
dade individual, os modelos de inves- 
tigação de risco devem considerar a 
predisposição genética que toma os 
indivíduos resistentes ou mais sensí- 
veis à exposição ambiental ou a subs- 
tratos endógenos. uma vez que tais 
enzimas também participam do meta- 
bolismo de hormônios esteróides e 
prostaglandinas, espécies reativas de 
oxigênio, entre outros". Essas investi- 
gações devem considerar ainda que os 
produtos conjugados denominados 
"desintoxicados" ou aqueles não meta- 
bolizados, podem também ser respon- 
sáveis por toxicidade e/ou mutagenici- 
dadc:l (Figura 3). 

DETOXICAÇÃO AVAUAÇAO 

CYP 1A1 

2E1 

2D6 

GSTT1 

GSTM1 

NATs 

Figura 2. Represemação do equilíbrio entre as enzimas do biometabolismo responsá- 
veis pela ativação c detoxicação de xenobióticos e substratos endógenos. Entre elas as 
citocromo P450 oxidases CYP IA I. CYP2EI e CYP2D6 e as glulalionas-S-transíerases 
CSTMI e GSTTI e as X-acetillransferases. 
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Compostos Químicos 
Drogas 

Alimentos 
Substratos Endógenos 

Metabólitos 

Intermediários 

Eietrofílicos 

Hidrofílicos 

Inócuos 

s Estresse Oxidativo 

Toxicidade 

Mutações 

Xâncer- 

Figura 3. Diagrama mostrando a interação entre as enzimas ineiaholizadoras de 
Fase I e Fase II e o modo pelo qual o estresse oxidativo participa contribuindo para 
toxicidade, mutação e câncer, hnodipeado de Neherl et al., 1991). 

A superfamilia 
citocromo P450 

A super-familia de genes do citocro- 
mo P450 representa uma das princi- 
pais classes de biotransformação da 
Fase I, através de suas mais de 500 
isoenzimas. Tais monoxigenases par- 
ticipam tanto da biossíntese como da 
degradação de esteróides. ácidos gra- 
xos. prostaglandinas, aminas. fero- 
mônios e metabólitos vegetais. 
Metabolizam ainda, inúmeras drogas 
e carcinógenos/mutágenos químicos, 
entre outros poluentes ambientais. 
Essas reações ocorrem, principal- 
mente. no fígado: contudo existe 
expressão não hepática em menor 
grau por todo o organismo, incluindo 
intestino, pulmão e rim. entre outros. 
Um aspecto curioso dessa super- 
familia está no fato de que as CYPs 
podem não apenas catalisar diferentes 
reações oxidativas. como também 
metabolizar uma quantidade impres- 
sionante de xenobióticos lipofllicos". 

Essas enzimas encontram-se presen- 
tes em animais, plantas, leveduras e 
bactérias e estima-se que há mais de 
200 enzimas P450 funcionais em 
mamíferos. Todos esses genes evoluí- 
ram a partir de um ancestral comum, 
2.5 bilhões de anos atrás, e o mecanis- 
mo que contribuiu para tal divergên- 
cia foi, provavelmente, a interação 
entre plantas e animais21. 
Devido à importância do seu papel na 
ativação metabólica de inúmeros pro- 
carcinógenos, extensiva pesquisa tem 
sido concentrada na relação entre a 
distribuição de variantes polimórfleas 
de diferentes isoenzimas de P450 e a 
suscetibilidade ao câncer, tendo sido 
principalmente avaliados os genes 
CYP1A1, CYP2D6 e CYP2E1. De 
fato, diferenças individuais na expres- 
são das formas de P450 causam varia- 
ção marcante no nível de carcinó- 
genos ativados na célula. Sabe-se que 
a expressão e atividade dessas enzi- 
mas está sob regulação através de 
mecanismos senéticos distintos. 

Uma vez que muitas dessas enzimas 
têm expressão induzida, tanto o agen- 
te indutor como o mecanismo mole- 
cular de indução, podem variar, tor- 
nando perigosa qualquer generaliza- 
ção. Muitas das substâncias que agem 
como indutoras são. em realidade, 
substratos para a enzima P450 que 
induzem-nas, estimulando assim seu 
próprio metabolismo, bem como o de 
qualquer outro composto que seja 
substrato da mesma enzima P450. 
Além disso, muitos compostos que 
induzem as enzimas P450 podem 
também induzir uma ou mais enzi- 
mas da Fase 11:3. Os polimorfismos 
de P450 e a suscetibilidade ao cân- 
cer podem estar associados pelo 
fato dessas isoenzimas participarem 
da transformação de compostos 
endógenos que são importantes 
durante os processos de diferencia- 
ção da célula iniciada até o estágio 
maligno A 

CYP2D6 - O polimorfismo genético 
relacionado ao metabolismo da droga 
anti-hipertensiva debrisoquina foi o 
primeiro descrito para um gene da 
superfamilia CYP. Um polimorfismo 
genético no loco do gene CYP2D6 
afeta 5-10% da população Caucasi- 
ana e é responsável por uma ati\ ida- 
de reduzida da debrisoquina hidroxi- 
laseA A determinação tem sido con- 
vencionalmente realizada pela admi- 
nistração de uma droga e subsequen- 
te análise do valor metabólico na 
urina. De acordo com esse v alor, os 
indivíduos foram classificados como 
pobres metabolizadores (PMs) ou 
extensivos metabolizadores (EMs) 
para a debrisoquina. O loco CYP2D6 
é altamente polimórfico e geralmente 
consiste de uma cópia ativa do gene e 
dois pseudogenes. Através da técnica 
de PCR-RFLP, foram determinados 
mais de 20 alelos, sendo três comu- 
mente associados ao fenótipo PM: o 
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alelo CYPIDóM. responsável por até 
80% dos fenótipos PM; o alelo 
CYP2D6*3 e o alelo CYP2D6*5, 
onde há uma deleçào completa do 
gene;". 

Vários estudos têm demonstrado que 
alguns alelos do gene CYP2D6 exi- 
bem distribuição étnica diferencial, 
como o C'\T2D6*3 e CYP2D6'4 que 
ocorrem quase que exclusivamente 
em caucasóides:? •0. Da mesma forma, 
há fortes sugestões de freqüências 
diferenciais desses alelos em outros 
grupos populacionais, como por 
exemplo entre os portadores de deter- 
minadas neoplasias. Nessa direção, o 
fenótipo EM tem sido associado ao 
risco aumentado para alguns tipos de 
câncer, principalmente ao câncer de 
pulmão2''. E importante mencionar 
que entre os produtos metabolizados 
pela enzima debrisoquina 4-hidroxi- 
lase estão o pró-carcinógeno tabaco- 
especifico NNK. a esparteina. o dex- 
trometorfan e mais de 30 drogas de 
relevância clínica tais como codeina. 
antidepressivos triciclicos. bloquea- 
dores 6-adrenérgicos, neurolépticos e 
inibidores seletivos da reabsorçâo da 
serotonina entre outros2'. 
CYP2E1 - O gene CYP2E1 tem a 
minscrição induzida pelo etanol e seu 
produto (desmetilase de dimetilnitro- 
samina) está envolvido no metabolis- 
mo oxidativo do próprio etanol. bem 
como de inúmeros carcinógenos 
ambientais - como compostos hidro- 
filicos de baixo peso molecular, nitro- 
saminas, benzeno. cloreto de vinila - 
e outros xenobióticos. como drogas 
medicamentosas (agentes anestési- 
cos. isoniazida) e drogas ilícitas 
(cocaína). Assim, a indução do 
CYP2E1 pelo etanol pode interferir 
na ativação de carcinógenos que. por 
sua vez. podem atuar promovendo 
neoplasias em diversos órgãos202*. A 
enzima CYP2E1 está localizada em 

vários tecidos, entre eles cérebro e 
pulmões, sendo sua expressão mais 
significativa no tecido hepático, O 
polimorfismo do gene CYP2E1 foi 
recentemente considerado um dos 
indicadores potenciais da suscetibili- 
dade no homem aos cânceres asso- 
ciados ao citocromo P450. Com a 
utilização das enzimas de restrição 
(PstI. Dral) foram descritos diferen- 
tes alelos para o CYP2E1, como os 
alelo CYP2E1 *c2 e CYP2E1 *C que, 
em alguns estudos, exibem associa- 
ção epidemiológica ao risco aumen- 
tado para diversos neoplasias. como 
câncer de pulmão e fígado, exibindo 
também distribuição étnica diferen- 
cial2*-"1 (Figura 4). 

,4s gluiationas-s-lransferases 

Dentre as enzimas denominadas de 
Fase II, envolvidas nos processos de 
desintoxicação, as glutationas trans- 
ferases desempenham um papel pre- 
dominante no metabolismo celular, 
bem como na modificação de com- 
postos eletrofílicos reativos, tanto 
pela conjugação com as glutationas 
como também por ligação não cova- 

lente com vários agentes xenobióti- 
cos, incluindo carcinógenos e drogas 
citotóxicas. como os hidrocarbonetos 
aromáticos policíclicos presentes na 
dieta alimentar e na fumaça dos 
cigarros, impedindo a ligação destes 
ao DNA2'. A família das GSTs é 
composta por proteínas diméricas 
solúveis e multifuncionais que 
podem conjugar-se com moléculas 
eletrofilicas, para torná-las menos 
tóxicas, já que catalisam o ataque 
nucleofilico da glutationa20. Sua 
maior concentração é observada no 
figado. mas ocorre em menores con- 
centrações em outros órgãos, como 
pulmões e intestino delgado. 

Dentre as enzimas GST mais conhe- 
cidas estão as GSTM1 e GSTT1. O 
gene GSTM1. localizado no cromos- 
somo I. é polimórfico na população 
humana, com dois alelos funcionais 
(GSTM1*A e GSTM 1*8) e um 
alelo com atividade nula 
(GSTM 1*0). sendo que aqueles fun- 
cionais têm a mesma eficácia meta- 
bólica. Assim como o gene GSTM1. 
o GSTT1 também é polimórfico na 
população humana, podendo apre- 
sentar fenótipo nulo por deleção. A 

480 bp 

312 bp 

215 bp 

Figura -l-A: Fotografia ilegel soh luz L I ', api cscitlamio os gcnnii/ws nhscnvdos para 
os gene!: GST TI Ml. \a linha 2. linha 3, +'0,- Unha 4. 0'- e linha 5. 0 0. \a linha 
I. tem-se o marcador de peso molecular tlOOhp). 
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410 bp 

290 bp 

120 bp 

Figura 4-B: Fotogra fia ile gel sob lu: L'l '. apresentando os genólipos ohsetrados para 
o gene CYP2EI após digestão com a enzima Pstl. Xa Unha I. o marcador de peso mol- 
ecular lOIihp. linhas 2 e 4. o genólipo homozigolo cl/cl e na linha J o genótipo hei- 
erozigoto cl 'c2. 

deleçào em liomozigose do gene 
GSTM1 é obsenada em taxas que 
variam entre 20 a 70% nas diferentes 
populações investigadas, enquanto 
para o GSTT] essa taxa é de 11 a 
38% "" (Figura 4). Como essas enzi- 
mas catalisam a conjugação da gluta- 
tiona com xenobióticos. a sua ausên- 
cia poderia reduzir a capacidade do 
organismo de desintoxicar-se de 
metabólitos reativos. Diversos estudos 
têm detectado uma freqüência elev ada 
do fenótipo nulo deste gene em indiví- 
duos portadores de diferentes neopla- 
sias. tais como câncer de pulmão, 
colorrctal. de pele e de bexiga. 

Desafios e perspectivas 
faturas 

Há cerca de trinta anos. a suscetibili- 
dade ao câncer era principalmente 
atribuída aos níveis de exposição aos 
carcinógenos. Atualmente, embora 
essa correlação seja efetiva, é evi- 
dente a existência de inúmeros fato- 
res biológicos responsáveis pela 
variabilidade indiv idual, os quais se 

apresentam relevantes em várias 
doenças. Estudos indicam que cada 
indivíduo possui seu "fingerprint" 
característico, composto por alelos 
codificadores das chamadas enzi- 
mas metabolizadoras de drogas e 
dos receptores responsáveis pela 
regulação das mesmas. Através do 
estudo da suscetibilidade individual 
ou de subpopulações. por meio da 
determinação das freqüências dos 
polimorfismos que caracterizam 
diferentes capacidades de metaboli- 
zaçào. será possível identificar fato- 
res de risco para muitas doenças e 
também compreender os mecanis- 
mos pelos quais elas se desenvol- 
vem. Essa metodologia poderá auxi- 
liar o indiv íduo a optar por um estilo 
de vida ou tipo e local de trabalho 
mais saudável e deverá contribuir 
com a clínica médica na prescrição 
de drogas. Todavia, a posse desses 
avanços na tecnologia molecular 
gera questões éticas que necessitam 
posicionamento perante a saúde 
pública e a sociedade. Tais questões 

devem ser antecipadas e estratégias 
racionais levantadas, na tentativa de 
contornar o uso indiscriminado da 
identificação de indivíduos sob risco 
aumentado. 
Embora alguns desses alelos estejam 
convincentemente associados ao 
risco aumentado para toxicidade e 
câncer, outros ainda permanecem 
incertos. O conjunto de resultados 
contraditórios, obtidos nas pesquisas 
sobre a suscetibilidade genética ao 
câncer, demonstra a complexidade 
da questão, uma vez que a identifica- 
ção de um genótipo desfavorável 
pode ser mascarada pela presença de 
um outro gene não considerado, mas 
também envolvido no metabolismo 
ou no reparo de lesões nas biomolé- 
culas. Além disso, os alelos polimór- 
ficos de genes relacionados ao meta- 
bolismo de xenobióticos têm mostra- 
do distribuição diferencial nas popu- 
lações investigadas. Essa variação 
tem sido associada principalmente à 
composição étnica das mesmas e à 
faixa etária considerada. O conheci- 
mento da distribuição desses poli- 
morfismos na população alvo. per- 
mite minimizar o efeito dessas variá- 
veis em estudos que investiguem a 
interação entre fatores ambientais, 
"background" genético e doenças 
especificas. Assim, é fundamental 
que se intensifiquem as pesquisas, 
para a precisa identificação dos mar- 
cadores de suscetibilidade às doenças. 

^Abordagens recentes têm associado 
tais polimorfismos a outras patolo- 
gias, tais como a endometriose. artri- 
te reumatóide. aterosclcrose. oligos- 
permia e ainda algumas desordens 
psiquiátricas. A prescrição indivi- 
dualizada de drogas medicamentosas 
segundo a metabolização da genoti- 
pagem individual, pode incrementar 
a eficácia e reduzir possíveis efeitos 
colaterais. Finalmente, devido ao 
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fato de que tanto os alelos selvagens 
como os mutantes estarem associa- 
dos ao maior risco para o câncer, 
estudos em diferentes populações 
que controlem um maior número de 
variáveis, deverão fornecer subsídios 
para um melhor entendimento do 
papel dos genes "biometabolizado- 
res" na carcinogénese humana. 
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RESUMO 

A técnica de PCR-RFLP foi utilizada com o objetivo de determinar as 

freqüências dos genótipos nulos para os genes (75777 e GSTM1, assim como as 

freqüências dos alelos polimórfícos do gene CYP2E1 em duas populações 

urbanas brasileiras, historicamente miscigenadas entre brancos, negros e 

ameríndios, que apresentam diferenças marcantes na incidência de câncer. Os 

nossos resultados mostraram que não há diferenças na distribuição dos genótipos 

nulos para os genes GSTT1 e GSTM1 entre as populações do Norte e do Sudeste. 

Em ambas populações, as freqüências dos polimorfismos de deleção estiveram 

em tomo de 18% para o gene (75777 e de 47% para o gene GSTM1. As 

freqüências alélicas e haplotípicas para os alelos raros do gene CYP2E1 foram 

mais elevadas na população do Norte (*5B: 0.092; *6: 0.158; 0.089) 

quando comparadas àquelas da população Sudeste (*5B: 0.06; *6: 0.116; 

*5B/*6: 0.049). Tais diferenças estão de acordo com a contribuição distinta das 

diferentes etnias para a formação da população altamente heterogênea do Brasil. 

Neoplasias específicas, tais como o câncer de pulmão e o de próstata, 

apresentam incidência e mortalidade diferencial comparando-se as regiões Norte 

e Sudeste do Brasil. Esse fato deve refletir diferenças na exposição e/ou 

suscetibilidade a carcinógenos ambientais, sendo ainda necessário o 

estabelecimento da possível contribuição do gene CYP2E1 para tal 

suscetibilidade, em ambas as populações brasileiras. Todavia, uma vez que os 

fatores ambientais desempenham um papel importante na suscetibilidade ao 

câncer, as pesquisas futuras devem incluir vias específicas de exposição 

carcinogênica tais como a dieta, ocupacional e o estilo de vida, nas diversas 

populações brasileiras. 
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ABSTRACT 

PCR-RFLP was performed to determine the GSTT1 and GSTM1 null genotypes 

and CYP2E1 polymorphic allele frequencies in two geographically distant urban 

Brazilian populations, historically admixed among White, Black and Native 

Amerindians, which show marked differences in câncer incidence. Our data 

revealed no difference in the prevalence of the GSTT1 and GSTM1 null 

genotypes between the Northern and the Southeastem populations. Deletion 

polymorphism frequencies were around 18% for GSTT1 and 47% for GSTM1 in 

both populations. For the rare CYP2E1 alleles, the allelic and haplotypic 

frequencies were higher in the Northern (*5B: 0.092; *6; 0.158; *5B/*6: 0.089) 

compared to the Southeastem population (*5B: 0.06; *6: 0.116; *5B/*6: 0.049). 

These data are in agreement with the well documented diverse ethnic 

contribution to the formation of the Brazilian highly heterogeneous population. 

Specifíc types of neoplasia occur with different incidence and mortality rates in 

the North compared to Southeastem Brazil. This may reflect differences in 

exposure and/or susceptibility to environmental carcinogens. Whether the 

CYP2E1 polymorphisms may contribute to such susceptibility, in both Brazilian 

population, remains to be determined. However, since environment has a major 

contribution to câncer susceptibility, future research must also evaluate 

particular routes of carcinogen exposure among the diverse Brazilian 

populations. 
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INTRODUCTION 

Câncer ranks as the second leading cause of death in Brazil. In the last 

decade, an annual increase of 28% was observed in the incidence of this disease, 

similarly to other countries. In order to establish câncer mortality rates in Brazil, 

the National Institute of Câncer (INCA, Brazilian Ministry of Health) analyzed 

the data obtained in the five major regions, showing that the proportion of 

deaths, due to neoplasia, gradually increases ífom the North (7.83%) to the 

Southeastem (11.93%) and South (15.19%) regions of the country. This may be 

due to socioeconomic and/or environmental marked differences within the 

distinct Brazilian regions [1]. 

Recent molecular epidemiology research provides compelling evidence 

that environmental factors are major contributors to human carcinogenesis and 

that their risks are strongly influenced by genetically determined differences [2, 

3]. Polymorphisms of genes of xenobiotic-metabolizing enzymes are largely 

responsible for interindividual differences in ability to activate and detoxiíy 

mutagenic/carcinogenic agents and therefore may influence individual 

susceptibility to environmental câncer [4, 5]. Glutathione S-transferases belong 

to a superfamily of detoxifícation enzymes that provide criticai defenses against 

a large variety of chemical carcinogens and environmental toxicants [6]. Loss of 

alleles in GSTMI and GSTT1 has been suggested as a genetic risk factor in a 

variety of cancers such as lung, skin, bladder and head and neck cancers, in 

different populations [7-13]. Genetic polymorphisms in CYP2E1 may also be 
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important in human carcinogenesis as it has been demonstrated that this enzyme 

expression is dramatically enhanced by ethanol, benzene and tobacco smoke 

exposures, and it is also important in the metabolic activation of various N- 

nitrosamines [14]. The CYP2E1*5B variant allele, which exhibits higher 

transcriptional activity [15], and the allele CYP2E1*6, associated to enhanced 

DNA adduct leveis [16, 17] have been extensively studied. Both alleles were 

related to increased risk of different types of lesions including lung câncer [18- 

23] and hepatocellular carcinoma [24, 25]. 

Several authors showed pronounced interethnic variations in the genetic 

polymorphisms of the GSTTJ, GSTMJ and CYP2E1 genes [26]. For instance, 

Asian populations presented higher ífequencies of the CYP2E1*5B and 

CYP2E1*6 alleles, compared to Aífican-American and European-American 

populations [27], whereas the GSTM1 null genotype exhibits a low frequency in 

Brazilian indigenous compared to other populations [28]. 

Brazil is a large country of continental dimension (8.511.965 Km2) with a 

population whose ethnic composition is highly heterogeneous, resulting from the 

hybridization of the numerous native indigenous populations and immigrants 

ffom Europe, África, and Asia. Ali the immigration flow took place in unequal 

proportions within the different regions of the country [29], As a reflect of this 

fact, specifíc alleles such as HbS and G6PDA variants are more prevalent in 

cities with high contingent of Aífican descents [30-32]. 

In Brazil, ethnic-related molecular polymorphisms have been investigated 

mainly in p-globin, G6PD and CFTR genes [33-35]. However, few studies 
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outlined the polymorphic distribution of genes of xenobiotic-metabolizing 

enzymes [28, 36, 37]. Descriptive studies of the different Brazilian region 

populations could be useflil to verify possible genetic variability in relation to 

xenobiotic-metabolizing enzymes, since this variability may influence câncer 

susceptibility. 

Thus, this work aimed to determine the GSTT1 and GSTM1 null genotypes 

and CYP2E1*5B and CYP2E1*6 allelic frequencies in two geographically 

distant urban Brazilian populations, historically admixed among White, Black 

and Native Amerindians, which present marked differences in câncer incidence. 
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MATERIAL AND METHODS 

Subjects 

The populations studied were from two distinct regions of Brazil. The 

flrst group comprised 174 individuais (112 males and 62 females) from Belém (- 

l027'S -48o30'W), the capital of Brazil's northemmost state, Pará (PA 

population). These subjects had a mean age of 34.1 years (ages ranging from 18 

to 62 years old) and were recruited from the blood donors of the Hematology 

and Hemotherapy Center of Pará state. The last Brazilian census to record color 

indicated that in 1991, 22.7% of the North's population was phenotypically 

White, 1,2% Indian and the remainder 75.4% of African origin. The second 

group (SP population) consisted of 314 individuais (210 males and 104 females) 

ranged in age from 18 to 74 years (mean age, 39.8 years). These subjects were 

recruited from the blood donors of the Hematology and Hemotherapy Center at 

State University of Campinas, Campinas (-23032'S -46038'W), and of the 

Hemocentro at the Faculty of Medicine (FAMERP), São José do Rio Preto (- 

20o50,S -49o20'W). Campinas and São José do Rio Preto cities are both located 

in the São Paulo state, Southeastem Brazil. The Southeastem trihybrid 

population was classifíed at 62.6% White, 16.1% African descent and 0.05% 

Indian according to the 1991 Census. 

The human subjects protocol was approved by the Ethical Committee of 

the participating institutions and a written informed consent from ali subjects 

was obtained. 
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Meíhods 

Genomic DNA samples were obtained from blood lymphocytes using a 

non-organic extraction procedure [38], 

Analysis for the GSJT1 and GSTM1 genes was determined 

simultaneously in a single assay using a PCR multiplex protocol [39], where part 

of exon 7 of the CYP1A1 constitutional gene was coamplifíed as an internai 

control. Thirty-five cycles of amplification were carried out as follows: 940C for 

30 sec, 590C for 1 min and 720C for 1 min. The PCR products were then 

analyzed by electrophoresis on an ethidium bromide-stained 2% 3:1 Nusieve 

agarose gel. The presence or absence of GSTT1 and GSTM1 genes was detected 

by the presence or absence of a band at 480 bp and a band at 215 bp, 

respectively. A band at 312 bp {CYP1A1) has documented successfiil 

amplification. 

PCR-RFLP was performed to investigate the CYP2E1*5B (c2) and 

CYP2E1*6 (C) rare alleles using primers and conditions previously described 

[40, 41]. Thirty-five cycles of amplification were carried out as follows: 940C 

for 1 min, 60oC (CYP2E1*5B) or 620C (CYP2E1*6) for 1 min and 720C for 1 

min (CYP2E1*5B) or 4 min (CYP2E1*6). Afler the amplification, the products 

were digested with the appropriated enzymes {Pst\ for CYP2E1:,!5B allele and 

Dra\ for CYP2E1*6 allele). The ífagments were then visualized on a 1.5% 

Nusieve agarose gel containing ethidium bromide. 

Ali the experiments included positive and negative controls for each 
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studied polymorphism. 

The goodness of fit to the Hardy-Weinberg equilibrium as well as 

statistical analysis of differences between population samples were performed 

using the chi-square test. The linkage disequilibrium D and the frequencies of 

haplotypes in each population were estimated under the assumption of Hardy- 

Weinberg equilibrium by the maximum likelihood estimation technique using 

lhe program ARLEQUIN [42], 
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RESULTS 

The deletion polymorphism írequencies for GSTT1 and GSTMl genes 

and the null genotype interaction in both studied populations are shown in Table 

1. Comparison of the results between both populations showed a highly 

homogeneous distribution of the null alleles of the GST genes. The prevalence 

of the deleted GSTT1 and GSTMl genotypes was similar in the PA and SP 

populations (0.184 vs. 0.185 and 0.488 vs. 0.465, respectively). The combined 

null genotype of both genes (GSTTl and GSTMl) was observed in 0.069 among 

the Northern (PA) and 0.083 among the Southeastem (SP) populations. No 

difference, at a statistical levei, was observed for such interactions in both 

studied populations (Table 1). Since both populations presented uniform 

frequencies for the deletion polymorphisms of the GST genes, we were able to 

consider them as an unique Brazilian sample of 488 individuais (mean age = 

36,9 ± 11.41 years old). In this general population, the proportion of individuais 

homozygous for the null allele of the GSTTl and GSTMl was 0.184 and 0.473, 

respectively. 

We analyzed the Pst\ and Dra\ polymorphisms of CYP2E1 gene. Table 2 

shows the different genotypes for each polymorphism and the CYP2E1*5B and 

CYP2E1*6 allelic frequencies as well as the heterozygosity for each 

polymorphism. In the case of the Pstl polymorphism, the CYP2E1 WT/*5B 

genotype was more prevalent in the PA population (0.184) than in the SP 

population (0.121), but the difference was not statistically significant. No 

subjects were homozygous for the rare CYP2E1*5B allele. The overall allele 
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frequencies for the CYP2E1*5B allele were 0.092 and 0.06 for the Northern and 

Southeastem populations, respectively (x2 = 3.325; p = 0.07). The allele 

frequencies for the rare polymorphic allele in the Dral locus were higher among 

the Northern (0.158) compared to the Southeastem individuais (0.118), however 

this difference was not significant (x2 = 3.43; p = 0.06). Comparison of the 

CYP2E1*6 genotype frequencies between PA and SP populations showed no 

significant differences (0.293 vs. 0.226, respectively; x2 =: 1-58; p = 0.21). Ali of 

the distributions were in Hardy-Weinberg equilibrium. 

A large degree of correlation was observed between RFLPs after Pst\ and 

Dral digestion of CYP2E1 in both study populations. Most of the subjects were 

homozygous for both CYP2E1 wild-type alleles (0.702 and 0.761 for PA and SP, 

respectively; Table 3). The second commonest genotypic association was 

WT/*5B WT/*6 (0.155 and 0.102, respectively) since in both populations, 

around 84% of the CYP2E1*5B carriers were also heterozygous for the 

CYP2E1*6 allele. The following genotypes were also observed: WT/WT WT/*6 

(0.115 and 0.118), WT/*5B *6/*6 (0.023 and 0.006), and WT/*5B WT/WT 

(0.005 and 0.013). No subject presented the WT/WT *6/*6 combination of 

genotypes. The genotypic associations comparison between both populations 

showed no differences by the Chi-square test. The linkage disequilibrium D was 

0.074 in the PA and 0.042 in the SP population showing that the rare alleles *5B 

and *6 were in linkage disequilibrium. 

Table 4 presents the estimated haplotype frequencies, calculated from the 

double genotype distribution using the maximum likelihood estimation method. 
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The double wild-type was the most frequent haplotype estimated in these 

populations (0.839 and 0.879 for PA and SP, respectively). Among the Northern 

Brazilians the *5B/*6 was the second most frequent haplotype, whereas among 

the Southeastem Brazilians the WT/*6 haplotype was the second commonest 

combination. In addition, we could detect a significant higher frequency of the 

*5B/!,!6 haplotype in the PA compared to the SP population (x2 = 5.938; p = 

0.015). The haplotype *5B/WT, was also estimated in 0.003 and 0.007 in the 

PA and SP populations, respectively. 

cm i 2 3 unesp 

atatat' W 
11 12 13 14 15 16 17 



Polimorfismos de Enzimas Metabolizadoras de Xenobióticos no Brasil 65 

Tables 

Table 1. Deletion polymorphism frequency for GSTT1 and GSTM1 
and their null genotype interaction in two Brazilian populations 
(Para and São Paulo). 

Population PARA SAO PAULO 
(n= 174) (n = 314) 

GSTTI/ 
GSTMl ínteractions n frequency n frequency 
TI positive/Ml positive 69 0.397 136 0.433 
TI positive/Ml null 73 0.419 120 0.382 
TI null/Ml positive 20 0.115 32 0.102 
Tlnull/Ml nuil 12 0.069 26 0.083 

GSTTI null 32 0.184 58 0.185 

GSTMl null 85 0.488 146 0.465 

Table 2. CYP2E1*5B and CYP2E1*6 polymorphism genotypes. 
allelic frequencies and heterozygosity (observed/expected) in two 
Brazilian populations (Pará and São Paulo). 

Population/ PARA SAO PAULO 
Polymorphism (n= 174) (n = 314) 

CYP2E1/Pstl n frequency n frequency 
WT/WT 142 0.816 276 0.879 
WT/CYP2E1*5B 32 0.184 38 0.121 
CYP2E1 *5B allele 32 0.092* 38 0.060* 
^HW 1.66 1.48 
Heterozygosity 0.18/0.16 0.12/0.11 

CYP2EI/Dra\ 
WT/WT 123 0.707 243 0.774 
WT/CYP2E1*6 47 0.270 69 0.22 
CYP2E1 *6/ CYP2E1 *6 4 0.023 2 0.006 
CYP2E1*6 allele 55 0.158»* 73 0.116*» 

X2 HW 0.02 1.36 
Heterozygosity 0.27/0.26 0.22/0.20 
n = number of individuais; WT = wild-type allele 
» X2 = 3.325; p = 0.07 
** X2 = 3-43; p = 0.06 
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Table 3: CYP2E1 genotype frequencies for the CYP2E1 /Pst\ and CYP2E1 /Dral in 

PARÁ SÃO PAULO 

PstI n Dral n frequency n Dral n frequency 

WTAVT 122 0.702 WTAVT 239 0.761 

WTAVT 142 WT/*6 20 0.115 276 WT/*6 37 0.118 

*6/*6 0 0.0 *61*6 

X2 = 0.037; p = 0.84 

0 0.0 

WTAVT 1 0.5 WTAVT 4 0.013 

WT/*5B 32 WT/*6 27 0.155 38 WT/*6 32 0.102 

*6/*6 4 0.023 *61*6 

X2 = 2.39; p = 0.30 

2 0.006 

Table 4. Distribution of estimated haplotype frequencies in two 
Brazilian populations and of observed frequencies in a South- 
Amerindian Chilean population according to the maximum-likelihood 
estimation method. 

Haplotypes 
PARÁ 

Frequency s.d.1 

SÃO PAULO 

frequency s.d.1 

CHILEAN 
MAPUCHE |43| 

Frequency s.d. 

cl/D2 0.839 0.02 0.879 0.01 0.74 

cl/C3 0.069 0.01 0.066 0.01 0.006 

c2/l) 0.003 0.00 0.007 0.00 0.000 

c2/C 0.089 0.01 0.049 0.00 0.25 

Number of bootstraps for generating s.d.'s = 100 
2cl and c2 = CYP2E1 WT and *5B alicies 
3C and D = CYP2E1 WT and *6 alicies 
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DISCUSSION 

Little information is available on the CYP2EI, GSTM1 and GSTT1 

polymorphisms in the Brazilian population and this study contributes to establish 

the allele and genotype distributions from healthy individuais living in two 

distinct Brazilian regions. Pará is the northemmost Brazilian state, located 

around 1860 miles distant from São Paulo, Southeastem Brazil. Both states had 

different colonization histories with diverse contribution of the three major 

ethnic groups, which reflects in the ethnic background of their nowadays 

populations [44, 45]. 

Bodmer & Cavalli-Sforza [46] proposed that any racial classifícation can 

be arbitrary, imperfect and very diffícult, since it is impossible to delimit race by 

physic anthropology studies as well as by gene frequency analysis. Thus, in 

highly heterogeneous groups, such as the Brazilian population, it is inadequate to 

consider only phenotypic characteristics, such as skin color and hair texture, to 

determine ethnic origin [30]. In addition, molecular studies [31, 45, 47, 48] do 

not confírm the Brazilian Census data [49] regarding the population ethnic 

composition. Thereby, considering the observation that 38% of the individuais 

from our study (SP population), classified as Whites, reported African or 

Amerindian ancestry whereas 23% among those classified as Blacks reported a 

Caucasian ancestry, we decided to consider both as racially admixed 

populations. 

Using the multiplex approach, we determined the distribution of both 

GSTM1 and GSTT1 polymorphisms among Northern and among Southeastem 

atatat' 

unesp •" cm 1 2 3 4 5 6 7 11 12 13 14 15 16 17 



Polimorfismos de Enzimas Metabolizadoras de Xenobióticos no Brasil 68 

Brazilians. The GSTs null genotypes distribution was homogeneous between 

both populations. In the present study we report a 47.3% prevalence of the 

deleted GSTM1 allele in the whole of the studied Brazilian population who were 

originated from Pará and São Paulo states. This frequency is intermediary to 

those reported for non random Brazilian Southeastem Caucasian populations 

(0.55 and 0.60) [28, 36] and to the Brazilian Blacks (0.33) [28]. However, these 

previous reports represent only a small ffaction of the whole Brazilian 

population. The prevalence of the deleted GSTT1 genotype obtained in our study 

(0.18) is comparable to that described for Caucasian Brazilians [28]. 

Interestingly, in our study the GSTM1 and GSTT1 null allele ífequencies 

are also similar to those obtained among different ethnic populations presenting 

low admixture proportions, such as the U.S. White [9, 20, 39, 50-54], Chinese 

and Japanese [55-58] and European populations [59-63]. 

In spite of the marked differences between our study Brazilian 

populations, regarding ethnic composition and moreover considering their 

geographical distance and diverse colonization history, our data showed non 

signifícant differences in the frequency distribution of the different GSTT/and 

GSTM1 genotypes. 

The data on the allelic frequency, genotypic and haplotypic distribution 

revealed differences in both CYP2E1 polymorphisms between the two study 

populations. The CYP2El!,t5B and CYP2E1*6 allelic frequencies were higher in 

the Northern compared to the Southeastem population, however these 

differences were not statistically signifícant. The CYP2E1*5B allelic frequency 
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observed in our study Northern population was signifícantly higher than that 

previously reported for a Caucasian Southeastem population. Nevertheless, 

when the comparison is made only among Brazilian Southeastem populations, 

this allele ífequency was similar among Caucasians, Mulattoes and our study 

racially admixed population (0.06) [28, 36]. 

To our knowledge, this is the fírst report on the polymorphic distribuíion 

of the CYP2E1 *6 allele among Brazilians. This allelic ífequency observed in the 

Brazilian Northern population (0.158) is similar to that previously reported by 

Wu et al [64] for US African Americans (0.14), but higher than that observed in 

our study SP population (0.118) which was comparable to an European- 

American [27] and other European populations [41, 65, 66]. 

In accordance to the previous published data, the CYP2E1 allele 

ífequencies (CYP2E1 *5B and *6) observed in this study are lower than the high 

frequencies consistently reported in several Asian populations [17, 18, 21, 24, 

27, 40, 55, 56, 69, 70] in contrast to other, mainly European, populations [25, 27, 

41, 65], Interestingly, racially admixed populations presenting higher CYP2E1 

allelic frequencies include the Chilean [43, 71], Mexican Americans and 

Hawaiian populations [22, 64]. 

Rare studies investigated the haplotypic distribution of the Pst\ and Dra\ 

CYP2E1 polymorphisms. We could detect a higher ífequency of the *5B/*6 

haplotype in the Northern compared to the Southeastem Brazilian population. In 

fact, this reflects the difference in the CYP2E1 alleles ífequency between these 

two Brazilian populations. This haplotype was the second commonest in the 
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Northern population and in an Amerindian Chilean population [43], whereas in 

the Southeastem population, the second most common haplotype was the 

WT/*6. The lowest *5B/*6 haplotypic frequencies were reported by Stephens et 

al [27] for African-Americans and European-American populations (>0.01), in 

contrast to the highest frequencies estimated in Taiwanese (0.217) [27] and 

Amerindian Chilean populations (0.25) [43]. In the present study, the *5B/*6 

haplotypic frequencies were intermediary to those previously described. The 

haplotype *5B/WT, only reported in a Taiwanese population [27], was also 

estimated in both Brazilian populations. 

Several authors have shown linkage disequilibrium between the Dra\ 

polymorphism in intron 6 and the Pst\ polymorphism in the 5'-flanking regions 

of the CYP2E1 gene in different populations [24, 43, 64, 66, 68, 70]. In this 

study we could also demonstrate a strong, but not strict, linkage disequilibrium 

between these two loci. 

The higher prevalence of the CYP2E1 allelic and haplotypic frequencies 

in the Northern compared to the Southeastem Brazilian population, may be due 

to the different contribution of the three major ethnic groups (Caucasian, mainly 

Portuguese; Blacks and Amerindians) in the formation of both nowadays 

populations. The Amerindian contribution was higher in the North of the country 

whereas European migration took place preferably in the South and Southeastem 

regions [45, 47, 48]. Recent molecular analysis has corroborated that 

Amerindians have an Asian origin [72], Therefore, allelic and haplotypic 

frequencies of CYP genes in admixed populations might proportionally reflect 
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the Ameridian contribution [22, 43, 64, 71], In summary, our study CYP2EI 

allelic and haplotypic differences are in agreement with the historically and 

genetically well documented diverse ethnic contribution to the formation of the 

Brazilian highly heterogeneous population. 

Specifíc types of neoplasia, such as lung and prostate câncer, occur with 

different incidence and mortality rates in the North compared to Southeastem 

Brazil. This may reflect differences in exposure and/or susceptibility to 

environmental carcinogens. Whether the CYP2E1 polymorphisms may 

contribute to such susceptibility, in both Brazilian population, remains to be 

determined. However, since environment has a major contribution to câncer 

susceptibility, future research must also evaluate particular routes of carcinogen 

exposure, such as diet, occupational and/or lifestyle among the diverse Brazilian 

populations. 
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RESUMO 

A cirrose hepática constitui um dos principais fatores de risco para o 

desenvolvimento do hepatocarcinoma, sendo amplamente considerada 

uma lesão pré-maligna irreversível. No Brasil, as mais altas taxas de 

mortalidade pela doença foram registradas na região Sudeste, 

conseqüência da prevalência aumentada de abuso no consumo de álcool 

nessa região do país. A ingestão crônica do álcool está relacionada à 

produção de radicais livres intermediários originados durante o 

metabolismo do etanol. A exposição do DNA celular, a esses 

intermediários reativos, gera diversas classes de lesões nas bases da 

molécula. Muitas dessas lesões são removidas pelas vias de reparo por 

excisão de bases. Neste trabalho, foi testada a hipótese de que os 

polimorfismos no gene XRCC1, que realiza o reparo por excisão de bases, 

estejam associados ao aumento no risco de cirrose hepática alcoólica, em 

indivíduos da região Sudeste do Brasil. Assim, foi realizado um estudo de 

caso-controle em 97 pacientes com cirrose hepática alcoólica e 96 

controles (pareados por idade, sexo e etnia) para investigar o papel de 

duas variantes alélicas, codificadoras de alterações em aminoácidos, do 

gene XRCC1 (polimorfismos Arg194Trp e Arg399Gln). De modo geral, foi 

observado um aumento de 1,7 vezes no risco relativo de cirrose hepática 

(OR= 1,69, 95% CL 0,92-3,12), associado ao alelo 399Gln (para ambos 

genótipos: homozigotos Gln/Gln e heterozigotos Arg/Gln). Essa associação 

foi mais evidente entre os mestiços, onde o risco relativo foi de 2,79 (95% 
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CL 0,90-8,9). Quando se considerou a idade, houve uma associação 

significativa entre o polimorfismo 399Gln e o risco de cirrose hepática em 

indivíduos com idades superiores a 45 anos. O risco relativo para tal 

associação foi de 2,74 (95% CL 1,07-7,07), comparado a um OR de 1,13 

(95% CL 0.48-2.66) para aqueles com idades inferiores a 45 anos de 

idade. Nenhuma associação foi observada entre o polimorfismo 194Trp e o 

risco de cirrose hepática. Nossos resultados indicam que o polimorfismo 

399Gln do gene XRCC1 pode ser um modulador de risco importante para 

a suscetibilidade à cirrose hepática alcoólica, conforme demonstrado pelas 

interações entre a herança desse polimorfismo e outros fatores como a 

idade, a etnia e o consumo do álcool. As informações aqui obtidas são 

relevantes para as decisões futuras quanto a escolha dos polimorfismos 

genéticos recentemente identificados, que poderão ter impacto na 

suscetibilidade genética à cirrose hepática alcoólica, em diferentes 

populações. Este trabalho é precursor de investigações adicionais que 

objetivem a melhoria na prevenção primária e secundária dessa doença. 
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ABSTRACT 

Cirrhosis of the liver is a major risk factor for the development of 

hepatocellular carcinoma and is widely considered to be an irreversible pre- 

malignant condition. In Brazil, the southeastern part of the country has the 

highest mortality rates from the disease due to the high prevalence of 

alcohol abuse in this region. Chronic alcohol consumption is associated 

with the production of free radical intermediates, which are produced during 

ethanol metabolism. Exposure of cellular DNA to these reactive 

intermediates generates several classes of base lesions, many of which are 

removed by the base excision-repair pathway. In this study, we tested the 

hypothesis that polymorphisms in the DNA base excision repair gene 

XRCC1 are associated with increased risk of liver cirrhosis in Southeastern 

Brazilians. We conducted a case-control study of 97 liver cirrhosis cases 

and 96 controis (matched for age, sex, and ethnicity) to investigate the role 

of two allelic variants coding for amino acid changes in the XRCC1 gene 

(the Arg194Trp and the Arg399Gln polymorphisms). Overall, we observed 

a 1.7-fold increase in the relative risk of liver cirrhosis associated with the 

399Gln allele (either the heterozygous Arg/Gln or the homozygous Gln/Gln 

genotypes) (OR= 1.69, 95% CL 0.92-3.12). The relative risk was highest 

among the Mestizos ethnic group, where the odds ratio was 2.79 (95% CL 

0.90-8.9). After adjustment for age, there was a significant association 

between the 399Gln polymorphism and the risk of liver cirrhosis in 
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individuais over the age of 45 years. The odds ratio for this association was 

2.74 (95% CL 1.07-7.07) compared to an OR of 1.13 (95% CL 0.48-2.66) 

for those under 45 years of age. No association was observed between 

the XRCC1 194Trp polymorphism and risk of liver cirrhosis. Our results 

indicate that the XRCC1 399Gln polymorphism may be a significant risk 

modifier for alcoholic liver cirrhosis, as documented by the interactions 

between the inheritance of this polymorphism and other factors such as 

age, ethnicity, and alcohol intake. The work presented here is criticai to 

deciding which newly identified genetic polymorphisms in DNA repair genes 

may have an impact on genetic susceptibility to alcoholic cirrhosis of the 

liver in different populations. Our study opens the door for additional 

investigations aimed at improving primary and secondary prevention of this 

disease. 
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INTRODUCTION 

Cirrhosis of the liver is a major risk factor for the development of 

hepatocellular carcinoma and is widely considered to be an irreversible pre- 

malignant condition. The disease is characterized by fibrous scarring and 

hepatocellular regeneration (1). It is one of the major causes of death 

worldwide, and it was among the five most common causes of mortality 

during productive ages in many Latin American countries (2). A large body 

of evidence indicates that alcohol abuse and infection with the hepatitis 

virus are major risk factors for liver cirrhosis (3-6). In Brazil, the average 

number of productive years of life lost prematurely, due to the disease, is 

around 15.5 years. Southeastern Brazil has the highest mortality rates from 

the disease, possibly due to the high prevalence of alcohol abuse in this 

region of the country (7). 

Although a strong association between alcohol consumption and 

cirrhosis of the liver has been reported (8,9), only 10% to 20% of heavy 

drinkers ultimately develop the disease (10), suggesting the involvement of 

host susceptibility factors (11-13). Individual susceptibility to adverse health 

outcomes may be partly explained by genetic variability in metabolic 

activities related to phase I activation and phase II detoxication enzyme 

pathways. Polymorphisms (allelic variants with frequencies > 1%) in genes 

coding for biotransformation enzymes that catalyze the activation and 

detoxication of xenobiotics, including alcohols, have been reported. Several 
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laboratories have examined the association between liver disease and 

inheritance of polymorphisms in alcohol and aldehyde dehydrogenases 

(14-17), N-acetyltransferases, glutathione-S-transferases (18,20) and 

cytochrome P450 genes (16,19-25). The results of these studies have been 

equivocai. While some reports, found significant associations between 

certain polymorphisms in these genes and increased risk of disease (15- 

17,19,21,22) others failed to find such associations (14,16,18-20,23-25). 

Similar to metabolic activities, reduced DNA repair capacity may 

constitute another significant risk factor for liver diseases. Reports from 

several investigations suggest that free radicais and oxidative stress play 

an important role in the pathogenesis of alcoholic and toxic liver diseases 

(26-31). It has been reported that patients with liver cirrhosis and ethanol 

intake above 100g/day (corresponding to approximately 4 bottles of beer, 

5 servings of "aguardente" - a Brazilian distilled drink, or 10 cups of wine) 

had 4- to 5-fold higher leveis of oxidative damage (as monitored by 

erythrocyte malonaldehyde and plasma lipid hydroperoxides) than cirrhotic 

patients with ethanol intake below 100g/day or healthy controis (32). 

Investigators have also reported the persistence of oxidative stress even 

after the onset of cirrhosis and subsequent liver câncer (33). An increase 

in the leveis of the promutagenic DNA lesion 8-hydroxydeoxyguanosine 

(oh8dG) (34) and increased production of reactive oxygen species within 

the liver of patients with chronic infectious hepatitis have been 

documented (35). Exposure of cellular DNA to these reactive oxygen 
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species generates several classes of base lesions, many of which are 

removed by DNA repair pathways, including the base excision-repair 

pathway. 

As with other phenotypic traits, variation in DNA repair capacity is 

probably genetically determined. Shen et al. (36) were the first to report 

several polymorphisms in five DNA repair genes {XPD, XPF, ERCC1, 

XRCC3 and XRCC1) representing three different repair pathways. Other 

investigators have also reported additional polymorphisms in DNA repair 

genes (37,38). A number of these polymorphisms occur in evolutionarily 

conserved sequences, and several of them result in amino acid 

substitutions. This strongly suggests their possible role in the maintenance 

of normal protein function. The human XRCC1 gene has been identified by 

its ability to restore DNA repair activity in the Chinese hamster ovary 

(CHO) mutant cell line EM9 (39,40), and has been mapped to the long arm 

of chromosome19 (41). The gene encodes the XRCC1 protein, which 

complexes with three other DNA repair enzymes, DNA ligase III, DNA 

polymerase S and poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) (42,43), involved 

in base excision (reviewed in reference 44). A recent study indicates that 

XRCC1 can bind directly to both gapped and nicked DNA, as well as to 

gapped DNA complexed with DNA polymerase p, suggesting that XRCC1 

might be independently involved in DNA damage recognition (45,46). DNA 

sequencing conducted by Shen et al. (36) identified five polymorphisms in 

the XRCC1 gene. Three of these occur at conserved sequences and result 
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in amino acid substitutions. These three coding polymorphisms were 

detected at codons 194 (Arg-^Trp), 280 (Arg->His) and 399 (Arg->Gln) at 

a reported allelic frequency of 0.25, 0.08, and 0.25, respectively (36). 

Given the possible association between reduced DNA repair 

capacity and liver cirrhosis, the reported sequence variations in {heXRCCI 

gene, which may alter the structure of the DNA repair enzyme, could affect 

the risk for the disease. In this study, we tested the hypothesis thatXf?CCf 

polymorphisms are associated with increased risk of liver cirrhosis. We 

focused on the relationship between the two reported coding polymorphisms 

in the XRCC1 gene having the greatest allele frequency: a C->T 

substitution at position 26304 (codon 194, exon 6) and a G->A substitution 

at position 28152 (codon 399, exon 10). 
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MATERIALS AND METHODS 

Study population and sample collection 

Ninety-seven male patients with clinicai and laboratory findings 

compatible with liver cirrhosis were recruited and diagnosed by the medicai 

staff of the Serviço de Gastrenterologia of the Faculdade Regional de 

Medicina (São José do Rio Preto, São Paulo State, Brazil). The patients 

presented with typical sonographic signs indicative of liver cirrhosis. These 

cirrhotic patients had ali consumed ethanol for at least 5 years at the time 

of diagnosis. Their alcohol intake ranged from 90-680 grams daily (Mean 

±S.D.= 208 g/day ±121) for 5-60 years (Mean ±S.D = 27 years ± 11). 

Cirrhotic patients were excluded if they had serological evidence of 

previous or present viral hepatitis B or C or autoimmune liver disease. 

Information on the diagnosis of liver cirrhosis and clinicai examination, 

biochemical and sonographic studies were obtained from the medicai 

records of the patients, according to a protocol approved by the Ethical 

Committees of the participating institutions, and after written informed 

consent from ali subjects was obtained. The control group consisted of 

ninety-six healthy volunteers, with no previous history of liver disease or 

hepatitis infection, matched to the patients with respect to age (± 5 years) 

and gender. They were blood donors who were recruited from the blood 

bank of the Faculdade Regional de Medicina, São Jose do Rio Preto, São 

Paulo State, Brazil. Epidemiological data from the study population were 

collected through a standard interviewer-administered questionnaire, which 
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included questions about current and past occupational history, daily 

alcohol intake, years of alcohol intake and family history of liver cirrhosis 

and câncer. Information on ancestors of the study subjects was also 

obtained in order to characterize the ethnic background of both groups. The 

subjects were assigned to one of three ethnic groups: White (European 

descendents), Mestizo (a mixture of White, Black and Amerindian), and 

Black (African descendents). 

A blood sample was drawn from ali of the study participants (7-10 ml 

each) into sterile 15 ml vacutainers. Lymphocytes were isolated and 

transferred to new tubes and assigned a unique identifier code. DNA was 

then extracted from the lymphocytes, as previously described, using a non- 

organic extraction procedure (47) and stored at -80 

0C until used for genotyping. 

Chemicals and Reagents 

AH primers used for polymerase chain reaction (PCR) analysis were 

custom synthesized by GIBCO, BRL (Life technologies, Grand Island, NY). 

AH other chemicals and reagents were from commercial sources and were 

of the highest purity available, as described in each experimental 

procedure. 

XRCC1 genotyping 

Genotypic analysis of the XRCC1 gene polymorphisms was 

determined in lymphocyte DNA from the study participants by a multiplex 
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PCR assay, as described in detail earlier (48,49). Briefly, PCR primers for 

codons 194 and 399 were used to generate a 491-bp product and a 615-bp 

product containing the Mspl polymorphic sites (Figure 1). The PCR 

conditions consisted of an initial melting temperature of 94 0C (5 min) 

followed by 30 cycles of melting (94 0C1 30 sec), annealing (62 0C, 1 min) 

and extension (72 0C, 45 sec). A final extension step (72 0C, 5 min) 

terminated the reaction. The PCR products were then subjected to restriction 

digestion for 16 hours at 370C by Mspl (New England Biolabs, Beverly, MA), 

which recognizes the wild-type Arg allele at codon 194 and the wild-type Arg 

allele at codon 399. The digestion product was then resolved on 2% high- 

resolution Metaphor® agarose gels (FMC Bioproducts, Rockland, ME) and 

the different alleles identified by their corresponding banding pattem (48,49). 

Statístical analysís 

Analyses were performed using the PRISM and Epistat computer 

software programs. Odds ratios (OR) and 95% confidence limits (CL) were 

calculated as an estimate of the relative risk and strength of association. 

The X2 and the Fisher's exact tests were used to test the statistical 

significance of the association. The probability levei (P) of less than 0.05 

was used as the criterion of significance. 
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174 pb 

Còdon 194 
Arg Arg T rp Arg Aig Arg 
Arg Trp Trp Arg Arg Trp 

C ódon 399 Ajg Arg .Arg Arg GIn .Arg 
Arg Arg Arg Güi Gbi Glii 

Figure 1. Representative RFLP analysis of Msp\ digests of the multiplex 

PCR products containing codons 194 and 399 of the XRCC1 
gene separated on 2% high resolution Metaphor® agarose gel. 
Lane M1: PCR molecular weight marker. Lane M2: HincW 
digested 0X174 DNA marker. Lane 1: Homozygous wild-type 

codons 194 and 399. Lane 2: Heterozygous codon 194 and 
homozygous wild type codon 399. Lane 3; Homozygous variant 
codon 194 and homozygous wild type 399. Lane 4: 
Homozygous wild-type codon 194 and Heterozygous wild-type 
codon 399. Lane 5: Homozygous wild-type codons 194 and 
Homozygous variant codon 399. Lane 6: Double heterozygous 
for codons 194 and 399. 
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RESULTS 

Table I summarizes the demographics of the study population with 

regard to age and ethnicity. The mean ages of patients and controis (± SD) 

were 47.6 ±10 years and 44.7 ±12 years, respectively. The two groups 

showed no statisticaliy significant difference in mean ages or ethnicity. 

About half (48.5%) of the patients were younger than 45 years of age. 

There were a slightly higher number of controis under the age of 45 years 

compared to cases, but the difference was not statisticaliy significant. The 

number of Whites was slightly over-represented and the number of 

Mestizos (a mixture of White, Black and Amerindian) was slightly under- 

represented in controis compared to cases. However, there were no 

statisticaliy significant differences between cases and controis, indicating a 

well-matched population (Table I). 

The XRCC1 genotypes, the distribution of allelic frequencies in 

patients and controis, and the estimates of relative risks of liver cirrhosis 

associated with codon 194 and codon 399 polymorphisms are presented in 

Table II. The data on the distribution of genotypes indicate that the 

heterozygous Arg/Trp genotype for codon 194 was slightly less pronounced 

in the cases (14.4%) compared to the controis (17.7%), but the difference 

was not statisticaliy significant. The homozygous 194Trp genotype was 

extremely rare, and was only detected in one patient. Four patients and 

four controis had both the heterozygous genotypes, Arg/Trp for codon 194 
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and Arg/Gln for codon 399. The data also indicate that the homozygous 

wild-type Arg/Arg for codon 399 was more pronounced in controis (51%) 

compared to the cases (38.1%), and that the heterozygous Arg/Gln 

genotype was more pronounced in the cases (49.5%) compared to the 

controis (34.5%). Ali of the distributions were in Hardy-Weinberg 

equilibhum. 

Although there was no difference in the allelic distribution of the 

194Trp and the 399Gln polymorphisms between cases and controis, a 

1.87-fold increase in the risk of liver cirrhosis was associated with the 

399Gln allele (OR = 1.87, 95% CL 0.97-3.60 for the Arg/Gln genotype and 

OR = 1.69, 95% CL 0.92-3.12 for the combined Arg/Gln and Gln/Gln 

genotypes). In contrast, there was no association between the 194Trp 

polymorphism and the risk of liver cirrhosis (OR = 0.85, 95% CL 0.37-0.94) 

(Table II). 

The XRCC1 genotypes and allelic frequencies in patients and 

controis, and the estimates of relative risks of liver cirrhosis associated with 

XRCC1 polymorphisms among the study population in the three different 

ethnic groups are presented in Table III. There was a significant difference 

in the 399Gln allelic frequency between Whites and Mestizos (P = 0.008). 

In contrast, no difference in the 399Gln allelic frequency was observed 

between Mestizos and Blacks. The 399Gln allelic frequency was 

significantly higher among Mestizos with liver cirrhosis compared to their 

corresponding controis (P = 0.03) (Table III). There was no significant 
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difference in allelic distribution for the 194Trp allele between the different 

ethnic groups studied, although Whites had a lower 194Trp allele frequency 

(0.068) compared to the other two ethnic groups (0.129 and 0.091 for 

Mestizos and Blacks, respectively). There was no significant difference in 

the 194Trp allelic frequency between liver cirrhosis patients and 

corresponding controis in any of the different ethnic groups studied (Table 

III). 

Based on the genotypic distribution data, the estimates of the 

relative risk of liver cirrhosis were calculated for the different ethnic groups 

(Table III). We observed a 2.8-fold increase in relative risk of liver cirrhosis 

associated with the 399Gln genotype (either the heterozygous Arg/GIn or 

the homozygous Gln/Gln genotypes) in Mestizos. The risk was higher with 

the homozygous Gln/Gln genotype than with the heterozygous Arg/GIn 

genotype. This association between the 399Gln genotype and risk for the 

disease was not observed in Whites (Table III). The 194Trp polymorphism 

did not affect the risk of the disease in any of the ethnic groups studied 

(Table III). 

After adjustment for age (Table IV), there was a significant 

association between the 399Gln polymorphism (either the heterozygous 

Arg/GIn or the homozygous Gln/Gln genotypes) and risk of liver cirrhosis in 

individuais over the age of 45 years. The OR for this association was 2.74, 

95% CL 1.07-7.07 compared to an OR of 1.13, 95% CL 0.48-2.66 for 

those under 45 years of age. No such association could be detected 
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between the 194Trp polymorphism and risk of the disease with respect to 

age (Table IV). 

Table V presents the estimates of the relative risk for liver cirrhosis 

associated with XRCC1 polymorphisms after adjusting for the duration and 

amount of ethanol intake. We observed a 1.95-fold increase in risk 

associated with the 399Gln genotypes (Arg/Gln and Gln/Gln) for individuais 

consuming alcohol for less than 20 years compared to individuais 

consuming alcohol for over 20 years. We also found a moderate 

association between the 399Gln genotype and risk for the disease in 

individuais consuming less than 140 gm of alcohol/day compared to 

individuais consuming more than 140gm/day. In contrast, there was no 

association between the 194Trp polymorphism and risk of the disease with 

respect to the duration or the intensity of alcohol intake (Table V). 
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DISCUSSION 

This study is the first analysis of two reported polymorphisms 

{Arg194Trp and Arg399Gln) in the DNA repair gene XRCC1 in a case- 

control study of alcoholic cirrhosis of the liver in Southeastern Brazil. It 

provides estimates of XRCC1 variant allelic frequencies from a control 

population belonging to three ethnic groups (Whites, which are mainly 

European descendants, Mestizos, which are the result of the ethnic mixture 

of Whites, Blacks and Amerindians, and Blacks). 

The data on the allelic frequency distribution revealed apparent 

differences in the frequencies of both the 194Trp and the 399Gln alleles 

between the three ethnic groups studied. The 194Trp allelic frequency was 

lower in Whites compared to Mestizos and Blacks. However, these 

differences were not statistically significant. The 194Trp allelic frequency 

observed in this study is comparable to that reported earlier for a U.S. 

population of Whites and Blacks in North Carolina, but lower than that 

observed in Taiwanese (50). In contrast, the 399Gln allelic frequency was 

significantly higher (P=0.008) in Whites (37%) compared to Mestizos 

(22%). The 399Gln allelic frequency in Whites observed in our study, is 

comparable to that reported earlier for North American Whites by Lunn et 

al. (50) and Sturgis et al. (51), but different from that observed in Egyptians 

(48), North American Blacks and Taiwanese (50). These differences 
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support the likelihood that ethnic variability in XRCC1 allelic distribution 

exists among different populations. 

Based on the genotypic distribution data, we examined the 

relationship between XRCC1 genotypes and relative risk of alcoholic liver 

disease. Our data indicate that the 194Trp polymorphism does not play a 

significant role as a risk modifier for the disease. These results are 

consistent with those of Lunn et al. (50), who reported that the Arg194Trp 

amino acid change in the XRCC1 gene does not seem to affect DNA repair 

efficiency. In contrast, our data indicate an over representation of the 

399Gln allele in cases compared to controis, suggesting that this 

polymorphism may modify the risk for the disease. In fact, we observed an 

overall 1.7- fold increase in risk of alcoholic liver cirrhosis with the 399Gln 

polymorphism (combined Arg/Gln and Gln/Gln genotypes). An association 

between this particular polymorphism and risk for disease has been 

reported previously in studies from our laboratory and others. For example, 

Sturgis et al. (51) reported an association between the 399Gln 

polymorphism and elevated risk of squamous cell carcinoma of the head 

and neck in subgroups of current smokers and alcohol consuming 

individuais. We have recently reported an association between this 

polymorphism and increased risk of early age onset of colorectal carcinoma 

among Egyptians (48). More recently, Divine et al. (52) reported an 

association between this polymorphism and adenocarcinoma of the lung. 
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While it is difficult to explain the exact mechanism for the association 

between the Arg399Gln polymorphism and alcoholic liver cirrhosis, it is 

biologically plausible to assume that the 3996//? polymorphism may have 

functional significance in the repair of alcohol-induced genetic lesions. 

Chronic alcohol consumption is associated with the production of free 

radical intermediates, such as hydroxyethyl free radicais and reactive 

oxygen species, which are produced during ethanol metabolism (32). 

Several reports suggest that free radicais and oxidative stress play an 

important role in the pathogenesis of alcoholic and toxic liver diseases (26- 

31). Exposure of cellular DNA to these reactive oxygen species generates 

several classes of base lesions, many of which are removed by the base 

excision-repair (BER) pathway. The XRCC1 gene encodes the XRCC1 

protein, which complexes with three other DNA repair enzymes involved in 

the BER pathway: DNA ligase III, DNA polymerase R, and poly(ADP- 

ribose)polymerase (PARP) (42-44). The XRCC1 399Gln polymorphism 

occurs at a conserved sequence, and results in amino acid substitution 

(36). This strongly suggests that this polymorphism may alter the normal 

protein function, and consequently may be associated with a reduction in 

DNA repair capacity. Consistent with this assumption, Lunn et al. (50) 

reported that placentas from Taiwanese maternity subjects, who were 

homozygous or heterozygous for the Arg399Gln polymorphism in the 

XRCC1 gene, had higher leveis of aflatoxin DNA adducts and increases in 

glycophorin A somatic mutations. In addition, using an in vitro challenge 
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approach, we found a significant difference in repair proficiency for 

genetic damage induced by the tobacco-specific nitrosamine NNK 

between cells from individuais with the 399Gln allele (either homozygous 

or heterozygous) and cells from individuais with the homozygous 399 

Arg/Arg genotype (49). 

One of the aims of our study was to explore the possibility of ethnic 

differences in XRCC1 allelic distribution in the Brazilian population, and the 

likelihood that ethnic differences play a role in determining the risk of 

alcoholic cirrhosis of the liver. Brazil is a large country with a population that 

is very heterogeneous, resulting from the hybridization of the native 

indigenous population with immigrants from Europe, África, and Asia. With 

the relatively small sample studied in the current investigation, a limitation 

that we acknowledge, we could still observe significant ethnic differences in 

the frequency of the 399Gln allele in the control population. Although we 

noted that the frequency of the 399Gln allele was significantly higher in 

White controis than in Mestizo controis, the frequency of the allele in White 

patients with liver cirrhosis was not higher than that of White controis. Only 

in Mestizos, was there a statistically significant difference in the 399Gln 

allele frequency in the patients compared with controis, suggesting an 

association between this polymorphism and an increased risk of alcoholic 

cirrhosis of the liver in this subpopulation. In fact, after adjusting for 

ethnicity, we found that the risk associated with the 399Gln polymorphism 

seems to be restricted to Mestizos. This suggests an ethnic-dependent 
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relationship between the 399Gln polymorphism and predisposition to 

alcoholic liver cirrhosis. 

Although further investigations using a larger number of patients and 

corresponding controis is needed in order to generalize this conclusion, 

there are several possible explanations for this differential association 

between the 399Gln polymorphism and risk of alcoholic liver cirrhosis 

among Mestizos. One explanation could be ethnic differences in drinking 

and dietary habits, health care access and socioeconomic factors. Another 

more plausible explanation may be related to differences in linkage or 

genetic associations between alleles in different populations. This has been 

reported for the gene coding for the metabolic enzyme CYP1A1, where 

people of African descent showed no linkage between the CYP1A1 *2 and 

CYP1A1 *3 alleles, in contrast to Caucasians and Asians. This suggests 

that the association between the CYP1A1 *2 homozygous genotype and 

breast câncer in African American, but not in Caucasian, women (53) is 

probably due to differences in linkage of the CYP1A1 *2 allele in African 

Americans to other loci that are functionally related to the effect on breast 

câncer (54). It is possible that in Mestizos, the 399Gln polymorphism is in 

linkage disequilibrium with other putative loci, which could include any of a 

large number of susceptibility genes. 

An intriguing observation in the current study is the significantly 

elevated risk of liver cirrhosis associated with the 399Gln polymorphism in 

older subjects (OR =2.74; 95%CL 1.07-7.07). These findings suggest that 
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individuais with this polymorphism may have a reduced ability to repair 

DNA damage that accumulates with age. It is possible that, in alcoholics, 

this polymorphism confers a sub-optimal DNA repair capacity that is 

overwhelmed by excessive alcohol consumption over the years. An age- 

related decrease in cellular DNA repair capacity is a well-recognized 

biological phenomenon associated with increased leveis of DNA damage 

and consequent increases in the risk of developing environmental cancers 

(55-58). Consistent with our hypothesis, Duell et al. (59), found significantly 

higher leveis of DNA adducts among older subjects who were carriers of 

the 399Gln allele than among younger subjects with the 399Arg/Arg 

genotype. Divine et al. (52) recently reported an association between the 

3996/n allele and increased risk of adenocarcinoma ofthe lung in smokers. 

Interestingly, and in support to our findings, they also reported that the risk 

increased significantly with age. 

With respect to ethanol intake, we observed an increase in risk 

associated with the 399Gln genotypes (Arg/Gln and Gln/Gln) for individuais 

consuming alcohol for less than 20 years compared to individuais 

consuming alcohol for over 20 years. We also found a moderate 

association between the 399Gln genotype and risk for the disease in 

individuais consuming less than 140 gm of alcohol/day compared to 

individuais consuming more than 140gm/day. These findings support the 

hypothesis that the 399Gln polymorphism is a susceptibility factor for 

alcoholic liver cirrhosis. Liver cirrhosis is a disease primarily associated with 
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alcohol consumption, and theoretically, individuais who are genetically 

predisposed to the disease, will develop the disease after relatively minor 

exposure to the causative agent. Epidemiological studies have shown that 

the development of alcoholic cirrhosis of the liver correlates with both the 

magnitude and the duration of alcohol consumption (60,61). The average 

'cirrhogenic dose has been calculated to be 180 g of ethanol per day 

consumed regularly for approximately 25 years. The probability of 

developing cirrhosis for an individual consuming about 210 g of ethanol 

daily for 22 years is 50 per cent and increases to 80 per cent after 33 years 

(62). Our findings indicate that in susceptible individuais who inherit the 

399Gln allele, a lower levei of exposure is associated with the health 

effects expected with higher exposure in the average or non-susceptible 

population. 

In conclusion, our resuits indicate that the XRCC1 399Gln 

polymorphism may be a significant risk modifier for alcoholic liver cirrhosis 

as documented by the interactions between the inheritance of this 

polymorphism and other factors such as age, ethnicity, and alcohol intake. 

Before our findings can be generalized however, additional studies with a 

larger population are needed. Nevertheless, the work presented here, is 

criticai to deciding which newly identified genetic polymorphisms in DNA 

repair genes may have an impact on genetic susceptibility to alcoholic 

cirrhosis of the liver in different populations. Our study opens the door for 
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additional investigations aiming at improving primary and secondary 

prevention of this disease. 
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TABLES 

Table I: Demographic characteristics of the study population 

Agea (mean ± SD years) 

< 45 year 
> 45 year 

Ethnicity3 

Whites 
Mestizosb 

Blacks 

Cases 

(n = 97) 

47.6 ± 10 

No. 
47 
50 

(%) 
(48.5) 
(51.5) 

48 (49.5) 
37 (38.1) 
12 (12.4) 

Controls 

(n = 96) 

44.7 ± 12 

No 
55 
41 

(%) 
(57.3) 
(42.7) 

58 (60.4) 
27 (28.1) 
11 (11.5) 

No significant difference (P > 0.05) between cases and controis for either age 
(independent f-test) or ethnicity (two sided X2test). 
bMixture ofWhite, Black and Amerindian. 
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Table II: XRCC1 allelic frequencies among liver círrhosis patients and controla and 
estimates of relativa risk associated wíth 399Gln and 194Trp genotypes3. 

Genotype Cases 
n = 97 

Controls 
n = 96 

OR 95% CL 

Codon 194 polymorphism 
Arg/Arg 82 79 
Arg/Trp 14 17 
Trp/Trp 1 0 
Arg/T rp + Trp/Trp 15 17 
Trp-allele frequency 0.082 0.088 

1.0 
0.69 
NDb 

0.85 

0.34-1.83 

0.37-1.94 

Codon 399 polymorphism 
Arg/Arg 37 
Arg/Gln 48 
G In/G In 12 
Arg/Gln +G In/G In 60 
Gln-allele frequency 0.371 

49 
34 
13 
47 
0.312 

1.0 
1.87 
1.22 
1.69 

0.97-3.60 
0.46-3.30 
0.92-3.12 

aThe homozygous 194Arg/Arg and the 399Arg/Arg genotypes served as reference categories. 
b ND; not determined due to small sample size in that category. 
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Table III: XRCC1 allelic frequencies and estimates of relativa risk for liver cirrhosís associated 
with 399Gln and 194Trp genotypes in the different ethnic groups3. 

Genotype Cases Controls OR 95% CL 

Codon 194 polymorphism 

Whites 48 58 
Arg/Arg 44 50 1.0 
Arg/Trp 4 8 0.6 0.13-2.29 
Trp/Trp 0 0 NDb 

Arg/Trp + Trp/Trp 4 8 0.6 0.13-2.29 
Trp-allele frequency 0,042 0.068 

Mestizosc 37 27 
Arg/Arg 29 20 1.0 
Arg/Trp 7 7 0.7 0.18-2.64 
Trp/Trp 1 0 NDb 

Arg/Trp + Trp/Trp 8 7 0.8 0.21 -2.93 
Trp-allele frequency 0.121 0.129 

Blacks 12 11 
Arg/Arg 9 9 1.0 
Arg/Trp 3 2 1.5 0.14-2059.0 
Trp/Trp 0 0 NDb 

Arg/Trp + Trp/Trp 3 2 1.5 0.14-2059.0 
Trp-allele frequency 0.125 0.091 

Codon 399 polymorphism 

Whites 48 58 
Arg/Arg 17 25 1.0 
Arg/Gln 25 23 1.56 0.64-4.03 
Gln/Gln 6 10 0.90 0.23-3.34 
Arg/Gln + Gln/Gln 31 33 1.38 0.58-3.28 
Gln-allele frequency 0.385 0.370d 

Mestizos0 37 27 
Arg/Arg 14 17 1.0 
Arg/Gln 17 8 2.58 0.76-9.03 
Gln/Gln 6 2 3.64 0.52-35.8 
Arg/Gln + Gln/Gln 23 10 2.79 0.90-8.90 
Gln-allele frequency 0.392e 0.222de 

Blacks 12 11 
Arg/Arg 6 7 1.0 
Arg/Gln 6 3 2.23 0.30-19.97 
Gln/Gln 0 1 NDb 

Arg/Gln + Gln/Gln 6 4 1.75 0.24-13.0 
Gln-allele frequency 0.250 0.227 
a The homozygous 194Arg/Arg and the 399Arg/Arg genotypes served as reference categories. 

: ND: not determined due to small sample size in thatcategory. 
: Mestizos: mixture of White, Black and Amerindian. 
Allelic frequency in control Whites is significantly higher than in contrai Mestizos ( P = 0.008). 

' Allelic frequency in cases are significantly higher than corresponding contrate (P < 0.05). 
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Table IV: XRCC1 genotypic distribution and estímates of relativa risk for liver cirrhosis 
associated with 399Gln and 194Trp genotypes adjusted for age*. 

Variable Cases Controls OR 95% CL 

3 II VO
 

n = 96 

Codon 194 volxmorohism 

Age < 45 years n - 47 

yn 
yn II c 

Arg/Arg 39 46 1.00 
Arg/Trp 8 9 1.05 0.33-3.34 

Trp/Trp 0 0 NDb 

Arg/Trp + Trp/Trp 8 9 

Age > 45 years n =50 n = 41 

Arg/Arg 43 33 1.00 
Arg/Trp 6 8 0.58 0.16-2.07 

Trp/Trp 1 0 NDb 

Arg/Trp + Trp/Trp 7 8 0.67 0.19-2.31 

Codon 399 Dolvmorphism 

Age < 45 years 3 II 4^
 

n = 55 

Arg/Arg 20 25 1.00 

Arg/Gln 22 23 1.20 0.48-2.98 

Gln/Gln 5 7 0.71 0.16-3.11 

Arg/Gln + Gln/Gln 27 30 1.13 0.48-2.66 

Age >45 years 3 II O
 

n = 41 

Arg/Arg 17 24 1.0 

Arg/Gln 26 11 3.34 1.18-9.58 

Gln/Gln 7 6 1.64 0.39-6.90 

Arg/Gln + Gln/Gln 33 17 2.74 1.07-7.07 

aThe homozygous 194Arg/Arg and the 399Arg/Arg genotypes served as reference categories. 
: ND: not determined due to small sample size in that category. 
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Table V: Estimates of relativa risk for liver cirrhosis associated with 399Gln and 194Trp 
genotypes adjusted for alcohol intake4 

Variable Alcohol Intake 

Duration of Intake Daily consumption 

<20 years 
n = 29 

>20 years 
n = 68 

< 140 gm 
n = 38 

> 140 gm 
n = 59 

Codon 194 Dolvmorphisnt 

Ar g/Arg 26 
Arg/Trp 3 
Trp/Trp 0 
Arg/Trp + Trp/Trp 3 

OR (95% CL) 

Codon 399 Dolvmorphism 

Arg/Arg 8 
Arg/Gln 17 
Gln/Gln 4 
Arg/Gln + Gln/Gln 21 

OR ( 95% CL) 

56 31 51 

11 7 7 

1 0 1 

12 7 8 

0.54 (0.07-2.3)b 1.44 (0.42-4.95)c 

29 12 25 

32 19 29 

7 7 5 

39 26 34 

1.95 (0.70-5.60)b 1.60 (0.62-4.11) 

aThe homozygous 194Arg/Arg and the 399Arg/Arg genotypes servea as reieienee 
b: OR for individuais consuming alcohol for less than 20 years compared to individua s 
consuming alcohol for over 20 years. ^ ^ j- j 
c: OR for individuais consuming less than 140 gm alcohol per day compared to individuais 
consuming more than 140 gm/day. 

cm i unesp* 11 12 13 14 15 16 17 



Discussão 

Capítulo Cinco 

cm i unesp 

éJá. atatatiI w 
11 12 13 14 15 16 17 



Discussão 128 

I. A Suscetibilídade Genética e o Câncer 

Há cerca de trinta anos, a suscetibilídade ao câncer era 

atribuída, principalmente, aos níveis de exposição aos carcinógenos. 

Embora essa correlação seja efetiva, é evidente a influência de inúmeros 

fatores biológicos responsáveis pela variabilidade individual, que se 

apresentam relevantes em várias doenças (Perera, 2000). Hoje, é 

amplamente aceita a existência de um "fingerprint" característico do 

indivíduo composto por alelos codificadores das chamadas enzimas 

metabolizadoras de drogas e daquelas que participam dos mecanismos 

de reparo do DNA (Nebert, 1997; Shen et a/., 1998). Através do estudo da 

suscetibilídade individual ou de subpopulações, por meio da determinação 

das freqüências dos polimorfismos, que caracterizam diferentes 

capacidades de metabolização e/ou reparo de DNA, será possível 

identificar fatores de risco para muitas doenças e também a compreensão 

dos mecanismos pelos quais elas se desenvolvem (Woodson et a/., 

1999). 

A determinação da capacidade metabólica e/ou de reparo 

do DNA, poderá auxiliar o indivíduo a optar por um estilo de vida ou tipo e 

local de trabalho mais saudáveis (Bartsch, 2000). Outro benefício 

decorrente do conhecimento do papel de diferentes alelos polimórficos, no 

biometabolismo, refere-se à prescrição individualizada de drogas 

medicamentosas, a partir da genotipagem individual, podendo assim 

incrementar a eficácia, diminuir custos e reduzir possíveis efeitos 

colaterais (Chen et ai, 1996; Ingelman-Sundberg et ai, 1999). 

Todavia, os avanços obtidos através da tecnologia 

molecular geram questões éticas que necessitam posicionamento perante 

à saúde pública e à sociedade (Hainaut & Vãhãkangas, 1999; Vineis et 

a!., 1999). Tais questões devem ser antecipadas e estratégias racionais 

levantadas, na tentativa de contornar a identificação indiscriminada de 
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indivíduos sob risco aumentado (Garber & Diller, 1993; Patenaude, 1996; 

Vineis & Malats, 1999). Os indivíduos, porventura submetidos a tais 

testes, devem estar cientes tanto dos procedimentos como de suas 

implicações, inclusive psicológicas, para que a prevenção da doença seja 

objetiva. Há que se considerar ainda, a possibilidade de uma correlação 

fraca entre genótipo e fenótipo ou de grande variabilidade intraindividual 

no fenótipo podendo levar ao erro de classificação (Lerman & Croyle, 

1995; Holtzman, 1996). 

Embora alguns alelos polimórficos estejam 

convincentemente associados ao risco aumentado para toxicidade e 

câncer, para outros a associação ainda permanece incerta (Tabela 1). O 

conjunto de resultados contraditórios, obtidos nas pesquisas sobre a 

suscetibilidade genética ao câncer demonstra a complexidade da 

questão, uma vez que a identificação de um genótipo desfavorável pode 

ser mascarada pela presença de um outro gene não considerado, mas 

também envolvido no metabolismo ou no reparo de lesões nas 

biomoléculas. Além disso, os alelos polimórficos de genes relacionados 

ao metabolismo de xenobióticos têm mostrado distribuição diferencial nas 

populações investigadas. Essa variação tem sido associada 

principalmente à composição étnica das mesmas (Caporaso, 1999), 

contudo abordagens recentes têm incluído também a faixa etária como 

fator contribuinte (Lieshout & Peters, 1998; Muiras et ai, 1998). 

O conhecimento da distribuição desses polimorfismos na 

população-alvo permite minimizar o efeito dessas variáveis em estudos 

que investiguem a interação entre fatores ambientais, "background' 

genético e doenças específicas (Au et ai, 1999). 
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Tabela 1. Avaliação geral de algumas das evidências disponíveis sobre o risco do câncer 

associado aos polímorfismos do biometabolismo. 

CYP1A1 CYP1A1 CYP2D6 CYP2E1 CYP2E1 GSTM1 GSTT1 NATf NAT2 

Polimorfismo Msp 1 Exon 7 EM 5' FR Dra 1 Nulo Nulo Lento Lento 

Pulmão + A 
(=)C 

(+)A 
(=)C 

+ F 
= G 

(") (=) + 
(") NC - 

Bexiga (=) (=) 
= NC (=) (+) (") NC = A 

+ C 

Mama (+) (+) (=) (=) (=) (+) NC NC (-)F 
(=)G 

Coloretal (+) NC NC NC NC (+)D 
(=)0 

(+) (") (+)F 
(=)G 

Laringe (=) NC (=) (=) (=) (+) (+) NC NC 

Estômago NC NC NC (=) NC NC (-) NC NC 

Fígado NC NC (+) (") .(=) NC NC NC (+) 

BCC (=) (+) > í (=) NC NC NC (+) NC NC 

Cérebro NC NC (") NC NC NC (+) NC NC 

+ Risco aumentado 

= Nenhum efeito 

NC Não conclusivo 

A Asiáticos 

D Porção Distai 

F Estudos baseados no fenótipo 

G Estudos baseados no genótipo 

(+) Sugestão de risco aumentado 

(-) Sugestão de risco reduzido 

(=) Sugestão de ausência de efeito 

BCC Carcinoma basocelular cutâneo 

C Caucasóides 

O Outras regiões do cólon 
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Assim, constituem-se objetivos prementes, a 

compreensão do modo pelo qual os genes que alteram a suscetibilidade 

modificam a fisiologia e a bioquímica das vias de sinalização celular e a 

otimização do uso dessas informações na prática clínica, visando o 

desenvolvimento de recursos terapêuticos e preventivos (Nebert, 1991; 

Walker, 1996). Tal objetivo será alcançado por meio da relação 

interdisciplinar entre a epidemiologia e a biologia molecular, a química 

analítica e farmacológica, a bioestatística e a genética de populações 

(Rogers, 1994; Schork et a/., 1998). Um exemplo de tal interação são os 

estudos que relacionam os alelos polimórficos a alguns marcadores de 

efeito, tais como adutos, aberrações cromossômicas, trocas entre 

cromátides-irmãs e micronúcleos, entre outros, mediante exposição in 

vitro ou in vivo a carcinógenos/mutagênicos, que têm validado os 

achados epidemiológicos (van Poppel et ai, 1992; Conforti-Froes et ai, 

1997; El-Zein et ai, 1997b: Topinka et ai, 1997; Villard et ai, 1998; Falck 

et ai, 1999; Abdel-Rahman et ai, 2000b: Salama et ai, 2000). É 

fundamental ainda, que se intensifiquem as pesquisas para a precisa 

identificação dos marcadores de suscetibilidade à doenças (Albertini, 

1999), não apenas em diferentes populações, ou subgrupos 

populacionais, como também nas diferentes faixas etárias dos mesmos 

(Lieshout & Peters, 1998; Schork et ai, 1998). 

Finalmente, devido ao fato de que tanto os alelos 

selvagens como os mutantes, têm sido associados ao maior risco para o 

câncer, estudos em diferentes populações e que controlem um maior 

número de variáveis, deverão fornecer subsídios para um melhor 

entendimento do papel dos genes "biometabolizadores" na carcinogênese 

humana. 
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II. Polimorfismos das Enzimas Metabolizadoras de Xenobióticos no 

Brasil 

Uma vez que poucos dados sobre as freqüências dos 

polimorfismos dos genes CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 encontram-se 

disponíveis na população brasileira, o presente estudo contribui para o 

estabelecimento da distribuição alélica e genotípica dos mesmos, em 

indivíduos saudáveis de duas regiões brasileiras distintas. O estado do 

Pará, no extremo Norte do Brasil, fica cerca de 2.800 quilômetros de 

distância do estado de São Paulo, Sudeste do país. Durante a 

colonização do Brasil, esses estados apresentaram história distinta com 

contribuição desigual dos três principais povos formadores, o que se 

reflete na composição étnica de suas populações atuais (Ribeiro-dos- 

Santos et ai, 1995; Carvalho-Silva et ai, 2001). 

Bodmer & Cavalli-Sforza (1976) propõem que qualquer 

classificação racial pode ser arbitrária, imperfeita e muito difícil, uma vez 

que é impossível a delimitação das raças com base em estudos 

antropológicos, bem como em análises de freqüências gênicas. Assim, 

em grupos altamente heterogêneos, tais como a população brasileira, 

torna-se inadequado considerar apenas características fenotípicas como a 

cor da pele e/ou a textura do cabelo, para a determinação da origem 

étnica (Azevedo et ai, 1981). Além disso, estudos moleculares não 

confirmam os dados do Censo (IBGE, 1999) relacionados à composição 

étnica da população brasileira (Franco et ai, 1982; Santos & Guerreiro et 

ai, 1995; Santos et ai, 1996; Carvalho-Silva et ai, 2001). Pelo exposto e 

devido ao fato de que 38% dos paulistas, classificados como brancos, 

referiram ascendência africana ou ameríndia e, ainda, que 23% entre os 

paulistas, classificados como negros, referiram ancestrais caucasóides, 

optou-se por considerar ambas as populações estudadas, como 

miscigenadas. 
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As freqüências dos polimorfismos dos genes GSTM1 e 

GSTT1 em duas populações, uma da região Norte e outra da região 

Sudeste do Brasil, foram determinadas por meio da técnica de PCR 

multiplex. A distribuição dos genótipos nulos para ambas GSTs foi 

homogênea entre as populações avaliadas, sendo que o polimorfismo de 

deleção para o gene GSTM1 foi de 0.47 na população brasileira como um 

todo (estados do Pará e São Paulo). Esta freqüência é intermediária 

àquelas previamente descritas para duas populações caucasóides do 

Sudeste brasileiro (0.55 e 0.60; Arruda et a/., 1998; Gattás & Soares- 

Vieira, 2000) e para uma população negra brasileira (0.33; Arruda et a/., 

1998). Contudo, tais populações representam apenas uma pequena 

fração do total da população brasileira. A prevalência do genótipo GSTT1 

nulo obtida neste estudo (0.18) é semelhante àquela descritas para 

caucasóides brasileiros por Arruda et a/. (1998). 

Interessantemente, as freqüências dos genótipos nulos 

dos genes GSTM1 e GSTT1, obtidas neste estudo, são também similares 

àquelas descritas para populações com diferentes composições étnicas, 

tais como os brancos norte-americanos (Bell et a/., 1993; Lin et a/., 1994; 

Abdel-Rahman et a/., 1996; Chen et a/., 1996; El-Zein et a/., 1997a: 

1997b: Cheng et a/., 1999; Krajinovic et a/., 1999; Sweeney et ai, 2000), 

os chineses e japoneses (Morita et ai, 1997; 1999; Gao & Zhang et ai, 

1999; Setiawan et ai, 2000) e os europeus (Alexandrie et ai, 1994; 

Moreira et ai, 1996; Oude-Ophuis et ai, 1997; Muiras et ai, 1998; 

Steinhoff et ai, 2000). 

Apesar das diferenças marcantes entre os estados do 

Pará e do Sudeste com relação à composição étnica, história e distância 

geográfica, nossos dados não mostraram diferenças significativas nas 

freqüências dos genótipos nulos para os genes GSTT1 e GSTM1. 

Por outro lado, os resultados relativos à freqüência alélica 

e distribuição genotípica e haplotípica de ambos polimorfismos do gene 
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CYP2E1, mostraram diferenças entre as duas populações avaliadas. As 

freqüências dos alelos CYP2E1*5B e CYP2E1*6 foram mais elevadas na 

população do Norte que na população do Sudeste brasileiro, embora tais 

diferenças não sejam estatisticamente significantes. A prevalência, neste 

estudo, do alelo CYP2E1*5B na população nortista foi significativamente 

maior que aquela previamente descrita para uma população caucasóide 

do Sudeste brasileiro. No entanto, quando comparadas apenas as 

populações do Sudeste do país, essa freqüência foi similar entre a 

população miscigenada deste estudo (0.06), caucasóides e mulatos 

(Arruda et ai, 1998; Gattás & Soares-Vieira, 2000). 

Esta é a primeira investigação sobre a distribuição 

polimórfica do alelo CYP2E1*6 em populações brasileiras. A freqüência 

alélica detectada na população nortista (0.158) é similar àquela publicada 

por Wu et ai (1998) em populações afro-americanas (0.14) porém, é mais 

alta que àquela observada em nossa população paulista (0.118) que é, 

por sua vez, comparável àquelas verificadas em uma população de 

europeus americanos (Stephens et ai, 1994) e a outras populações 

européias (Hirvonen et ai, 1993; Ingelman-Sundberg et ai, 1993; Persson 

et ai, 1993). 

Em concordância com a publicação prévia da literatura 

pertinente, as freqüências alélicas dos polimorfismos do gene CYP2E1 

(CYP2E1 *5B and *6), observadas neste estudo, são inferiores àquelas 

freqüentemente descritas em diversas populações asiáticas (Watanabe et 

a/., 1990; Uematsu et ai, 1991; Hildesheim et ai, 1995; Kato et ai, 1992; 

1995; Stephens et ai 1994; Yu et al, 1995; Lee et a/., 1997; Morita et ai, 

1997; 1999, Persson et ai, 1999; Wang et ai, 2000), contrastando com o 

observado em outras populações, principalmente européias (Hirvonen et 

ai, 1993; Ingelman-Sundberg et ai, 1993; Stephens et ai, 1994; Ladero 

et al., 1996). Curiosamente, populações miscigenadas que apresentam 

freqüências elevadas dos alelos polimórficos do gene CYP2E1 incluem a 
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chilena (Muhoz etal., 1998; Quinones etal., 1999), a mexicana-americana 

e a havaiana (LeMarchand et ai, 1998; Wu et ai, 1998). 

São raras as investigações que estimaram a distribuição 

dos haplótipos para os polimorfismos Psfl e Dral do gene CYP2E1. Neste 

trabalho, foi possível observar uma freqüência mais elevada do haplótipo 

*5B/*6 na população do Norte quando comparada à freqüência do mesmo 

na população do Sudeste brasileiro. Em verdade, tal achado reflete as 

diferenças nas freqüências alélicas de ambos polimorfismos do gene 

CYP2E1 nessas populações. Esse mesmo haplótipo foi ainda o segundo 

mais comumente estimado nas populações do Norte brasileiro e em uma 

população ameríndia chilena (Munoz et ai, 1998) enquanto que, no 

Sudeste brasileiro, o segundo haplótipo mais comum foi o WT/*6. As 

freqüências mais baixas já detectadas para o haplótipo *5B/*6 foram 

descritas por Stephens et ai (1994) em africanos americanos e europeus 

americanos (> 0.01), em contraste com as altas freqüências estimadas 

em taiwaneses (0.217; Stephens et ai, 1994) e em uma população 

ameríndia chilena (0.25; Munoz et ai, 1998). Neste trabalho, foram 

estimadas freqüências intermediárias, para esse haplótipo, àquelas 

previamente descritas em ambas populações investigadas. O haplótipo 

*5B/WT, apenas detectado em uma população taiwanesa (Stephens et 

ai, 1994), foi também estimado em ambas as populações brasileiras. 

Diversos autores demonstraram a existência de 

desequilíbrio de ligação entre os polimorfismos Dral localizado no íntron 6 

e o polimorfismo Pst\ da região 5' promotora do gene CYP2E1 em 

diferentes populações (Persson et ai, 1993; Hildesheim et ai, 1995; Yu et 

ai, 1995; Munoz et ai, 1998; Wu et ai, 1998; Persson et ai, 1999). No 

presente trabalho, foi possível demonstrar que tais alelos encontram-se 

em forte, porém não estrito, desequilíbrio de ligação em ambas as 

populações brasileiras. 

A prevalência mais elevada dos alelos e haplótipos do 
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gene CYP2E1 na população do Norte comparada àquela do Sudeste do 

Brasil pode ser explicada pela diferente contribuição dos três principais 

grupos étnicos (caucasóides, principalmente portugueses, negros e 

ameríndios) na formação das populações atuais. Sabe-se, que a 

contribuição ameríndia foi maior no Norte enquanto que a migração 

européia ocorreu, preferencialmente, nas regiões Sul e Sudeste do país 

(Santos & Guerreiro, 1995; Santos et a/., 1996; Carvalho-Silva et a/., 

2001). 

Estudos moleculares recentes vêm corroborando a origem 

asiática das populações ameríndias (Santos et ai, 1999). Desse modo, as 

freqüências alélicas e haplotípicas dos genes CYP, em populações cuja 

miscigenação inclui populações ameríndias, devem proporcionalmente 

refletir a contribuição desse grupamento étnico. Em resumo, as diferenças 

alélicas e haplotípicas dos polimorfismos do gene CYP2E1 encontradas 

neste estudo, estão de acordo com a contribuição distinta, histórica e 

geneticamente documentada, das diferentes etnias para a formação da 

população altamente heterogênea do Brasil. 

Algumas neoplasias específicas, tais como o câncer de 

pulmão e o de próstata, apresentam incidência e mortalidade diferencial 

comparando-se as regiões Norte e Sudeste do Brasil. Esse fato deve 

refletir diferenças na exposição e/ou suscetibilidade a carcinógenos 

ambientais, sendo ainda necessário o estabelecimento da possível 

contribuição do gene CYP2E1 para tal suscetibilidade, em ambas as 

populações brasileiras. Todavia, uma vez que os fatores ambientais 

desempenham um papel importante na suscetibilidade ao câncer, as 

pesquisas futuras devem incluir vias específicas de exposição 

carcinogênica tais como a dieta, a ocupacional e o estilo de vida, nas 

diversas populações brasileiras. 
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III. Cirrose Hepática Alcoólica e os Polimorfismos do Gene XRCC1 

Este estudo representa a primeira análise de dois 

polimorfismos descritos no gene de reparo do DNA XRCC1 (Arg194Trp e 

Arg399Gln) em um estudo de caso-controle sobre a cirrose hepática 

alcoólica no Sudeste do Brasil. Nele são apresentadas as estimativas das 

freqüências das variantes alélicas do gene XRCC1 de uma população 

controle composta por três diferentes grupos étnicos (Brancos, 

principalmente descendentes de Europeus; Mestiços, que são 

resultantes da hibridização entre Brancos, Negros e Ameríndios e 

Negros). 

Os dados obtidos revelaram diferenças aparentes nas 

freqüências dos alelos 194Trp e 399Gln entre os três grupos étnicos 

avaliados. A freqüência do alelo 194Trp foi menor nos brancos, 

comparada àquela obtida para os mestiços e os negros. Contudo, essas 

diferenças não foram estatisticamente significantes. A freqüência do alelo 

194Trp, obtida neste estudo, compara-se àquela anteriormente descrita 

para as populações branca e negra da Carolina do Norte (Estados 

Unidos) entretanto, é menor que àquela descrita para taiwaneses (Lunn et 

ai, 1999). Por outro lado, a freqüência do alelo 399Gln foi 

significativamente maior (P = 0,008) em brancos (37%) quando 

comparada aos mestiços (22%). A freqüência do alelo 399Gln, na 

população branca deste estudo, compara-se àquela previamente descrita 

para populações brancas norte-americanas por Lunn et a/. (1999) e 

Sturgis et ai (1999), contudo diferem daquelas observadas para as 

populações egípcia (Abdel-Rahman et ai, 2000a), norte-americana negra 

e taiwanesa (Lunn et ai, 1999). Tais diferenças contribuem para a 

probabilidade de que exista variabilidade étnica na distribuição alélica do 

gene XRCC1 entre as diferentes populações. 

Com base na distribuição genotípica, o presente estudo 

avaliou a relação entre os genótipos do gene XRCC1 e o risco relativo 
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para a cirrose hepática alcoólica. Nossos resultados indicam que o 

polimorfismo 194Trp não desempenha papel significativo como modulador 

de risco para a doença. Esses resultados estão de acordo com os obtidos 

por Lunn et a/. (1999), que concluíram que a alteração do aminoácido 

arginina para triptofano na posição 194 da proteína, parece não afetar a 

eficiência de reparo do DNA. Por outro lado, os dados obtidos neste 

estudo mostram uma representação aumentada do alelo 399Gln nos 

casos, quando comparados aos controles, sugerindo que esse 

polimorfismo possa modificar o risco para a doença. De fato, foi 

observado um aumento global de 1,7 vezes no risco para a cirrose 

hepática alcoólica associado ao polimorfismo 399Gln (genótipos Arg/Gln e 

Gln/Gln combinados). Outros autores já haviam descrito uma associação 

entre esse polimorfismo e um aumento no risco para outras doenças. 

Sturgis et ai (1999), por exemplo, descreveram um risco elevado para o 

carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço, associado ao 

polimorfismo 399Gln, em subgrupos de indivíduos fumantes e 

consumidores de álcool. Recentemente, outros autores demonstraram 

ainda uma associação entre esse polimorfismo e o aumento no risco para 

o carcinoma coloretal (Abdel-Rahman et ai, 2000a) e o adenocarcinoma 

de pulmão (Divine et ai, 2001) 

Ainda que não seja fácil explicar o exato mecanismo para 

a associação entre o polimorfismo Arg399Gln e a cirrose hepática 

alcoólica, é biologicamente plausível que o mesmo possa ter um 

significado funcional no reparo de lesões genéticas induzidas pelo álcool. 

O consumo crônico do álcool está relacionado à liberação de radicais 

livres intermediários, tais como os radicais livres hidroxietil e as espécies 

reativas de oxigênio, que são produzidos durante o metabolismo do etanol 

(Clot et ai, 1994). Vários estudos sugerem que os radicais livres e as 

espécies reativas de oxigênio desempenham um papel importante na 

patogenia das doenças hepáticas tóxicas e alcoólicas (Nordmann et ai, 

1992; Ishii et ai, 1997; Lieber, 1997b; Albano et ai, 1999; Fataccioli et ai, 
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1999; Navasumrit et a/., 2000). A exposição do DNA a essas espécies 

reativas de oxigênio gera diversas classes de lesões em suas bases, 

muitas delas removidas pela via do reparo por excisão de bases (BER). O 

gene XRCC1 codifica a proteína XRCC1, que forma um complexo com 

três outras enzimas envolvidas no reparo do DNA; a DNA ligase III, a DNA 

polimerase B e a poli(ADP-ribose)polymerase (PARP) (Kubota et a/., 

1996; Caldecott et al., 1996; Thompson & West, 2000). O polimorfismo 

399Gln ocorre em uma seqüência conservada e resulta na substituição de 

aminoácidos (Shen et al., 1998), sugerindo que o mesmo possa afetar a 

função protéica normal e, consequentemente, estar associado com a 

diminuição na capacidade de reparo do DNA. De acordo com essa 

suposição, Lunn et al. (1999) avaliando placentas de mulheres 

homozigotas ou heterozigotas para o polimorfismo 399Gln, em uma 

maternidade em Taiwan, detectaram altos níveis de adutos de DNA 

gerados pela aflatoxina e, ainda, um aumento das mutações somáticas 

glicoforina A. Outros autores, utilizando um ensaio in vitro, encontraram 

diferenças significantes na eficiência de reparo dos danos induzidos pela 

nitrosamina tabaco-específica NNK, entre células de indivíduos 

portadores do alelo 399Gln (tanto homo quanto heterozigotos) e células 

de indivíduos homozigotos 399 Arg/Arg (Abdel-Rahman et al., 2000b). 

Um dos objetivos deste estudo, foi avaliar a possível 

variação étnica na distribuição alélica do gene XRCC1 na população 

brasileira e a probabilidade de que essa diferença possa desempenhar 

papel determinante no risco da cirrose hepática alcoólica. O Brasil é um 

grande país, cuja população é altamente heterogênea, resultado da 

hibridização das populações indígenas nativas com os imigrantes da 

Europa, África e Ásia. Embora a amostra avaliada no presente estudo 

seja relativamente pequena, limitação essa por nós reconhecida, foi 

possível observar uma diferença estatisticamente significante na 

freqüência do alelo 399Gln na população controle. Apesar de ter sido 

possível verificar tal diferença na amostra controle, a freqüência do alelo 
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399Gln em pacientes brancos, com cirrose hepática alcoólica, não foi 

elevada quando comparada aos controles brancos. Apenas em indivíduos 

classificados como mestiços, houve diferença estatisticamente significante 

na freqüência do alelo 399Gln entre os grupos paciente e controle, 

sugerindo uma associação entre esse polimorfismo e um aumento no 

risco para a cirrose hepática alcoólica nessa subpopulação. Realmente, 

após a análise segundo a etnia, foi possível constatar que o risco 

associado ao polimorfismo 399Gln parece restrito aos mestiços. Tal fato 

sugere uma associação étnico-dependente entre o polimorfismo 399Gln e 

a cirrose hepática alcoólica. 

No entanto, para que tal conclusão torne-se generalizada, 

são necessários ainda estudos adicionais, utilizando um número maior de 

pacientes e controles. Ainda assim, existem diversas hipóteses para a 

associação diferencial entre o polimorfismo 399Gln e o aumento no risco 

de desenvolvimento da cirrose hepática alcoólica entre os Mestiços. Entre 

elas, estão as possíveis diferenças étnicas nos hábitos alimentares 

(incluindo a ingestão do álcool), no acesso aos cuidados com a saúde e 

nos fatores sócio-econômicos. Outra explicação, mais provável, pode 

estar relacionada à ocorrência de desequilíbrio de ligação entre alelos nas 

diferentes populações. Tal fato foi previamente descrito para o gene 

codificador da enzima CYP1A1, onde indivíduos descendentes de 

africanos não apresentaram ligação entre os alelos CYP1A1*2 e 

CYP1A1*3, contrariamente aos caucasianos e asiáticos. Isso sugere que 

a associação entre o genótipo homozigoto para o alelo CYP1A1*2 e o 

câncer de mama em mulheres africano-americanas (Taioli et a/., 1995), e 

não em caucasianas, deve-se a prováveis diferenças de ligação do alelo 

CYP1A1*2 a outros locos que sejam funcionalmente relacionados ao seu 

efeito no câncer de mama, em africano-americanas (Garte, 1998). Desse 

modo, é possível que nos Mestiços o alelo 399Gln esteja em desequilíbrio 

de ligação com outro suposto loco, incluído entre qualquer um dos vários 

genes que conferem suscetibilidade. 
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Um outro resultado interessante deste estudo, refere-se 

ao risco significativamente aumentado para a cirrose hepática, associado 

ao polimorfismo 399Gln, em indivíduos com idade mais avançada (OR 

=2.74; 95%CL 1.07-7.07). Esse achado sugere que os indivíduos 

portadores desse polimorfismo podem apresentar capacidade reduzida de 

reparo nos danos ao DNA, acumulados com a idade. É possível ainda 

que, em abusadores de álcool, esse polimorfismo confira uma capacidade 

inadequada de reparo do DNA, que seria então sobrecarregada pelo 

consumo excessivo do álcool, com o passar do anos. A diminuição na 

capacidade de reparo do DNA relacionada ao envelhecimento, constitui 

um fenômeno biológico reconhecido e previamente associado ao aumento 

nos níveis de danos à molécula de DNA, com conseqüente aumento do 

risco de desenvolvimento de neoplasias de etiologia ambiental (Wei et a!., 

1993; Barnett & King, 1995; Moriwaki et a/., 1996; Wei, 1998). Em 

concordância com os dados obtidos neste estudo, Duell et a/. (2000), 

encontraram níveis de adutos de DNA significativamente aumentados 

entre indivíduos com maior idade, portadores do alelo 399Gln, 

comparados aos indivíduos jovens portadores do genótipo 399Arg/Arg. 

Recentemente, Divine et a/. (2001) descreveram uma associação entre o 

alelo 399Gln e o aumento no risco do adenocarcinoma de pulmão. 

Curiosamente, e em concordância com os achados deste estudo, esses 

autores também referiram uma relação positiva entre o risco à doença e o 

aumento da idade. 

Com relação ao consumo do álcool, foi observado um 

aumento do risco de cirrose hepática associado ao genótipo 399Gln 

(Arg/Gln e Gln/Gln) em indivíduos que fizeram uso do álcool por menos de 

20 anos, quando comparados àqueles que o fizeram por mais de 20 anos. 

Foi observada ainda, uma associação moderada entre os genótipos 

399Gln e o risco dessa doença nos indivíduos que ingeriram menos que 

140 gramas de álcool por dia, quando comparados àqueles que o fizeram 

em quantidades superiores a 140 gramas por dia. Esses dados apóiam a 
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hipótese de que o polimorfismo 399Gln é um fator de suscetibilidade para 

o desenvolvimento da cirrose hepática alcoólica. A cirrose hepática é uma 

doença principalmente relacionada ao consumo de álcool e, teoricamente, 

os indivíduos geneticamente suscetíveis à essa doença, irão desenvolvê- 

la após exposição, relativamente reduzida, ao agente causador. Estudos 

epidemiológicos têm demonstrado que o desenvolvimento da cirrose 

alcoólica está correlacionado tanto à magnitude como à duração do 

consumo de álcool (Lelbach, 1976a; Becker et al., 1996). A dose média 

capaz de causar a doença tem sido estimada em 180 gramas de etanol, 

consumidos regularmente por aproximadamente 25 anos. A probabilidade 

de desenvolvimento da cirrose para um indivíduo que consome cerca de 

210 gramas diárias de etanol por 22 anos é de cinqüenta por cento e 

aumenta para oitenta por cento após 33 anos de consumo (Lelbach, 

1976b). Nossos resultados indicam que, nos indivíduos suscetíveis, que 

herdaram o alelo 399Gln, um nível menor de exposição está relacionado 

aos efeitos adversos observados, em situações de alta exposição, na 

média populacional não suscetível. 

Em resumo, os dados aqui obtidos indicam que o 

polimorfismo 399Gln do gene XRCC1 pode ser um modulador de risco 

importante na suscetibilidade à cirrose hepática alcoólica, conforme 

demonstrado pelas interações entre a herança desse polimorfismo e 

outros fatores como a idade, a etnia e o consumo de álcool. Contudo, 

antes que esses resultados possam ser generalizados, serão necessárias 

pesquisas adicionais que avaliem grandes grupos populacionais. De 

qualquer modo, as informações aqui obtidas são relevantes para as 

decisões futuras quanto à escolha dos polimorfismos genéticos, 

recentemente identificados, que poderão ter impacto na suscetibilidade 

genética à cirrose hepática alcoólica, em diferentes populações. Este 

trabalho é precursor, portanto, de uma estratégia investigativa que 

objetive a melhoria na prevenção primária e secundária dessa doença. 
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Os dados obtidos para as populações do Norte e do 

Sudeste do Brasil, em relação aos polimorfismos Psfl e Dra\ no gene 

CYP2E1, revelaram freqüências alélicas e haplotípicas mais elevadas na 

população paraense quando comparadas àquelas obtidas para a 

população paulista. Essas freqüências mostraram-se intermediárias entre 

àquelas descritas para populações asiáticas e européias ou norte- 

americanas. Tais diferenças estão de acordo com a contribuição distinta 

das diferentes etnias para a formação da população altamente 

heterogênea do Brasil. Em relação aos polimorfismos nos genes GSTT1 e 

GSTM1, as freqüências dos genótipos nulos são bastante semelhantes 

entre ambas as populações e também àquelas encontradas nas mais 

diversas populações, independentemente de seu grau de miscigenação. 

Os resultados obtidos para a população-referência do 

Sudeste brasileiro, em relação aos polimorfismos no gene de reparo do 

DNA XRCCÍ, revelaram diferenças nas freqüências dos alelos 194Trp e 

399Gln entre brancos e mestiços. O alelo 194Trp mostrou-se menos 

freqüente entre os brancos quando comparados aos mestiços, enquanto a 

freqüência do alelo 399Gln revelou-se elevada nos brancos em relação 

aos mestiços. Ambos os polimorfismos apresentaram freqüências 

distintas daquelas descritas para as populações egípcia, negra norte- 

americana e taiwanesa. Esses dados sugerem a existência de 

variabilidade étnica na distribuição desses alelos entre diferentes 

populações. 

No presente estudo, o alelo 399Gln do gene XRCC1 

conferiu maior risco para a cirrose alcoólica, principalmente entre os 

indivíduos classificados como mestiços. Esse resultado sugere uma 

associação étnico dependente entre o risco de desenvolvimento dessa 

doença e o polimorfismo 399Gln do gene XRCC1. O alelo 194Trp, por 
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sua vez, não modificou o risco para a cirrose hepática alcoólica nos 

etilistas investigados. 

Dentre as variáveis de risco avaliadas para cirrose 

hepática, o fator idade mostrou-se associado ao polimorfismo 399Gln 

oferecendo risco significativamente aumentado de desenvolvimento da 

doença para os etilistas cirróticos com idades superiores a 45 anos. 

Adicionalmente, as variáveis tempo e quantidade de consumo do álcool, 

associadas ao polimorfismo 399Gln, conferiram aumento moderado no 

risco de desenvolvimento da doença entre aqueles que consumiram o 

etanol por menos de 20 anos em quantidades inferiores a 140 gramas por 

dia. 

Assim sendo, este estudo demonstra, pela primeira vez, 

que os polimorfismos em genes de reparo podem ser considerados 

modificadores de risco significativos para a cirrose hepática alcoólica, 

conforme evidenciado pelas interações do alelo 399Gln do gene XRCC1 

com outros fatores, tais como a idade, etnia e o consumo de álcool. Desse 

modo, nossos dados contribuem para a melhor compreensão da 

suscetibilidade genética às doenças hepáticas crônicas, fornecendo 

subsídios para o estabelecimento de estratégias de prevenção, em futuro 

próximo. 
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ROSSIT, A. R. B. Investigação molecular de polimorfismos em genes 

relacionados ao metabolismo de xenobióticos e ao reparo do DNA em 
populações brasileiras. São José do Rio Preto, 2001. 181p. Tese (Doutorado 
em Genética) - Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas, Campus 
de São José do Rio Preto, Universidade Estadual Paulista "Júlio de Mesquita 
Filho". 

No presente estudo investigou-se, por PCR-RFLP, a distribuição de 
polimorfismos nos genes GSTT1, GSTM1 e CYP2E1 em duas populações 
brasileiras miscigenadas, provenientes, respectivamente, da região Norte 
(Pará; n=174) e região Sudeste do país (São Paulo; n=314). Adicionalmente, 

investigou-se dois polimorfismos no gene XRCC1 em portadores de cirrose 
alcoólica no Sudeste do Brasil (n=97) e respectivos controles (n=96). As 

freqüências dos alelos CYP2E1 raros e sua combinação haplotípica foram 
mais elevadas na região Norte (*5B; 0,092; *6: 0,158; *5B/*6: 0,089) que no 
Sudeste (*5B: 0,06; *6: 0,116; *5B/*6: 0,049). Não se detectou diferenças 
nas freqüências dos genótipos nulos para os genes GSTT1 (0,18) e GSTM1 
(0,47). No gene XRCC1, o alelo 194Trp mostrou-se menos freqüente entre 
os brancos (0.06) que nos mestiços (0,12), enquanto a freqüência do alelo 

399Gln revelou-se mais elevada nos brancos (0,37) que nos mestiços (0,22). 
Detectou-se ainda, um aumento no risco relativo de cirrose hepática, 

associado ao alelo 399Gln, sendo tal associação mais evidente entre os 
mestiços (OR= 2,79) e entre indivíduos com idades superiores a 45 anos 

(OR= 2,74). Nenhuma associação foi observada entre o polimorfismo 194Trp 
e o risco dessa doença. Os dados obtidos evidenciam que o polimorfismo 

399Gln do gene XRCC1 pode ser um modulador de risco para a 
suscetibilidade à cirrose alcoólica. 

Palavras-chave: Polimorfismos genéticos; Citocromo P450; Glutatião-S- 

transferases; Reparo de DNA; XRCCI; Cirrose alcoólica. 
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We investigated, by PCR-RFLP, the distribution of the GSTT1, GSTM1 and 

CYP2E1 polymorphic alleles in two mixed Brazilian populations (Pará, North 

region; n=174 and São Paulo; Southeastern region; n=314). In addition, we 

tested the hypothesis that two polymorphisms in the XRCC1 gene are 

associated with increased risk of alcoholic liver cirrhosis in Southeastern 

Brazilian patients (n=97) and controis (n=96). The CYP2E1 rare allele 
frequencies and haplotypic combination were higher in the Northern (*5B: 

0.092; *6: 0.158; *5B/*6: 0.089) compared to the Southeastern population 

(*5B: 0.06; *6: 0.116; *5B/*6: 0.049). The deletion polymorphism frequencies 

for the GSTT1 (0.18) and GSTM1 (0.47) genes showed no differences 
between both populations. Regarding to the XRCC1 gene, the 194Trp allelic 

frequency was lower in Whites (0.06) compared to Mestizos (0.12), whereas 
the 399Gln allelic frequency was higher in Whites (0.37) compared to 

Mestizos (0.22). We also detected an increase in the relative risk of liver 

cirrhosis associated with the 399Gln allele. This risk was higher among 

Mestizos (OR= 2.79) and among individuais over the age of 45 years (OR= 

2.74). No association was observed between the XRCC1 194Trp 

polymorphism and risk of liver cirrhosis. Our results indicate that the XRCC1 
399Gln polymorphism may be a significant risk modifier for alcoholic liver 
cirrhosis. 

Keywords: Genetic polymorphisms; Cytochrome P450; Glutathione-S- 

transferases; DNA repair; XRCC1: Liver cirrhosis. 
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