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Resumo

A complexa interacdo entre o ambiente e os fatores genéticos desafia a
compreenséo da etiologia do cancro do pulmao.

Tal como noutras neoplasias epiteliais, 0 cancro do pulmao resulta de uma série
de lesbes pré-neoplésicas progressivas, consequéncia da interacgao entre as exposicoes
ocupacionais ou ambientais e uma susceptibilidade individual que pode conferir uma
fragilidade intrinseca ao individuo.

O consumo do tabaco ja ha muito foi considerado como um factor de risco para
o cancro do pulméo, embora apenas 20% dos fumadores desenvolvam esta doenca. O
fumo do tabaco contém diversos carcinogénios incluindo hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA), N-nitrosaminas e aminas heterociclicasque, ap6s biotransformacao,
podem formar aductos de ADN e participarem na iniciacdo da carcinogénese.

Entre os genes envolvidos na biotransformacdo de xenobidticos, foram
estudados os genes CYP1ALl e CYP2D6 pertencentes a familia do citocromo P450. As
enzimas codificadas por estes genes atuam na biotransformacéo oxidativa de substratos,
na fase | do metabolismo de xenobidticos. Da fase 1l do metabolismo foram estudados
0s genes que codificam a glutationa S-transferase (GSTs) envolvida na conjugacéo e a
N-acetiltransferase (NAT2) envolvida na acetilacéo.

As multiplas alteracdes genéticas encontradas em tecidos de cancro do pulméo
envolvem genes supressores tumorais, de que se salientam as mutagdes do gene TP53.
O aumento de proteina mutada, avaliado por imunohistoquimica, foi usado como
biomarcador para identificar a presenga de mutacdes em TP53 e estabelecer associacfes
com factores de risco.

O estudo teve a aprovacgdo das Comissdes de ética do Hospital e da Faculdade de
Medicina, da Universidade de Coimbra.

Utilizando as técnicas de PCR-RFLP, “real time” PCR e PCR multiplex, foram
avaliadas trés variantes alélicas de CYP450 (CYP1A1*2A, CYP1A1*2C e CYP2D6*4),
bem como de NAT2 e GSTP1(llel05Val), GSTT1 e GSTM1 (alelos nulos), em duas
populacbes da Regido Centro de Portugal, uma constituida por doentes com cancro do
pulmé&o (n=200) e outra utilizada como populacdo controlo (n=247).

A analise combinada de todos os alelos estudados por regressdo logistica,
evidenciou associacOes estatisticamente significativas para GSTT1 e o fendtipo
acetilador lento, de NAT2, na subpopulagdo masculina e para CYP2D6*4 e
GSTP1(lle105Val), na subpopulagao feminina.



Duas combinagfes, CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A) e CYPLAL*2A(TIT)/
CYP1A1*2C(A/G) revelaram-se prevalentes entre populagfes. Foi encontrada uma
associacdo estatisticamente significativa entre doentes com a combinagéo
CYP1A1*2A(T/T)ICYP1A1*2C(A/A) e o estadio, quando em associa¢do com 0s habitos
tabégicos. A combinacdo das trés variantes alélicas dos CYPs apresentou prevaléncia
para CYP1AL1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A)ICYP2D6*4(G/IG) e CYP1AL*2A(T/T)/
CYP1A1*2C(A/A)ICYP2D6*4(G/A). Estas revelaram associagcdes estatisticamente
significativas entre metastizacdo, histologia e estadio.

As combinacdes GSTP1(A/G)/GSTT1(neg)/GSTM1(posit) e GSTP1(A/A)/GSTT1
(neg)/GSTM1 (posit) contribuem significativamente para o perfil “ser doente com
cancro do pulmao”, quando em associacdo com sexo masculino e ser fumador. Uma
analise individual de GSTP1 demonstrou a sua importancia para a caracterizacdo
histol6gica, em individuos do sexo masculino fumadores, evidenciando uma prevaléncia
para o adenocarcinoma.

Os acetiladores lentos sdo prevalentes na populacdo de doentes e revelaram
associagOes estatisticamente significativas para histologia do tumor e metastizagéo. Por
regressdo logistica, a contribuicdo do fenodtipo de NAT2 para o perfil “ser ou nao
doente” revelou um aumento de susceptibilidade deste com o fendtipo ‘“acetilador
lento”, quando em associagd0 com 0 sexo masculino, consumo de &lcool e cessacdo
tabagica, por um periodo inferior a um ano antes do diagnostico. Esta suscetibilidade é
aumentada quando, a este modelo, associamos primeiro a combinacdo dos trés
gendtipos das glutationas e posteriormente a combinacdo dos trés gendtipos dos CYPs.
Os trés modelos conferem diferentes riscos para cada variavel evidenciando diferentes
interacgdes, responsaveis pela modulacdo da resposta do individuo a doenga.

A proteina TP53 mutada revelou uma associacdo estatisticamente significativa
com a localizacdo do tumor, no lobo superior dos pulmdes, a qual foi reforcada por
combinagdo com GSTP1(A/G).

Este estudo revela a importancia da caraterizacdo da populacdo em estudos para
determinacdo de genotipos que possam contribuir para a variabilidade individual e
suscetibilidade para uma determinada condi¢do. Controlar varidveis que caracterizam o
individuo e avaliar a contribuicdo dos polimorfismos genéticos e dos tipos de exposicao
ambiental e ocupacional parecem ser vias relevantes para o sucesso deste tipo de
estudos.

Este estudo revela ainda a importancia da interaccdo entre genes. Avaliar genes
individualmente seria descurar que cada ser humano ¢ um “todo”. Sdo as multiplas
contribuicdes das partes e a interaccdo entre elas que determinam o estado de satde ou o
desenvolvimento da doenca.



Abstract

The complex interaction between environmental exposures and genetic factors
challenges the understanding of the etiology of lung cancer.

As with other epithelial malignancies, lung cancers are believed to arise after a
series of progressive preneoplastic lesions, as a consequence of the interaction between
occupational or environmental exposures and individual susceptibility that might
confers an intrinsic fragility.

Tobacco smoking has long been established as a risk factor for lung cancer, even
though only around 20% of smokers develop the disease. Tobacco smoke contains
several carcinogens including polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs), N-
nitrosamines and heterocyclic amines which, after undergoing biotransformation, can
originate DNA adducts involved in the initiation of carcinogenesis.

CYP1Aland CYP2D6 genes, as genes belonging to cytochrome P450 family
envolved in xenobiotics biotransformation, were studied. They codify enzymes acting in
phase | of the biotransformation of carcinogens. Phase Il enzymes, glutathione S-
transferases (GSTs) and N-acetiltransferases 2 (NAT2) envolved in conjugation and
acetylation, respectively, were also studied.

Multiple genetic changes found in lung cancer tissues involve tumour suppressor
genes, from which TP53 mutations have a central role. The high levels of TP53,
detected by an immunohistochemical assay, were used as a biomarker to assess the
presence of TP53 mutations and establish some associations with risk factors for lung
cancer.

Ethical approvals were obtained from Ethical Committees of Coimbra
University Hospitals and Faculty of Medicine.

Using PCR-RFLP and PCR multiplex, three allelic variants of CYP450
(CYP1A1*2A, CYP1A1*2C and CYP2D6*4), as well as NAT2 and GSTP1 (lle105Val),
GSTT1 e GSTM1(null alleles) were evaluated in two populations of Center Region of
Portugal, one including patients with lung cancer (n=200) and another used as control
population (n=247).

The combined analysis of all the alleles by logistic regression presented
significative associations for GSTT1 and slow acetylator phenotype from NAT2 in male
sub-population and for CYP2D6*4 and GSTPL1 (lle105Val) in female sub-population.

Two combinations, CYP1A1*2A(T/T)ICYP1A1*2C(A/A) and
CYP1A1*2A(T/T)ICYP1A1*2C(A/G) were prevalent between populations. A statistical
significant association was found between CYP1A1*2A (T/T) /CYP1A1*2C (A/A) and
tumor stage (IV), when smoking habits were considered. Three combination for CYPs,



CYP1A1*2A(T/T)ICYP1A1*2C(A/A)/CYP2D6*4(G/G) and
CYP1AL*2A(T/T)/ICYP1A1*2C(A/A)/CYP2D6*4 (G/A) were prevalent among patients.
They revealed statistically significant associations with metastases, histology and the
stage of tumor.

The combinations GSTP1(A/G)/GSTT1(neg)/GSTM1(posit) and
GSTP1(A/A)/GSTT1(neg)/GSTM1 (posit) contribute significantly for “lung cancer
patient” profile when associated with male sex and smoking habits. An individual
analysis for GSTP1 reveals its importance for the histological characterization, in male
smokers, revealing prevalence for adenocarcinoma.

Slow acetylators are prevalent in patient population and revealed a statistically
significant association for tumor histology and metastization. By logistic regression, the
contribution of NAT2 phenotype for the profile “being a patient” revealed higher
susceptibility for patients with this phenotype, when associated with male sex, alcohol
consumption and tobacco cessation for a period less than one year before the diagnosis.
This susceptibility is increased when we associated to this model the three glutathione
genotypes and later combined the three CYPs genotypes. The three models confer
different risks for each variable, showing different interactions, responsible for
modulation of individual response to disease.

TP53 mutated protein revealed a statistically significant association with tumour
localization in the superior lobe of lungs, which was reinforced when combined with
GSTPL1(A/G).

This study reveals the importance of the characterization of a population in
studies designed to evaluate genotypes that might contribute to individual variability
and consequent susceptibility to a specific condition. Controlling individual variables
and evaluating the contribution of genetic polymorphisms and types of environmental
and occupational exposures, seems to be relevant approaches for the success of this kind
of analysis.

This study emphasizes the importance of gene interactions. Evaluate genes in an
individual manner would despise each human being as a whole. The state of illness and
the disease development are determined by the multiple contributions of the body parts
and their interactions.
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1. Introducéo

1.1 Genes e cancro

O cancro é uma doenga multifactorial, o que traduz o envolvimento e interaccéo
de diversos factores genéticos e ambientais no seu desenvolvimento. De entre 0s genes
cuja mutacdo pode estar na origem de uma neoplasia, salientam-se 0s protooncogenes
(por exemplo, os genes MYC ou RAS), 0s genes supressores tumorais (por exemplo, 0s
genes TP53 ou RB), 0s genes que codificam enzimas de reparagdo do ADN e 0s que
codificam enzimas de metabolismo de genotdxicos (por exemplo, as familias de genes
das citocromo oxidases, das glutationas ou das N-acetiltransferases), bem como os
genes envolvidos na apoptose (por exemplo, a familia de genes BCL) [Danesi et al.,
2008; Wen et al., 2011].

Os protooncogenes, por estimularem a proliferacdo celular, 0s genes supressores
tumorais, por exercerem um efeito inibitério da proliferacdo celular e os genes da
apoptose, pelo seu envolvimento nos mecanismos de inducdo da morte celular
programada e remocao de células com lesdes graves do ADN, influenciam directamente
a proliferacdo celular. Assim, as mutacfes ou alteracBes que ocorram em algumas
regides especificas destes genes podem estar directamente envolvidas na génese de
fendtipos celulares neopléasicos [Risch et al., 2008; Wen et al., 2011].

As mutacdes génicas que tenham como resultado a inativacdo ou reducdo
significativa da funcdo das enzimas de reparacdo do ADN ou do metabolismo de
genotoxicos, tém uma interferéncia indireta no desenvolvimento de fenétipos tumorais.
As primeiras, por permitirem a acumulagdo de lesdes do ADN das quais alguma ou
algumas se podem localizar em genes envolvidos no controlo da proliferacao celular e
as segundas, como potenciais modificadores do risco para o cancro, por acumulacéo e
prolongamento no tempo da ac¢do de genotdxicos sobre 0 ADN e um consequente
aumento de risco para a ocorréncia de mutagdes, uma vez que estas podem atingir genes

envolvidos no controlo da proliferacdo celular [Risch et al., 2008].
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S&o diversas as mutacbes do ADN associadas ao desenvolvimento de um
fendtipo neoplésico, desde mutacGes pontuais, deleccbes, duplicagdes ou translocacdes,
a alteracOes de natureza epigenética, como a hipermetilacdo da sequéncia promotora de
um gene. Como causas, relevem-se os erros ocorridos durante a replicacdo do ADN e
que escapam aos mecanismos de verificacdo da fidelidade da replicacdo e a reparagédo
das lesbes do ADN, bem como a exposi¢do a quantidades excessivas de mutagénios
ambientais e a presenca de inflamac&o cronica [Risch et al., 2008; Wen et al., 2011].

Os diferentes tipos de tumores tém diferentes espectros de mutagdes. Alguns tém
uma diversidade reduzida de mutagdes associadas ao desenvolvimento e progressdo do
tumor, enquanto outros, como o cancro do pulmao, evidenciam um espectro alargado de
mutacdes associadas ao seu desenvolvimento e progressdao [Douglas et al., 2000;
Butcher et al., 2012].

As mutacdes podem ser herdadas ou adquiridas. Nas condigdes hereditarias ha
uma mutacdo presente em todas as células do organismo que cria, em alguns tecidos,
suscetibilidade aumentada para o desenvolvimento de cancro. Quando as mutacgdes sdo
adquiridas, estas apenas estdo presentes nas células somaticas que derivam da célula em
que ocorreu a mutacdo que deu origem a desregulacdo inicial da proliferacdo [Minna et
al., 2002; Regateiro et al., 2003].

Para a generalidade dos tumores sélidos, a carcinogénese é um processo que se
desenvolve por acumulacdo de mdaltiplas alteraces de natureza genética e epigenética,
desde a mutacdo responsavel pela desregulacdo inicial da proliferacdo celular, até ao
fendtipo metastatico [Risch, 2001; Carlson et al., 2003; Deeken et al., 2007]. O periodo
de tempo correspondente ao desenvolvimento e progressao tumoral até a metéastase pode
ter uma extensdo média de 17 anos, como é o caso do cancro do cdlon [Jones et al.,
2008].

Assim, pode-se afirmar que o cancro ¢ uma “doenc¢a de genes”.

Como resultado das alteracdes genéticas sofridas, as células cancerosas possuem
carateristicas proprias, de que se destacam a autosuficiéncia na producdo de moléculas
que estimulam a proliferacdo celular, a insensibilidade a estimulos inibitorios da
proliferagdo, uma elevada instabilidade genética e cromossdémica, a desregulacdo da

apoptose com evasdo das vias conducentes a morte celular programada (apoptose), um
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potencial proliferativo ilimitado por estabilizacdo do comprimento dos telébmeros
(imortalizacdo), a capacidade de invasdo de tecidos vizinhos e de metastizacéo e a
capacidade angiogénica [Douglas et al., 2000; Risch, 2001; Caulin et al., 2011].

1.2. Genotoxicos e susceptibilidade para o cancro do pulméo

O cancro do pulmé&o assume uma relevancia particular em Oncologia, por ser a
primeira causa de morte por cancro, a nivel mundial, por provocar uma mortalidade

elevada e ndo haver procedimentos de rastreio efetivos.

O fumo do tabaco é a causa de cancro do pulméo reconhecida hd mais tempo e a
que se encontra melhor estudada, assumindo-se como factor de risco [Doll et al., 1950;
DeMarini, 2004; Hrubec et al., 2010]. Para aléem do fumo do tabaco, estdo ainda
identificadas outros causas para 0 seu aparecimento, tais como a exposi¢do ocupacional
a carcinogénios, a exposicdo a poluentes ambientais genotoxicos e a radiacao [Wistuba
et al., 2002; Hecht, 2003].

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) cerca de 25% dos casos de
cancro do pulmdo ocorrem na auséncia de habitos tabagicos [Ferlay et al., 2008]. No
entanto, a percentagem de individuos ndo fumadores que desenvolve cancro do pulméo
é variavel, sendo funcdo das regibes consideradas, sobretudo para o sexo feminino. A
frequéncia do diagnostico é mais elevada na Asia, seguindo-se os Estados Unidos da

América e depois a Europa [Waxman et al., 2002; Ferlay et al., 2008].

O fumo do tabaco ¢ a causa mais frequente de cancro do pulméo, estando o risco
e a severidade relacionados com a duracdo e a intensidade da exposi¢do ao fumo do
tabaco [Hrubec et al., 2010].

Segundo a Agéncia Internacional para a Investigacdo do Cancro, sdo mais de 60
0s carcinogénios presentes no fumo do tabaco, de que sdo exemplos os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, as N-nitrosaminas, as aminas aromaticas ou os aldeidos. A
exposicdo continuada aos carcinogénios pode provocar alteragdes visiveis a nivel
cromossomico, como sejam ganhos ou perdas de material cromossomico (aneuploidia,

delecgdes, translocagdes ndo reciprocas), e de nivel molecular, com mutacfes que se
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traduzem na alteracdo de uma ou varias bases nucleotidicas da sequéncia de ADN
[Wistuba et al., 2002].

A inactivacdo e eliminagdo dos carcinogénios requer, para a grande maioria, a
intervencdo das enzimas de metabolismo de xenobidticos [Wistuba et al., 2002; Hecht,
2003; DeMarini, 2004]. Contudo, é bem conhecida a variabilidade inter-individual no
que respeita a genotoxicidade resultante da exposicdo a agentes ambientais ou a
determinados farmacos. Esta variabilidade é o reflexo da diversidade genética que
caracteriza a espécie humana, em termos de polimorfismos genéticos. Em consequéncia,
sdo esperados diferentes graus de predisposi¢do genética individual para a ocorréncia de
doencas resultantes da exposicdo a xenobidticos e, no caso particular do fumo do

tabaco, aos carcinogénios presentes [Zhang et al., 2006].

A variabilidade na resposta a toxicos ambientais ou a farmacos esta intimamente
associada a accdo de enzimas da fase | e Il das reagdes de biotransformacdo de
xenobiodticos. Neste processo de biotransformacdo, o0s xenobidticos sdo
metabolicamente activados pelas enzimas da fase | e posteriomente metabolizados pelas
enzimas da fase II, em compostos hidrofilicos inactivados para posterior excrecdo
[Zhang et al., 2006].

As enzimas da fase I, do qual faz parte o sistema multi-enzimatico do citocromo
P450, podem activar, metabolicamente, pro-carcinogénios, conduzindo a formacao de
intermediarios electrofilicos genotdxicos ou podem inactivar carcinogénios, estando

intimamente associadas ao processo de desintoxicacao [Gresner et al., 2007].

As enzimas da fase Il compreendem as enzimas de conjugacdo, incluindo
diversas transferases tais como as glutationas S-transferases (GSTs) e as arilamina N-
acetiltransferases (NAT), as quais convertem os compostos electrofilicos produzidos na
fase I, em compostos mais hidrofilicos, de forma a serem excretados para o exterior
[Alberg et al., 2006; Rodriguez-Antona et al., 2006].

Diferencas genéticas na regulacéo, expressdo e actividade dos genes da fase | e
Il das enzimas metabolizadoras de drogas (DME), bem como dos receptores que
controlam os niveis de actividade destas enzimas, podem ser relevantes para estabelecer
graus de susceptibilidade para o cancro face a exposi¢do a um genotdxico, bem como

para avaliar o poder tdxico e/ou carcinogénico das diversas substancias quimicas
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ambientais. Esta variabilidade genética pode também afetar a resposta a algumas
terapéuticas, condicionando o seu sucesso ou insucesso [Alberg et al., 2006; Rodriguez-
Antona et al., 2006; Bozina et al., 2009].

Apobs a biotransformagdo, muitos dos compostos eletrofilicos resultantes séo
toxicos para as células dos pulmdes e reagem com as moléculas de ADN, podendo
iniciar o processo da carcinogenese. Neste processo de multiplos passos, as moléculas
pré-carcinogénicas podem, quando metabolizadas para carcinogénios, formar ligacoes
covalentes com as moléculas de ADN originando aductos e, possivelmente, interferir
nos mecanismos de reparacdo responsaveis pela sua remocdo [Peluso et al., 2004;
Alberg et al., 2006; Mackinnon et al., 2010].

As mutacbes do ADN provocadas pelos genotdxicos tém efeitos particularmente
graves quando ocorrem em genes envolvidos na regulacédo da proliferacao celular, como
0 gene TP53. De facto, a proteina codificada por este gene esta envolvida em multiplos
mecanismos e fungdes celulares como a diferenciacdo, o controlo da proliferacéo, a
identificacdo de lesdes do ADN, a paragem do ciclo celular para a reparacdo do ADN e
a apoptose o que justifica a frequéncia com que se encontram anomalias da sua funcéo,

em casos de cancro [Freed-Pastor et al., 2006].

1.3. Enzimas da fase |

As principais enzimas da fase | intervenientes no metabolismo de xenobidticos
sdo o citocromo P450 (CYP450), as epdxido-hidrolases microssomais (EPHX) e as
flavina-monooxigenases (tais como a heme-monoxigenase-1 (HMOX1) e a

mieloperoxidase (MPO)).

O citocromo P450 é um sistema multienzimatico capaz de catalisar a
biotransformacgédo oxidativa de substratos enddgenos tais como esteroides, acidos gordos
ou prostaglandinas e substratos exdgenos como sejam farmacos, toxinas vegetais e
compostos quimicos ambientais [BoZina et al., 2009]. Trés das dezoito familias que o
constituem sd@o responsaveis por este metabolismo, estando identificadas como CYP1,
CYP2 e CYP3. Estas sdo responsaveis por 70% a 80% do metabolismo dos farmacos
utilizados na actividade clinica e participam no metabolismo de um elevado nimero de
xenobidticos quimicos. As enzimas CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 estdo,
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principalmente, envolvidas no metabolismo dos farmacos, enquanto que as isoformas
mais importantes responsaveis pela biotransformagdo de compostos quimicos e pela
activacdo metabodlica de pré-carcinogénios sdo a CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1,
CYP2A6, CYP2EG e, de novo, a CYP3A4 [BoZina et al., 2009].

Fatores intrinsecos e extrinsecos podem influenciar a expressdo e funcao destas
enzimas, sendo a maioria destas controlada por multiplos fatores, em que se incluem os
polimorfismos genéticos, mecanismos epigenéticos e fatores de natureza nao genética.

Os polimorfismos originam fen6tipos com diferentes capacidades de metabolizacéo.

A variabilidade genética ocorre por perda ou ganho de funcdo [Wright et al.,
2010]. Relativamente a perda de fun¢do, esta afeta preferencialmente o “splicing” ¢ a
expressdo génica. O ganho de funcéo estd diretamente associado a uma varia¢do do
namero de copias (CNV) com um aumento do numero de copias funcionais do gene,
como é o caso de CYP2D6 e CYP2A6, bem como de variantes ao nivel da regido
promotora, de que sdo exemplo o CYP2B6 e CYP2C19, ou variantes dos aminoacidos
produzidos, permitindo o aumento do volume de substratos, como é o caso de CYP2B6
e CYP2C8 [Bozina et al., 2009]. Perdas totais de funcdo ou duplicacbes génicas
funcionais sdo, no entanto, acontecimentos raros para determinados genes destas
familias como é o caso de CYPs 1A1, 1A2, 2C8, 2E1, 2J2 e 3A4 [Rodriguez-Antona et
al., 2006].

Do ponto de vista da farmacologia clinica, a perda de atividade enzimatica
conduzird a uma perda de capacidade de metabolizacdo do farmaco alvo e a um
aumento da sua concentragdo ao nivel plasméatico com uma eventual e subsequente
toxicidade, enquanto que um ganho na funcdo resultard na diminuicdo rapida dos seus

niveis plasmaticos e a uma reducéo do efeito terapéutico esperado [BoZina et al., 2009].

Fendmenos epigenéticos tais como a metilacdo do ADN, envolvida na regulacéo
da expressdo genica, e alteragbes ao nivel das proteinas histonicas que afetem a
acessibilidade dos genes para a transcri¢do, tém repercussfes na atividade enzimatica.
Estes fenomenos sdo reversiveis, podendo ser especificos de determinados tecidos e
serem influenciados por variaveis dependentes do individuo, tais como o sexo, a idade

ou fatores ambientais [Hung et al., 2003; Ingleman-Sundberg, 2005; Risch et al., 2008].
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Como exemplo, refira-se a metilacdo do promotor do gene CYP1Al que parece
ser menor nos grandes consumidores de tabaco e mais elevada nos ndo fumadores
[Kawajiri et al., 1990]. O sexo, tal como a idade e as doengas de um individuo, € um
fator ndo genético que parece afetar a atividade destas enzimas, muito embora diversos
estudos realizados apresentem resultados contraditérios [Hawajiri et al., 1990, Hung et
al., 2003, Wright et al., 2010]. Por exemplo, a maioria de estudos clinicos dirigidos para
0 gene CYP3A4, indica que as mulheres metabolizam os seus substratos (por exemplo, a
antipirina, o alfentanil, a eritromicina, 0 midazolam ou o verapamil) mais rapidamente
do que os homens, registando-se nestas, uma disponibilidade de proteina duas vezes
superior [Wolbold et al., 2003]. Relativamente a idade verificou-se que os individuos
mais velhos tém uma menor capacidade de metabolizar farmacos sendo lenta a sua
eliminacdo ao nivel plasmatico [Egger et al., 2005]. Tal é particularmente relevante no
caso dos anti psicéticos, antidepressivos, anticoagulantes e betabloqueantes [Egger et
al., 2005]. Refira-se, no entanto, que este decréscimo de atividade parece ndo estar
associado a uma diminuicdo da atividade ou da expressao das enzimas metabolizadoras
de farmacos, mas sim a uma interacdo entre farmacos, a uma reducdo do aporte de
sangue ao figado e a uma reducdo da funcdo renal associadas ao envelhecimento. A
atividade da grande maioria destas enzimas estd dependente de acdo indutora de
diversos fatores, com excep¢do de CYP2D6 para o qual ndo sdo conhecidos fatores de
inducdo. Os indutores actuam acionando a resposta ao “stress” celular conduzindo a um
aumento da expressdo do gene que, consequentemente, aumentard a eliminacdo de

farmacos e de xenobidticos, seus substratos [Wen J et al., 2011].

1.3.1. Polimorfismos de CYP1Al

O gene CYP1AL, localizado em 15¢24.1, possui uma sequéncia bem conservada
do ponto de vista evolutivo. E expresso maioritariamente em tecidos extra-hepaticos,
preferencialmente em tecidos epiteliais [Wen J et al.,2011], nomeadamente nos
pulmdes. E induzido por numerosos xenobi6ticos que atuam como ligandos do receptor
da aril hidroxilase (AhR) tais como o metilcolantreno e outros hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), a p-naftoflavona e dioxinas, bem como indutores
atipicos como sejam o0 omeprazol e a primaquina, 0s quais ndo se ligam ao receptor da
AhR [Shah et al., 2008].
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Os substratos deste gene compreendem hidrocarbonetos policiclicos planares,
tais como o benzo[a]pireno e outros prd-carcinogénios tais como os arilarenos, 0s
nitroarenos e as arilaminas presentes, nomeadamente, nos alimentos grelhados, nos
compostos resultantes da combustdo industrial e no fumo do tabaco. Estas moléculas
sdo bioativadas e transformadas em intermediarios reactivos e em carcinogénios, pelas
enzimas codificadas pelos genes da familia dos CYP1, os quais se ligam a molécula de
ADN, formando aductos [Danesi et al., 2008; Shah et al., 2008].

Os polimorfismos deste gene nao parecem ter grande impacto no metabolismo
de farmacos, mas desempenham um papel importante na bioactivacdo, tendo sido
implicados no desenvolvimento de diversas formas de cancro. Apresentam ainda uma
acentuada variabilidade étnica, dificultando a realizacdo de estudos de correlacdo entre
populacdes [Bartsch et al.,1992; Garte et al., 2001; Shah et al., 2008].

Foram identificados 11 alelos para 0 gene CYP1Al1
(http://www.cypalleles.ki.se/cyplal.htm) com capacidade indutivel e/ou aumento da
actividade catalitica da enzima codificada, com consequente incremento da formacédo de
aductos ao nivel do ADN do tecido pulmonar [Kawajiri et al., 1990; Shah et al., 2008].
Com uma representatividade etnicamente muito variavel, apenas quatro destes alelos
tém sido alvo de estudos e avaliagbes nas populacfes. Destes, dois polimorfismos
funcionais sdo expressos em populacdes de diversas etnias, nomeadamente a mutacédo
pontual (SNP) originada pela substituicdo da base timina por citosina, na regido 3'
intronica, originando o local de restricdo da enzima Mspl (T3801C; rs4646903)
identificada pelo alelo CYP1A1*2A e a mutacdo resultante da substituicdo da base
adenina por guanina, no nucledtido 2455, exdo 7, originando a substituicdo do
aminoéacido isoleucina por valina, no coddo 462 (lle462Val, rs1048943) [Kawaijiri et al.,
1996]. O alelo CYP1A1*2C, foi claramente associado com um aumento de atividade
catalitica, 6 a 12 vezes superior, do 17p-estradiol. Este alelo é mais frequente entre
Asiaticos (18% a 25%) e Hispanicos, do que noutras populacdes, nomeadamente a
Caucasiana (populacdes controlo: 7% a 13%) [Garte et al., 2001; San Jose et al., 2010;
Zhan et al., 2011; Lopez Cima, 2012].

O alelo CYP1A1*2C, sendo um alelo raro na populacdo caucasiana, tem sido
detectado em associagdo com o primeiro, CYP1A1*2A. A presenca, em concomitancia
destes dois alelos identifica a presencga do alelo CYP1A1*2B [Shah et al., 2008].

Dois outros alelos, CYP1A1*3, resultante da transicdo T3205C e CYP1A1*4, de

que resulta a troca Thr461Asn, apesar de também associados a um aumento da atividade
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catalitica, sdo extremamente raros na populacdo Caucasiana. Este Gltimo, tem uma
frequéncia de apenas 2% a 3% entre Caucasianos saudaveis e frequéncias ligeiramente
superiores a 3%, em Caucasianos com cancro do pulmao [San Jose et al., 2010; Zhan et
al., 2011].

Diversos estudos envolvendo estes polimorfismos e o cancro do pulméo no
sentido de avaliar a sua contribuicdo para a susceptibilidade para este cancro
evidenciaram resultados frequentemente contraditdrios [Rusin et al., 1999; Hung et al.,
2003; Zhan et al., 2011; Lopez Cima et al., 2012].

1.3.2. Polimorfismos de CYP2D6

A subfamilia CYP2D, localizada em 22g13.1, é constituida por quatro genes, trés
pseudogenes, respetivamente CYP2D8P, CYP2D7AP e CYP2D7BP e um gene activo
CYP2D6, com elevada homologia sequencial [Zanger et al., 2004]. O gene CYP2D7 ¢
expresso a nivel hepético, tendo sido identificado o seu ARNm. No entanto, a presenca
de uma insercdo no primeiro exao origina a ruptura da grelha de leitura, impedindo a
expressao da proteina. O gene CYP2D8P é um pseudogene verdadeiro, com multiplas
insercdes e delecbes e sem abertura da grelha de leitura [Zanger et al., 2004; Danesi et
al., 2008].

O gene CYP2D6 é muito importante para 0 metabolismo dos farmacos, apesar da
sua baixa representatividade hepatica (cerca de 2%). A sua expressdo ao nivel pulmonar
é controversa, embora importante para a explicacdo da ativacdo in situ da carcinogénese
pulmonar. Este gene apresenta um grande numero de variacdes estruturais. Neste,
podem ocorrer cruzamentos desiguais entre genes homélogos, envolvendo determinadas
sequéncias repetitivas, originando variantes com genes deleccionados, duplicados ou de
alguma forma recombinados [Johansson et al., 2011]. Existem mais de 80 variantes
alélicas. Actuam sobre uma extensa gama de substratos, dos quais cerca de 15% a 25%
sdo farmacos utilizados na actividade clinica, envolvendo quase todas as classes

terapéuticas [Ingelman-Sundberg et al., 2007; Johansson et al., 2011].

A enzima CYP2D6 possui uma grande afinidade por alcaldides e alguns
pesticidas tais como o insecticida clorinado metoxicloro. Insecticidas como o paratido,

cloropirifos e o diazinon sofrem bioactivacdo oxidativa, ndo s6 por intermédio da
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enzima CYP2D6 como também pela CYP3A4, resultando, da sua ac¢cdo, compostos

mais activos e consequentemente mais toxicos [Zanger et al., 2004].

Uma vez que a enzima CYP2D6 néo sofre inducdo por qualquer hormona, nem é
regulada por qualquer agente ambiental, ao contrério de outras enzimas do citocromo
P450, estes polimorfismos contribuem extensivamente para a variabilidade inter-
individual da sua atividade [Sachse et al., 1997; Ingelman-Sundberg et al., 2007]. Esta
variabilidade metabodlica é traduzida, fenotipicamente, em diversas categorias, quer seja
esta nula, diminuida, normal, aumentada ou de alguma forma alterada.
Consequentemente, sdo identificados quatro fendtipos: “metabolizador lento” (ML),
“metabolizador intermédio” (MI), “metabolizador rapido” (MR) e “metabolizador ultra-
rapido” (MU). Apenas os alelos nulos originam o fendtipo ML, resultante de mutagdes
pontuais ou pequenas insercoes/delecbes, com consequente interrupcdo da grelha de
leitura ou “splicing” incorreto e formac¢ao de uma proteina truncada [Sachse et al.,

1997].

As variantes alélicas mais importantes sao CYP2D6*2XN, com aumento da
atividade catalitica por aumento do numero de cdpias, CYP2D6*3, CYP2D6*4 e
CYP2D6*6,com perda de atividade catalitica, CYP2D6*5, por perda total do gene e
CYP2D6*10, CYP2D6*17 e CYP2D6*41, com reducdo da actividade das enzimas
codificadas (http://www.cypalleles.ki.se/) [Sachse et al., 1997; Ingelman- Sundberg et
al., 2007].

As frequéncias alélicas encontradas evidenciam uma variabilidade de origem
étnica, verificando-se por exemplo, que o alelo mais frequente (“wild type”) para
CYP2D6*1 apresenta uma frequéncia de 70% nos Caucasianos da América do Norte e
de 35% nos Caucasianos Europeus. Para os MI, o alelo CYP2D6*4 apresenta uma
frequéncia entre 20% a 30% nas populaces Europeias Caucasianas, embora esteja entre
18% a 29% para os Caucasianos da América do Norte, entre 0% a 0.51% para 0s
Japoneses e 11% na populacdo Turca [Neafsey et al., 2009]. Este alelo CYP2D6*4,
resulta de uma transicdo G para A (1846G>A) entre o intrdo 3 e 0 exdo 4, originando
um “stop” coddo prematuro, tendo como consequéncia a auséncia de proteina no figado
[Sachse et al., 1997]. Os restantes alelos nulos, nomeadamente *3, *5 e *6, apresentam

frequéncias inferiores a 5% na maioria das popula¢fes, muito embora coletivamente,
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estes alelos de baixa frequéncia, possuam uma contribuicdo significativa para o fenotipo
[Sachse et al., 1997].

O gene CYP2D6 contribui extensivamente para a variabilidade interindividual
no metabolismo de muitos antidepressivos, anti-psicéticos, analgésicos e farmacos
anticancerigenos, afetando a sua farmacocinética e conduzindo, muitas vezes, a reacdes
adversas a drogas, ou mesmo a uma nao resposta [Ingelman-Sundberg et al., 2007]. A
auséncia de atividade enzimatica, com a consequente reducdo do efeito terapéutico
observado nos ML, ou 0 aumento do efeito terapéutico no caso dos MU, recomenda o
recurso a fenotipagem/genotipagem de CYP2D6, pelo menos no tratamento com
determinados farmacos, como é o caso da codeina e dos anti-depressivos [Sachse et al.,
1997,Gasche et al., 2004]. Adicionalmente as consequéncias terapéuticas resultantes da
oxidagdo polimorfica dos farmacos, muitos dos substratos deste gene e também alguns
outros ndo identificados como tal, atuam como inibidores competitivos para a enzima
conduzindo, ocasionalmente, a interacdes graves. Estes inibidores originam um
blogueio no metabolismo de farmacos co-administrados, com consequente alteracdo do
fendtipo, muitas vezes de MR para ML ou MI (fendmeno designado por fenocdpia)
[Zanger et al., 2004; Ingelman-Sundberg et al., 2007; Johansson et al., 2011].

Assim, a genotipagem deste gene parece ser fundamental ndo so pelo carécter
preditivo relativo a farmacocinética mas também para prevencao de reacdes adversas e
éxito do tratamento. Parece ser relevante o facto de o efeito resultante de um
polimorfismo sobre a atividade catalitica de uma enzima poder ser especifico do
substrato [Neafsey et al., 2009].

1.4. Enzimas da fase Il
Nesta seccdo abordam-se as vias da conjugacao e da acetilacao.

As trés principais vias de conjugacéo da fase Il do metabolismo séo a sulfatagéo,
a glucuronidacéo e a conjugacéo pelas glutationas.

A conjugacdo pode ocorrer diretamente na molécula substrato ou apos esta ter
sido biotransformada pelas enzimas da fase I, através da adicdo de grupos funcionais ou

por alteracdo da conformacéo para a sua exposigao.
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As reacbes de conjugacdo alteram as propriedades fisico-quimicas dos
substratos, aumentando o seu peso molecular bem como a solubilidade aquosa e
introduzem uma carga negativa & molécula. Como resultado, as moléculas tém
tendéncia a ser muito pouco permeaveis ao nivel membranar, sendo a sua excrecao
hepéatica mediada por um transportador [Zamek-Gliszczynski et al., 2006; Omiecinski et
al., 2011].

A sulfatacdo hepatica de xenobidticos conduz a um aumento da hidrofilicidade
molecular permitindo a excregdo biliar ou o efluxo através da membrana basolateral

hepatica, para posterior excrecao renal.

Como consequéncia da acdo do acido glucuronico, as reacbes de glucuronidacao
complementam as de sulfatacdo, na medida em que ocorrem na mesma regido da
molécula, sendo no entanto prevalentes em concentracGes elevadas do substrato, quando

as enzimas da via da sulfatacdo se encontram saturadas ou por deplecéo do cofactor.

A via da acetilacdo, bem como a via da metilagdo que ndo sera abordada, séo
vias metabdlicas menos comuns para 0s xenobidticos, resultando numa diminuigdo da

solubilidade em meio aquoso [Omiecinski et al., 2011].

1.4.1. Polimorfismos das glutationas

As reacOes de conjugacdo pelas glutationas-S-transferases (GSTs), envolvem
substratos eletrofilicos. A metabolizacdo por esta via evita a sua ligacdo covalente a
macromoléculas intercelulares [Zamek-Gliszczynski et al., 2006]. Foram identificadas

trés familias distintas destas isoenzimas.

A primeira familia corresponde as GSTs citosolicas ou sollveis, as quais sao
dimericas. Tém uma localizagdo com predominancia hepatica, muito embora se
encontrem em quase todos os tecidos, e estdo envolvidas na biotransformacdo de
xenobidticos e endobidticos tdxicos [Hayes et al., 2000]. Sdo as principais responsaveis
pela conjugacdo de compostos ndo polares com a glutationa reduzida (GSH), tais como
xenobidticos, farmacos e pesticidas (portadores de centros eletrofilicos) de modo a
formar compostos hidrossoluveis conjugados, facilmente excretaveis. Dentro dos

substratos electrofilicos das glutationas transferases estdo incluidos os haletos de
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alquila, os epdxidos, os compostos a,B-insaturados (quinonas, aldeidos, cetonas,
lactonas), os haletos de arila e nitro aromaticos. Regulam diversos processos celulares
por via de interacBes proteina-proteina, envolvendo atividades que incluem
isomerizacdo, trocas de grupos bissulfeto e tidlise [Torres et al., 2006; Higgins et al.,
2011; Board et al., 2013]. Foram identificados 17 genes, subdivididos em sete classes
distintas, designadas por Alfa, Pi, Mu, Sigma, Theta, Omega e Zeta. Estas sete classes
sdo habitualmente agrupadas em funcdo das similaridades entre estruturas e entre
residuos no local de ligagdo de GSH, utilizado para formar o anido tiolato GS-. O
primeiro grupo compreende as classes Alfa, Pi, Mu e Sigma, as quais utilizam um
residuo de tirosina localizado proximo do grupo N-terminal para ativar GSH, enquanto
que Theta, Omega e Zeta formam o segundo grupo, utilizando um residuo de serina ou
cisteina [Strange et al., 2001].

A segunda familia é constituida por 6 proteinas microssomais, as quais ndo
possuem semelhancgas ao nivel da estrutura primaria com as proteinas citosolicas, sdo
triméricas, e atuam principalmente no metabolismo do acido araquidonico. Em
consequéncia disso, sdo habitualmente designadas por “membrane-associated proteins
in eicosanoid and glutathione metabolism - MAPEG”. Tém sido, ainda, implicadas no
metabolismo e biotransformacéo de fA&rmacos em mamiferos [Higgins et al., 2011].

Por fim, a familia das GST mitocondriais, constituida por uma classe de
transferases distinta das GST citosélicas e microssomais, a classe Kappa, GSTKI.
Como tem sido referido por diversos estudos, esta familia parece ter evoluido de modo

distinto das restantes duas [Strange et al., 2001; Torres et al., 2006].

Diversos tipos de variacdo alélica tém sido identificados nas classes Alfa, Mu,
Pi, Theta e Zeta, ao contrario das classes Kappa, Sigma e Omega nas quais tal ndo é
reconhecido. De igual forma, pouco se sabe sobre os polimorfismos nas MAPEG
[Hayes et al., 2000]. Estudos de inducdo tém sugerido que as GSTs sdo controladas por
receptores tais como o receptor do androstano, o receptor pregnane X e pelo receptor da

aril-hidrocarboneto [Hayes et al., 2000; Higgins et al., 2011].
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14.1.1. O gene GSTM1

A classe Mu é constituida por cinco genes, GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 e
GSTMS5, localizados num “cluster” no brago curto do cromossoma 1 (1p13.3). Os
produtos génicos desta classe parecem demonstrar alguma especificidade ao nivel dos
tecidos, nomeadamente o GSTM1-1 é expresso preferencialmente ao nivel hepético, o
GSTM2-2 ao nivel muscular e 0 GSTM3-3 ao nivel cerebral e testiculos. Foram
descritas duplicacdes génicas bem como trés variantes alélicas para GSTM1, sendo que
uma delas é um alelo nulo, GSTM1*0. As duplicacBes e a variante nula apresentam
acentuadas alteracdes na atividade catalitica direcionadas para 0 metabolismo do 6xido
de trans-estilbeno e outros epoxidos. As outras duas variantes alélicas GSTM1*A e

GSTM1*B, codificam proteinas cataliticamente idénticas [Hayes et al., 2000].

O gene GSTM3 esta localizado em 1p13.3, numa posicdo reversa a dos restantes
genes, possui dois alelos GSTM3*A e GSTM3*B, e tem sido referido como estando em
“linkage disequilibrium” com GSTM1*0 [Inskip et al., 1995].

A delecdo GSTM1*0 tem sido estudada em diversas populagdes apresentando-se
com elevada frequéncia em diversas etnias. Tem sido associada a suscetibilidade
acrescida para diversas formas de cancro, surgindo como um dos mais relevantes, o que
foi realizado em criangas com leucemia, cujos resultados evidenciaram uma associacéo
significativa entre a delecdo e a sobrevivéncia de criancas apds tratamento com

quimioterapia [Den Boer et al., 1999].

1.4.1.2. O gene GSTT1

Existem apenas dois genes funcionais GSTs da classe Theta, o gene GSTT1 e o
gene GSTT2, localizados no cromossoma 22g11.2. O locus apresenta frequentemente
uma delecéo total do gene, GSTT1*0, bem como uma duplicagdo invertida de GSTT2,
originando um pseudogene designado por GSTT2p ou GSTT2b. Estudos recentes
reportaram uma delecdo deste gene que resulta numa alteracdo da expressao de GSTT2
[Zhao et al., 2009].

Muito embora tenham sido identificados 18 SNPs, estes ndo tém sido alvo de
intensos estudos. A delecdo de GSTT1-1, GSTT1*0, ocorre entre 10% a 20% nas
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populacdes estudadas. Esta delecdo foi implicada num aumento da suscetibilidade para
0 cancro, ap6s se ter evidenciado a sua incapacidade para conjugar GSH com
hidrocarbonetos, nomeadamente dibromometano (DBE), diclorometano (DCM), 6xido
de etileno (OE) e brometo de metilo (BM) [Hayes et al., 2000].

1.4.1.3. O gene GSTP1

A classe Pi é constituida por um unico gene funcional, GSTP1, localizado em
11g13. Foram identificados dois SNP, lle105Val e Alal14Val. Na presenca de Val105, a
enzima apresenta uma atividade catalitica sete vezes superior para os diol-epoxidos dos
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA), quando comparada com a enzima com
[1e105. Como consequéncia de GSTP1 se encontrar expresso em diferentes tumores,
diversos estudos tém sido direcionados para uma possivel associacdo deste com a
resisténcia a terapéutica, bem como no envolvimento destes com a alteracdo no
metabolismo de farmacos e impacto na suscetibilidade para diversos tipos histoldgicos
de cancro [Hayes et al., 2000; Higgins et al., 2011; Board et al., 2013].

A maioria dos estudos tem-se debrucado sobre 0 SNP Ile105Val, uma vez que o
residuo 105 contribui para a arquitetura do local de ligacdo hidrofébico do substrato, no
centro catalitico. Alteracdes encontradas entre Vall05 e 1le105 relativamente a
capacidade de conjugar derivados carcinogénicos dos diol-epdxidos provenientes dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, tém sido atribuidas a uma alteracdo do volume
dos residuos no “local H” ¢ da sua hidrofobicidade. Estas diferencas na capacidade
catalitica, entre Val105 e 11e105 relativamente a estes compostos quimicos sugerem uma
possivel associacdo entre estes alelos e a suscetibilidade para o cancro. No entanto,
outros fatores deverdo estar implicados, pois apesar de diferencas de estabilidade e
atividade evidenciadas por estas duas variantes, os resultados ndo tém sido consistentes
[Sweeney et al., 2000; Butkiewicz et al., 2000; Yang et al., 2002; Matakova et al.,
2009; Pliarchopoulou et al., 2012].
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1.4.2. Os polimorfismos NAT 2

As enzimas N-acetiltransferases catalisam a acetilacdo de aminas aromaticas e
hidrazinas, as quais incluem compostos carcinogéneos, dos quais sdo exemplo a 2-
nafitilamina, o 2-aminofluoreno, o 4-aminobifenil e a benzidina e farmacos tais como a
isoniazida, dapsona, procainamida e sulfametazina [Hein et al., 2006]. Este grupo de
enzimas pode modular ndo s6 as atividades dos farmacos e atuar ao nivel da sua
eliminacdo como também estar envolvido na carcinogénese quimica, com a
metabolizacdo de aminas arométicas como as piridinas, quinoxalinas e quinolinas
produzidas durante a confecdo do peixe e da carne, em consequéncia da pirolose de
peptideos [Gross et al., 1999]. As aminas aromaticas, ap0s N-hidroxilacdo pelas
enzimas do citocromo P450 (fase 1), sofrem O-acetilacdo pelas acetiltransferases, de que
resultam compostos muito reativos que se ligam covalentemente a molécula de ADN,
dando origem a iniciacdo da carcinogénese quimica [Gill et al., 1998]. Estas enzimas
sdo, ainda, responsaveis pela N-acetilacdo das hidrazinas, reacdo associada a uma
desativacdo, e pela ativacdo, por O-acetilacdo, das aminas N-hidroxi-aromaticas e
heterociclicas [Gill et al., 1998; Hein et al., 2006].

As N-acetiltransferases humanas estdo localizadas em 3 loci, um dos quais
contém multiplos coddes de terminacdo prematura, identificando um pseudogene. Os
dois outros genes, NAT1 e NAT2 estdo localizados no cromossoma 8, em 8p22, sendo
ambos expressos em codominancia autossémica [Blum et al., 1990]. Muito embora
possuam cerca de 87% de homologia nas sequéncias nucleotidicas, estudos funcionais
demonstraram diferengas significativas entre as duas isoenzimas que codificam
[Windmill et al., 2000]. A enzima codificada pelo gene NAT1 metaboliza,
preferencialmente, p-aminobenzoato e p-aminosalicilato. As variantes alélicas de NAT1
sdo em menor nimero do que as do gene NAT2 e estdo associadas a uma elevada
atividade enzimaética. A atividade de NAT2 parece ser preponderante ao nivel hepatico e
do trato gastro-intestinal, enquanto que a enzima NATJ1ocorre em diversos tecidos
extra-hepaticos [Windmill et al., 2000; Hein et al., 2006].

O gene NAT2 é polimorfico, com mais de 25 variantes alélicas descritas, as quais
possuem entre uma a quatro substituicdes de um nucledtido. Os polimorfismos do gene
NAT2 resultam numa variabilidade da atividade catalitica da enzima, tendo sido

referidas diversas associacOes entre estes e algumas doengas, nomeadamente cancro do
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colon, mama e pulméao bem como asma alérgica [Nacak et al., 2002]. Diversos estudos
referem ainda que estas associagdes sdo mais intensas em grupos de fumadores [Taylor
et al., 1998]. Assim, os polimorfismos genéticos destas enzimas podem modificar o
risco relacionado com a exposicdo a estes carcinogéneos alterando ndo sO a sua

expressao como a sua atividade nos tecidos.

Um extenso numero de SNPs foi identificado no gene NAT2. Identificados como
responsaveis por alteracbes nos residuos de aminoacidos temos os SNPs: 111T>C
(R197Q), 190C>T (R64W), 191G>A (R64Q), 341T>C (1114T), 364G>A (D122N),
411A>T (L137F), 434A>C (Q145P), 590G>A (R197Q), 803A>G (K268R), 854A>C
(K282T), 857G>A (K268R) e 859T>C (1287T). Qutros ndo resultam na troca de
amino&cidos, como sejam 282C>T, 481C>T e 759C>T. Foi ainda referida uma delec&o,
859T, resultando numa modificacdo da grelha de leitura. Varias combinagdes destes
SNPs, descritos por Vatsis et al., (1995) resultam nos diferentes alelos ou hapldtipos
deste gene, os quais sdo segregados em “clusters”. Estas variantes alélicas possuem um
ou mais SNP que as caraterizam. O alelo NAT2*4 ¢ considerado um alelo “wild-type”,
pela auséncia de qualquer SNP, estando associado a um fenétipo acetilador rapido.
Outras variantes alélicas, contendo 191G>A (R64Q), 341T>C (1114T), 590G>A
(R197Q) ou 857G>A (K268R) estdo associadas a um fenotipo acetilador lento [Hein et
al., 2006].

A expressdo destes alelos varia entre diferentes etnias e localizacdes geograficas
das populagbes [Wormhoudt, 1999]. Atualmente, tém sido recomendados painéis entre
dois a sete SNPs do gene NAT2 para inferir, com uma certa precisdo, o fendtipo
acetilador, nomeadamente para populacdes com ancestrais ndo europeus [Hein et al.,
2006]. No entanto, diversos estudos evidenciaram uma certa variabilidade intra-étnica o
que interfere com a validade destes painéis em termos de capacidade preditiva do
fendtipo. Por exemplo, o painel de trés SNPs, 341T>C, 590G>A e 857G>A, prevé com
uma precisdo de 100% o fenotipo na populagdo Japonesa e entre 98% a 99% na
populacdo de Brasileiros brancos. No entanto, nenhum painel de trés SNPs conseguiu
inferir com uma precisao superior a 91% o fenotipo acetilador nas populagdes de negros

ou mulatos Brasileiros [Suarez-Kurtz et al., 2012].
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Esta variabilidade evidencia a heterogeneidade e diversidade encontrada ao nivel
da farmacogendmica e a vantagem que pode decorrer da adocdo destes conhecimentos,
na prética clinica, para a prescri¢cdo de medicamentos [Suarez-Kurtz et al., 2012].

1.5. Genes de metabolismo na populacdo Portuguesa

Em Portugal, diversos grupos tém desenvolvido trabalho no sentido de avaliar as
frequéncias alélicas e genotipicas destes genes na populacdo em geral e determinar a
associacdo de alguns polimorfismos com diversos tipos de doencas, de que sdo exemplo
0 cancro da laringe e do pulmdo, as leucemias, a hipertensdo arterial, o acidente
vascular cerebral (AVC), a doenga de Parkinson [Leite-Correia et al., 2003; Lemos et
al., 2008; Correia et al., 2009].

Dentro dos estudos realizados na populacdo saudavel, alguns evidenciaram um
desvio das frequéncias alélica e gendtipica encontradas para as populagdes do sul da
Europa relativamente a diversos tipos de DME, comparativamente com as que foram
encontradas em populaces do Norte da Europa. Estes resultados parecem evidenciar
uma “fronteira” entre as populacdes do norte e do sul, com as populagdes do sul da
Europa a serem influenciadas pelas migracdes de povos do Norte de Africa para a
Peninsula Ibérica. Estas migracdes terdo ocorrido através do estreito de Gibraltar, por
volta do ano 700 AD [Moreira et al., 1996; Suarez-Kurtz et al., 2012]. A similaridade
de frequéncias entre paises do sul da Europa, nomeadamente da Peninsula Ibérica
expressa-se sobretudo para o gene CYP2D6 com expressdo de metabolizadores ultra-
rapidos (MUR) e com duplicacdo do gene [Correia et al., 2009].

Relativamente aos estudos comparativos com popula¢des de individuos doentes,
foram avaliadas possiveis associacdes entre o polimorfismo das enzimas da fase I,
CYP1AL, e o cancro do pulmédo [Mota et al., 2010]. Ainda em relagdo ao cancro do
pulméo refiram-se os estudos de Moreira et al., (2003), o qual demonstrou uma
auséncia de correlacdo entre o alelo nulo de GSTM1 e o aumento de susceptibilidade
para o cancro do pulméo [Leite-Moreira et al., 2003]. A associagdo dos polimorfismos
de CYP2D6, CYP1Al e das enzimas da fase 1, GSTM1, GSTP1 e NAT2, com o
aumento da suscetibilidade para outros tipos de doenca foi também estudado. Os

estudos de Vilar et al., (2007) evidenciaram a associac¢do da doenca de Parkinson com o
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fenotipo metabolizador rapido de CYP2D6 e a variante alélica GSTP1*B. Esta
associagdo mostrou ser particularmente forte no grupo de individuos com idades

superiores a 69 anos [Vilar et al., 2007].

Leite-Moreira et al., (2003) mostraram a associa¢do do polimorfismo T6235C,
do gene CYP1A1, com um aumento do risco para AVC enquanto Varzim et al., (2004)
evidenciaram o polimorfismo Mspl de CYP1A1 como um potencial marcador genético
de susceptibilidade para o cancro da laringe, especialmente no grupo de fumadores. Em
doentes com leucemia, foi demonstrado um risco aumentado para pacientes com
metabolismo rapido de CYP2D6 mas ndo para 0os genes GSTM1 e NAT2 [Lemos et al.,
1999].

Actualmente, o estudo relativo aos polimorfismos tem sido direcionado para a
avaliacdo das associacBes entre as variantes alélicas dos genes envolvidos nos
mecanismos de reparacdo da molécula de ADN e diversos tipos de cancro, tais como 0
cancro cervical, da prostata e pulmdo [Nogueira A et al.,2009].

1.6. Gene supressor tumoral TP53

O gene supressor tumoral TP53 esta localizado no cromossoma 17, em 17p13.
Codifica a proteina nuclear TP53, que atua como fator de transcricdo em relacdo a mais
de 50 genes alvo diferentes. E também conhecida como “guardido do genoma”, uma
designacdo que reflete o seu papel central na manutencao da estabilidade da informacéo
genética ao longo das divisdes celulares. Para cumprir esta funcéo, a proteina TP53 esta
envolvida nos processos de detecdo de lesdes do DNA, de paragem do ciclo celular, de
reparacao do DNA e, quando as lesdes do DNA tém uma extensdo e gravidade que nao
permite a reparacdo, na inducdo da apoptose. Na auséncia de moléculas de TP53
funcionais, a paragem do ciclo celular ndo ocorre apds lesdes do DNA, pelo que podem
ser replicadas as mutacdes adquiridas nas células filhas. Se as lesdes tiverem ocorrido
em genes implicados no controlo da proliferacdo celular e forem patogénicas, podem

dar inicio a formag&o de um tumor [Toledo, 2008].

As mutagdes do gene TP53 sdo as altera¢cdes mais comummente encontradas nas

neoplasias humanas. A frequéncia com que se deteta proteina TP53 mutada no cancro
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do pulméo é diversa, consoante o tipo de tumor, tendo-se registado em 33% dos casos

de adenocarcinoma e em 70% dos casos de carcinomas de pequenas celulas

Na auséncia de mutacdes do gene TP53, a concentracdo celular da proteina
correspondente é baixa, devido a sua rapida degradacdo, o que ndo acontece com a
proteina mutada, podendo esta carateristica ser usada para identificar a presenca de

mutacdes em TP53.

Sendo as mutagbes do gene TP53 frequentes, observa-se uma elevada
prevaléncia de transversdes de GC para TA [http://p53.free.fr/index.html]. Ao contrario
do que se observa noutros tipos de cancro que ndo estdo associados com o fumo do
tabaco, a frequéncia das transi¢cGes € menor no cancro do pulm&o. A maior frequéncia
de transversbes poderd ter a ver com a exposicdo aos produtos resultantes do
metabolismo do benzo(a)pireno, para os quais foi detectada a capacidade de formarem
aductos a nivel dos coddes 157, 248 e 273 do gene TP53 [Pfeifer et al., 1998].

O risco relativo para a ocorréncia de mutacdes em dominios especificos do gene
TP53 em doentes com cancro do pulméo aumenta com o consumo de tabaco [Clavez et
al., 2005] Assim, a percentagem de casos em nao fumadores foi de 47.5%, de 55.6% em

ex-fumadores e de 77.4% em fumadores activos.

As mutacdes no gene supressor tumoral TP53 podem ocorrer em fumadores
cronicos, antes de qualquer evidéncia de neoplasia e podem ser indicativas de um risco
aumentado de desenvolvimento de cancro do pulmao ou de doenca precoce [Wistuba et
al., 2002].

1.7. Objectivos

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular permitiu aumentar a
capacidade de avaliacdo de todo o processo da tumorigénese e os fendmenos nela
envolvidos, nomeadamente as alteracbes genéticas e epigenéticas. Estudos iniciais
demonstraram ser possivel definir uma classificacdo sistematizada e reprodutivel, de
forma a obter grupos com progndstico clinico e histoldgico, baseados no perfil da
expressdo genica [Zanger et al., 2004]. Estes avancos da biologia molecular

proporcionaram oportunidades Unicas para o0 desenvolvimento de terapias
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direccionadas, conduzindo ao desabrochar de uma nova area da terapéutica. Assim, a
andlise das alteragcbes moleculares tem vindo a adquirir uma importancia crescente,
representando a sua integracdo como exame patoldgico e molecular de rotina, um
desafio para o diagnostico, classificacdo e escolha da terapia adequada [Risch et al.,
2001].

Estudos epidemiologicos evidenciaram que esta variabilidade individual podera
contribuir para uma suscetibilidade aumentada para o cancro. Diferencas
interindividuais na resposta ap0s exposicao a substancias tdxicas, cancerigenas ou néo,
tém sido atribuidas aos polimorfismos hereditarios do metabolismo, quer sejam do
citocromo P450 (CYP450), nomeadamente CYP2D6 e CYP1Al, das glutationa-S-

transferases (GSTs) ou das N-acetiltransferases [Moreira et al., 1996].
Este trabalho tem como objectivo:

1. Estudar, numa populacdo de doentes com neoplasia pulmonar, da Regido Centro
do Pais, possiveis associacfes entre polimorfismos dos genes que codificam
enzimas da fase | do metabolismo de xenobiédticos (CYP2D6 e CYP1ALl) e da
fase Il (GSTP1, GSTT1, GSTM1 e NAT2), e diferentes variaveis demogréaficas
e clinicas, bem como compara-las com os resultados obtidos na populacéo
controlo;

2. Avaliar as interacOes gene-gene e gene-factores ambientais, por forma a detectar
eventuais efeitos modificadores do risco para o cancro do pulméo determinados
pela presenca dos polimorfismos considerados isoladamente ou em combinagéo
e ainda quando conjugados com os diversos factores ambientais, de modo a
identificar associagdes que permitam definir grupos com risco acrescido para
desenvolver cancro do pulméo;

3. Identificar associacOes entre a proteina mutada do gene supressor tumoral TP53
e 0 agravamento das carateristicas clinicas encontradas nos doentes, na altura do
diagnostico, bem como associagdes entre o primeiro e os polimorfismos dos

diversos genes estudados.
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2. Material e métodos

2.1. Material

O material em estudo compreende duas amostras da populacdo portuguesa,
caucasiana, da zona centro de Portugal continental. As amostras dizem respeito a dois
grupos de doentes que deram entrada no Servigo de Pneumologia, dos Hospitais da
Universidade de Coimbra (HUC). O primeiro, a populacdo de doentes, a quem foi
diagnosticado cancro do pulméo e o segundo grupo de individuos, a populacéo controlo,

cujo diagndstico confirmou a auséncia de cancro.

Os doentes abordados (Populagdo controlo: N=247; Populacdo de doentes:
N=200) aceitaram colaborar neste estudo, tendo respondido a um questionario realizado
pela assistente hospitalar graduada de Pneumologia. O sigilo foi garantido. O
questionario envolveu a obtencdo de dados demogréaficos e clinicos, com informacéo

relativa a altura do diagnostico.

Este estudo teve a aprovacdo das comissdes de ética dos Hospitais da

Universidade de Coimbra e da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

2.1.1. Amostra da populacéo controlo

A populacéo de referéncia ou controlo é constituida por individuos (N=247) que
foram internados no Servico de Pneumologia, dos Hospitais da Universidade de
Coimbra, na mesma altura que os individuos da populacdo de doentes, mas sem
diagndstico de qualquer tipo de neoplasia. Dos 247 individuos que constituem esta
populacdo, 244 (98,8%) foram diagnosticados com doengas do foro respiratorio,
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nomeadamente 146 (59,8%) com insuficiéncia respiratoria, 61 (25,0%) com infecOes
respiratdrias, 30 (12,4%) com doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), 4 (1,6%)
com fibrose pulmonar idiopética e 3 (1,2%) com silicose (Anexo D). No grupo dos
individuos com infecdo respiratoria 44 (17,8%) foram diagnosticados com pneumonia.
Dos 243 individuos avaliados, apenas 19 (7,2%), afirmaram ter familiares em primeiro
grau com diagnostico de cancro (Anexo B). Considerando a populacdo em funcgdo dos
seus hébitos tabagicos verifica-se que a prevaléncia de individuos com histéria familiar
de cancro ocorre na subpopulacdo de nao fumadores, 14 (9,7%), e para a subpopulagédo
feminina 11 (12,4%) (tabela B.3, em Anexo B).

A populacdo controlo apresenta uma media de idades de aproximadamente 71 anos
(o= 11,24) e uma amplitude amostral que varia dos 40 anos aos 97 anos (Tabela A.4,

em Anexo A).

Tabela 2.1- Distribuicdo das idades para ambos 0s sexos, na populacéo controlo.

Populacdo Controlo

Idade (anos)

(N=247) Homens (N=156) Mulheres (N=91)
Média 72,1+10,20 68,9+11,93
Moda 78 58

Maximo 97 93

Minimo 40 41

Relacdo H/M 1,71

Populacéo Doentes

Idade (anos)

(N=200) Homens (N=149) Mulheres (N=51)
Média 63,3+9,69 60,8+11,26
Moda 61 56

Maximo 84 87

Minimo 41 36

Relacdo H/M

2,92
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A populacdo é maioritariamente masculina 156 (63,15%), com os individuos nesta
subpopulacdo com idades superiores a subpopulacdo das mulheres. A subpopulagédo dos
homens apresenta uma média de idades cerca de trés anos superior, com prevaléncia dos
individuos com 78 anos enquanto que o grupo das mulheres apresenta uma prevaléncia
para uma idade 20 anos inferior. A razdo (homem/mulher) encontrada revela uma
prevaléncia dos homens de 1,7 vezes superior relativamente as mulheres (Tabela 2.1).
Numa avaliagdo global, a populacdo controlo é constituida por individuos que
apresentam uma prevaléncia para o intervalo etario entre os 71 a 80 anos (32,5%) e uma
percentagem de 21,7% para a faixa etaria com idades superiores aos 81 anos (Tabela
2.2).

Analisando a sua proveniéncia geografica, 55,5% s3o originarios do “Baixo
Mondego”, 30,9% do “Pinhal Interior Norte” e 3,8% do “Baixo Vouga”. Uma avaliacéo
ao nivel dos distritos identifica o distrito de Coimbra como prevalente, 73,8%,
seguindo-se por ordem decrescente os distritos de Viseu, 13,3%, e Aveiro, 3,8% (Tabela
2.2).

Ao nivel profissional, os individuos foram avaliados relativamente a exposicao
ocupacional segundo classificacdo da International Agency for Research on Cancer
(IARC) da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) [IARC Monograph, 2013]. A
populagéo foi classificada na variavel “profissao de risco” tendo em consideracdo se a
sua actividade profissional envolvia a exposicdo a agentes comprovadamente
cancerigenos, nomeadamente agricultores, trabalhadores da construcéo civil e inddstrias
quimicas, metallrgicas e de amianto. Esta classificacdo estd de acordo com as
profissdes ditas de risco segundo a Agéncia Europeia para a Seguranca e Salde no
Trabalho. A maioria dos individuos (51,8%) ndo apresentou historia de exposicdo

ocupacional (Tabela 2.2).

Dos individuos com habitos tabagicos (N=97), 70 (72,2%) eram ex-fumadores e
27 (27,8%) eram fumadores, com uma prevaléncia de 48 (50,0%) individuos com carga
tabagica para valores entre 20 uma a 50 uma e 39 (40,6%) individuos para valores de
carga tabagica superior a 50 unidades maco ano (uma). Ainda dentro deste grupo com
habitos tabagicos, 46 (42,2%) deixou de fumar entre um ano a quinze anos a data do

diagnostico e 32 (29,4%) ha mais de quinze anos (Tabela 3.1, pag71). A maioria dos
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individuos desta populacédo, 148 (60,4%), era ndo fumadora sendo que na subpopulacao
feminina 80 (87,9%) pertenciam a esta categoria (Tabela B.1, em Anexo B). Dos 234
inquiridos, 118 (50,4%) eram consumidores de alcool e 116 (49,6%) ndo consumiam
alcool. No grupo dos individuos com habitos tabagicos, 47 (51,1%) individuos eram
consumidores de alcool em situacdes para além das refeicfes ou para valores acima de
dois copos a refeicdo. No grupo dos ndo fumadores esse valor revelou-se superior, 70
(50,0%) (Tabela B.4, Anexo B).

2.1.2. Amostra da populacéo de doentes

Os individuos que constituem a populagdo de doentes, encontravam-se na altura
do internamento, 2003 a 2006, no Hospital S. Jeronimo, HUC, para terapia citostatica
e/ou radioterapia. Esta populacdo é constituida por 200 individuos, dos quais 149
(74,5%) sdo homens, com diagndstico confirmado para um dos tipos de cancro do

pulméo.

Com idades compreendidas entre os 36 a 87 anos e com uma média de idades de
63 anos, esta populacdo apresenta um numero significativo de doentes, 64 (32,0%) para
o intervalo etario entre 61 a 70 anos. De salientar que para 26 (13,0%) desses individuos
a neoplasia surgiu antes dos 50 anos e apenas em 7 (3,5%) o diagnostico foi feito depois
dos 80 anos (Tabela 2.2). A subpopulagdo masculina tem em média 63 anos e uma
amplitude amostral que varia entre os 41 anos aos 84 anos. Para este intervalo, a moda é
de 61 anos. A subpopulacdo do sexo feminino, tem uma média de idades de 61 anos,
com uma amplitude amostral dos 36 anos aos 87 anos e com uma moda, para esse
intervalo, de 56 anos. A razdo (homem/ mulher) revela que, nesta populagéo, existem
trés homens com cancro do pulméo para cada mulher com o mesmo diagndstico (Tabela
2.1)

A anélise da sua proveniéncia geografica, revelou que a maioria, 82 (43,2%) era
proveniente do “Baixo Mondego”, 31 (16,3%) do “Pinhal Interior Norte” e 20 (10,5%)

individuos do “Baixo Vouga. Uma avaliacdo ao nivel dos distritos identifica o distrito



45

de Coimbra como prevalente, 47,5%, seguindo-se por ordem decrescente os distritos de
Viseu, 16,5%, e Aveiro, 10,0% (Tabela 2.2).

Relativamente a exposi¢do ocupacional, a maioria dos doentes, 70,4%, nédo
apresentou historia de exposic¢do, conforme critérios definidos anteriormente, a quando

da caraterizagdo da populacao controlo.

Dos individuos com habitos tabagicos (N=131), 51 (38,9%) eram ex-fumadores
e 80 (61,1%) eram fumadores, com uma prevaléncia de 70 (55,6%) individuos com
carga tabagica superior a 50 uma e de 44 (34,9%) individuos para valores entre 20 uma
a 50 uma (Tabela 3.1, pag. 71). Dentro do grupo de doentes fumadores 75 (93,75%) séo
homens e 5 (6,25%) sdo mulheres (Tabela B.1, Anexo B). De salientar, que 79 (69,2%)
pertenciam ao grupo dos que nunca deixaram de fumar, deixaram na altura do
diagnostico ou num periodo inferior a um ano a data do diagndstico e 22 (19,3%) entre
um a quinze anos, tendo como referencia a data do diagnostico (Tabela 3.1, pag. 71).
Dos 182 inquiridos, 120 (65,9%) eram consumidores de alcool e 62 (34,1%) ndo
consumiam alcool. No grupo dos individuos com habitos tabagicos, 95 (82,6,%)
individuos eram consumidores de alcool. Relativamente a individuos com familiares em
primeiro grau com histéria de cancro conhecida, 58 (31,2%) dos individuos inquiridos
revelaram a sua existéncia, dos quais 40 (29,2) eram do sexo masculino e 40 (32,8%)
tinham habitos tabagicos (Tabela B3, Anexo B).

O diagnostico destes doentes evidenciou a prevaléncia de ndo bilateralidade
(83,1%) e da nao multifocalidade (81,9%). O tipo histologico prevalente foi o
adenocarcinoma, 81 (42,4%), seguido do carcinoma epidermoide, 50 (26,2%) e o
carcinoma das células pequenas, 43 (22,5%). A localizacdo do tumor revelou-se
prevalente para o lobo superior, 80 (65,0%), para ambos os pulmdes. Os individuos
apresentaram uma prevaléncia para o estadio 1V, 95 (75,4%) e em 76 (39,2%) foram
identificadas metastases na altura do diagnostico. A maioria dos doentes, 190 (98,4%)
fez terapéutica citostatica e 52 (63,4%) dos individuos teve uma sobrevivéncia inferior a
dois anos (Tabela C.1, Anexo C).



46

Tabela 2.2- Distribuicéo das caracteristicas demogréaficas pelas duas populacdes

estudadas.

Populacéao

Doentes

Controlo

Freg.Absoluta(%)

Freg.Acum (%)

Freg. Absoluta(%) Freg.Acum (%)

Género (N=200/240)

Masculino 149 (74,5) 74,5 153 (63,8) 63,8
Feminino 51 (25,5) 100,0 87 (36,3) 100,0
Intervalos Etérios
(N= 200/247)
<50 anos 26 (13,0) 13,0 6 (2,5) 25
[51;60] anos 57 (28,5)) 415 44 (18,3) 20,8
[61;70] anos 64 (32,0) 735 60 (25,0) 458
[71;80] anos 46 (23,0) 96,5 78 (32,5) 78,3
>81 anos 7(3,5) 100,0 52 (21,7) 100,0
x 63,06 70,92
(o; amp.amostral) (10,17; [36-87]) (11,24; [40-97])
NUT (N=190/236)
(UnidadesTerritoriais)*
Baixo Mondego 82 (43,2) 43,2 131 (55,5) 55,5
Baixo Vouga 20 (10,5) 53,7 9(3,8) 59,3
Beira Interior Sul 8 (4,2) 57,9 8 (3,4) 62,7
Cova da Beira 2(1,1) 58,9 - -
Pinhal Litoral 19 (10,0) 68,9 5(2,1) 64,8
Déo LafBes 13 (6,5) 75,8 6 (2,5) 67,4
Oeste 1(0,5) 76,3 - -
Pinhal Int. Norte 31 (16,3) 92,6 73 (30,9) 98,3
Pinhal Int. Sul 1(0,5) 93,2 - -
Médio Tejo 2(11) 94,2 1(0,4) 98,7
Serra da Estrela 11 (5,8) 100,0 3(1,3) 100,0
Zona Habitacional
(Distritos)(N=200/240)
Coimbra 95 (47,5) 475 177 (73,8) 73,8
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Viseu 33 (16,5) 64,0 32 (13,3) 87,1
Aveiro 20 (10,0) 74,0 9(3.8) 90,9
Outros** 52 (26,0) 100,0 22 (9,1) 100,0

Profissao de
risco(N=162/218)

Sim 48 (29,6) 29,6 105(48,2) 48,2)

Nzo 114(70,4) 100,0 113(51,8) 100,0

* Nomenclatura das Unidades Territoriais para fins estatisticos/** “Outros” compreende os distritos de Castelo
Branco, Evora, Braga , Porto e Guarda.

2.2. Métodos

Este estudo envolveu a caracterizacdo ao nivel demogréafico e genotipico de duas
amostras da populacdo portuguesa, caucasiana, da regido centro do pais. Ao nivel
demografico, a sua caracterizacdo teve como base o preenchimento de um inquérito,
realizado por um técnico especializado, apds explicacdo do seu objetivo e para o qual 0s
inquiridos deram total consentimento. Nestes dados estatisticos distinguiram-se dois
grupos: o grupo das caracteristicas socio-demograficas propriamente ditas e o segundo
envolvendo as caracteristicas sécio-demograficas associadas a fatores de risco. Ambas
as populacdes foram caracterizadas ao nivel clinico, tendo como base o quadro clinico

na altura do diagnostico.

Procedemos inicialmente a caraterizacdo da populacdo em termos etarios, sendo
esta, “Idade”, a nossa unica variavel continua em todo o estudo. Como tal, recorremos a
estatistica descritiva, aplicando o Teste de aderéncia & normalidade, Kolmogorov-
Smirnov, avaliando a sua distribuicdo e possivel desvio da normalidade, coeficientes de
Kurtosis (achatamento) e Skweness (simetria) (Anexo A).

A caraterizagéo ao nivel demografico propriamente dito engloba as carateristicas
qgue pouco ou nada dependem do individuo, sdo inatas ou consequéncia de fatores
sociais, da regido ou do pais de referéncia. Neste grupo estdo inseridas o “Género”,
“Intervalos etarios”, “Zona habitacional-NUT’s” (Nomenclatura das Unidades
Territoriais, para fins estatisticos). Fazem parte das carateristicas associadas a fatores de

risco “Profissdo” e “Antecedentes familiares”, “Habitos tabagicos”, “Tempo de
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consumo”, “Abstinéncia tabagica”, “Carga tabagica” (uma) e “Habitos etilicos”. As
carateristicas exclusivamente associadas a doenga, e portanto, exclusivas apenas da
populacdo de doentes formam o “Quadro clinico”, compreendem a “Localizagdo do
tumor”, “Histologia do tumor”, “Bilateralidade”, “Multifocalidade”, “Metastizacao”,
“Estadio”, “Sobrevivéncia” e “Terapéutica citostatica”. Para a populagdo controlo,
dentro do mesmo grupo de caracteristicas (Quadro Clinico), foram abordadas a “Razao

do internamento.

Foram estudados 6 genes, GSTT1, GSTM1, GSTP1, CYP2D6, CYP1A1 (alelos
ml e m2) e NAT2 em ambas as populaces, doentes e controlo. Descritos como
envolvidos nas reacdes de desintoxicacdo, nomeadamente nas fases I e 11 das reacGes de
metabolizacdo, surgem desempenhando um papel controverso no processo da
carcinogénese, longe da consensualidade. Reconhecendo a complexidade deste processo
bem como a acgéo das enzimas metabolizadoras de drogas (DME - “Drug Metabolizing
Enzymes), produtos dos genes acima mencionados, nas reacfes de desintoxicacao,
propusemo-nos a averiguar o seu desempenho em duas amostras da populacdo
portuguesa, ndo s6 com o sentido de determinar a frequéncia destes genes ao nivel da
referida populacdo, contribuindo, deste modo, para a informacéo global ao nivel da raca
caucasiana para estudos futuros, como também contribuir para a consensualidade

relativamente ao seu envolvimento, ou ndo, no processo da carcinogénese quimica.

2.3. Caracterizacdo Genotipica da Populacéo

A metodologia a seguir descrita foi aplicada para ambas as amostras da
populagdo pelo que o texto se limita a referir “populacao”, subentendendo-se que o

tratamento foi comum.

2.3.1. Extraccio de ADN

A colheita de sangue periférico foi realizada nos servicos dos Hospitais da
Universidade de Coimbra, em tubos de 10mL com acido etilenodiaminotetracético
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(EDTA), anti-coagulante, sendo imediatamente congelado a -20°C, para posterior

utilizacéo.

As amostras de sangue congelado foram processadas segundo 0 método descrito

por Miller et al., (1988), “método da ureia”.

Apobs descongelacdo, as amostras foram lavadas com tampdo de lise de
eritrocitos, constituido por PBS 1x, contendo 0,1% de IGEPAL. As misturas foram
deixadas no agitador, durante 10 minutos, no final do qual se centrifugou a 2500 rpm,
durante 20 minutos, numa centrifuga Kubota KN-70. O sobrenadante foi desprezado e o
“pellet” ressuspenso, de novo, em PBS/IGEPAL. As lavagens foram repetidas até a
obtencéo de sobrenadantes limpidos, sem residuos visiveis de hemoglobina. De seguida,
foi adicionado ao “pellet” um tampao de lise constituido por 300mM NaCl, 10 mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7,4 e 7 M ureia. Procedeu-se a ressuspensao até
homogeneizacdo, no final da qual se adicionou SDS a 10%, num volume
correspondente a 1/5 do volume do homogeneizado e deixou-se a incubar durante 8
horas, a 37°C, com agitacdo constante, 100rpm, num Shaker (Forma Orbital Shaker,

Thermo).

As proteinas foram precipitadas por adicdo de uma solucdo 6 mM NaCl, na
proporcao de 1 mL para cada 3,5 mL de amostra. Apds agitacdo vigorosa, procedeu-se a
centrifugacdo, durante 25 min, a 3500 rpm, a temperatura ambiente. Ao sobrenadante
recolhido foi adicionado 2,5 vezes o seu volume em etanol absoluto. O ADN assim
precipitado foi recolhido e lavado com etanol a 70%. O ADN foi dissolvido em 200 puL
de agua bidestilada autoclavada e incubado a 65 °C, durante 30 minutos, para
inactivacdo das RNases. As amostras foram armazenadas a -20°C até serem utilizadas.

2.3.2. Quantificagdo do ADN extraido

A quantificacdo de ADN foi efetuada por espectrofotometria, num

espectrofotometro UV-160 (Shimadzu), através da determinacdo da absorvancia a 260
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nm de uma amostra diluida (1:500) de cada solucdo de ADN. A concentracdo de ADN
final, expressa em ng/ L, foi calculada a partir do produto de 500 (factor de dilui¢do) x
50 (constante de concentracdo para 0 ADN) x DO (260 nm), tendo em conta que neste
comprimento de onda uma solucdo de ADN de concentracdo igual a 50 pg/ mL
apresenta uma DO igual a 1. O grau de pureza das solucbes de ADN foi determinado
atendendo a razdo DO(260)/DO(280). Valores desta razdo compreendidos entre 1,8 e
2,0 foram indicativos de uma amostra de ADN sem contaminagdes quer por RNA quer
por proteinas. Valores inferiores a 1,8 ou superiores a 2,0 foram indicativos de
contaminacdo com fenol e/ou proteinas e com RNA, respetivamente [Sambrook J. et
al.,1989].

2.3.3. PCR

A PCR (“Polimerase Chain Reaction”), a técnica utilizada para a genotipagem

da populacéo, foi inicialmente descrita por Karry Mullis, no final da década de 1980.

Esta técnica permite amplificar enzimaticamente pequenos fragmentos do
genoma. A reacdo consiste em repetidos ciclos de incubacdes, a determinadas
temperaturas, onde dois “primers” de oligonucleotideos hibridam com as cadeias

opostas da sequéncia alvo, ocorrendo a partir deles a extensédo do produto de ADN.

Adicionalmente a esta técnica foi, sempre que possivel, utilizada a técnica de
PCR em tempo real, com 0s mesmos principios subjacentes. A monitorizacdo por
visualizacdo dos graficos de amplificacdo relativos ao aumento de fluorescéncia versus
0 numero de ciclos proporciona, um meio de avaliar a eficiéncia de amplificacdo sob
diferentes condi¢cfes. Assim sendo, o principio subjacente a técnica de PCR em tempo
real pode ser definido como a monitorizagdo do sinal de fluorescéncia emitido, ciclo
apos ciclo, por fragmentos de ADN, onde a quantidade de produto amplificado obtido,
durante a fase de amplificagdo exponencial pode ser utilizado para estabelecer a
quantidade de material inicial.
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2.3.4. Estudo do polimorfismo GSTP1 Ile'®Val

2.3.4.1. PCR-ARMS

O polimorfismo do gene GSTP1 lle'®Val foi caracterizado recorrendo & técnica
de ARMS (Amplification-Refractory Mutation System), inicialmente descrita por
Hemmingsen et al. (2001) a qual consiste na realizacdo de duas PCR independentes,
uma identificando a variante GSTP111e*® (c.313A) e a outra a variante GSTP1 Val '®
(c.313G).Para tal, foi utilizado o mesmo primer proximal e dois primers distais
especificos para cada variante. Associada a estas PCR, foi realizada uma segunda PCR
na mesma mistura de reacdo, permitindo a co-amplificacdo de um segmento da IL18,

correspondendo ao controlo interno da amplificacdo (Tabela 2.3)

Tabela 2.3 - Tabela relativa aos primers utilizados para o estudo do polimorfismo do
gene GSTP1 Ile*®Val., sua sequéncia e pares de bases (pb) do fragmento resultante.

Gene pb Primers

Proximal: 5 CCA ATA GGA ATGATT ATTCCGCA 3
Interleucina 18 446
Distal: 5" AGG AGG GCA AAATGC ACT GG &

Proximal: 5 GTG TCA GGT GAGCTCTG 3
GSTP 1 275 Distal: 5 GGT GTA GAT GAG GGA GAT 3

Distal: 5 GGT GTA GAT GAG GGAGAC 3

Cada mistura de reacdo, para um volume de 25 uL, continha cerca de 200 ng de
ADN, 2,0 mM de MgCl,, 200 uM de dNTP's, 0,25 uM de mistura de primers, tampéo
de reacdo (1X) e 1 unidade de Tag DNA polimerase. Foi utilizado um termociclador
“My cycler” da Biorad, sendo a reacdo de PCR constituida, apdés uma desnaturagao
inicial de 10 minutos, a 95 °C, por 35 ciclos com trés etapas cada: a primeira etapa
relativa a desnaturacdo da molécula de ADN, ocorre em 30 segundos a 94 °C, a segunda

etapa correspondente ao “annealing” dos “primers”, em 40 segundos a 58 °C e por fim a
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terceira etapa, relativa a extensdo dos primers, ocorre em um minuto, a 72 °C. A reacédo

termina com uma extensdo a 72 °C, durante cinco minutos.

O produto amplificado foi isolado por electroforese, fazendo correr 7,5 pL de
cada amostra com 1,5 pL de Loading Buffer, numa tina de electroforese horizontal, em
gel de agarose a 2,5% (p/v) com brometo de etidio (10 mg/mL), em tampao TAE (Tris-
Acetato-EDTA), com 80 a 90 volts de diferenca de potencial e visualizado num
transiluminador UV (modelo TM; 220 V; 50 Hz; 90 A; Vilber Lourmat). Para a
avaliacdo e confirmagdo do peso molecular das bandas obtidas utilizou-se como
marcador de peso molecular ® X 174 RF DNA digerido pela enzima de restricdo Hae
I11 (Invitrogen; 0,1 pg/pL).

2.3.4.2. PCR em tempo real

Esta técnica foi utilizada para o estudo do polimorfismo do gene GSTP1 Ile %°
Val, em paralelo com a “PCR Arms”, o que permitiu confirmar os resultados obtidos,
pela primeira. Foram utilizadas sondas TagMan, especificas para a sequéncia que
pretendiamos estudar. A principal vantagem da utilizacao deste tipo de sondas reside no
facto delas possuirem elevada especificidade, com uma razdo sinal/ruido elevada e
capacidade para realizar reagdes multiplex. Estas sondas possuem, para além da
sequéncia complementar ao fragmento de ADN que pretendemos amplificar, uma
molécula que emite fluorescéncia e que se encontra ligada ao terminal 5°, designada por
“Reporter”, ¢ uma segunda molécula que inibe a emissdo dessa fluorescéncia, o
“Quencher”, ligada ao terminal 3. Recorrendo da actividade 5° como exonuclease da
Tth polimerase, durante as etapas de “annealing”/ polimerizagdo, a sonda hibrida com o
fragmento de ADN complementar ocorrendo a quebra da ligacdo do “Reporter”. Esta
quebra de ligacdo faz com que esta molécula se separe da sonda, deixe de estar sob
influéncia do “Quencher” ¢ emita fluorescéncia. O sinal emitido ¢ proporcional a
guantidade de produto amplificado na amostra (Figura 2.1) [Real-time PCR.

Applications guide].
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Figura 2.1- Discriminacdo alélica do GSTP1*lle/Val por PCR em tempo real: na
amostra com marcacdo a verde a fluorescéncia ocorre na presenca da sonda VIC,
identificando a homozigotia para o alelo GSTP'®lle, na amostra marcada a azul ocorre
fluorescéncia na presenca da sonda FAM, correspondendo a homozigotia para o alelo
GSTP'®Val ( A-heterozigoto 1le*®Val; B- homozigoto Val'®Val) {[Fonte: Michele
Horta, 2010].

Para esta analise foi utilizado o kit da Applied Biosystem (TagManR
Genotyping Master Mix), com uma sonda marcada com FAM relativa ao alelo
GSTP1105 Ile e uma sonda marcada com VIC para o alelo GSTP1105Val . A mistura
de reaccdo, para um volume final de 10 pL, continha 200nM de ADN, 1x Master Mix
(IQ"™ supermix, Biorad) e 1X Master Mix (TagMan® Applied Biosystems). Apds uma
desnaturacdo inicial de 10 minutos, a 95°C, as amostras foram submetidas a 40 ciclos,
com duas etapas por ciclo, 15 seg a 92°C e 1 min a 60°C, respectivamente. Foi utilizado

um MiniOpticon Mjmin Personal Thermal Cycler Biorad
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2.3.4.3. Sequenciacao dos produtos amplificados

Com o intuito de confirmar os resultados da diferenciacdo alélica relativa ao
gene GSTP1 1le'®Val, para as duas técnicas acima descritas, procedemos a sua

sequenciacao automatica num sequenciador AbiPrism 3130 Genetic Analyser.

A preparacdo das amostras para sequenciacao envolveu trés passos: purificacdo
do produto de PCR utilizando um Kit da Jet Quick PCR Product Purifications Spin Kit /
250 (Genome), uma PCR de sequenciacgéo seguida de uma nova purificagéo, utilizando
um kit da GE Healthcare 1000 Purifications llustra™. A mistura de PCR para
sequenciacdo, com 20uL de volume final, continha 14 pL de agua, 2 puL de tampédo
(Applied Biosystem) 2 pL de terminadores (Applied Biosystem), 1 uL de ADN e 1 pL

de cada primer da sequenciagéo.

Foram utilizados os mesmos pares de primers para primeira PCR e para a PCR
de sequenciacdo, tendo sido desenhados recorrendo ao programa Beacon Designer,
Premier Biosoft International (Tabela 2.4) A sequéncia do gene GSTP1 corresponde ao
“acess number NT 167190.1.

Tabela 2.4- Sequéncia dos primers utilizados na sequenciac¢ao do fragmento amplificado
relativo ao gene GSTP1 (R=Reverse; F= Forward)

Identificacdo do Primer Sequéncia
GSTP1 R 5 TGT GGC AGT CTC TCATCC 3
GSTP1 F 5 GCAGGTTGT GTCTTG TCC 3

2.3.5. Estudo do polimorfismo dos genes GSTT1 e GSTM1

O estudo relativo a estes dois genes foi realizado segundo protocolo descrito por
Fatih Okeu et al., (2004). A presenca ou auséncia destes dois genes foi detetada por
PCR multiplex, consistindo na sua analise em simultaneo, para uma mesma reagdo de

amplificagdo. O método permite identificar os individuos homozigéticos para a
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deleccdo, GSTM1*0/*0 ou GSTT1*0/*0, a qual resulta na auséncia de amplificacdo do
segmento especifico muito embora ocorra a amplificacdio do segmento do gene -
globina. No entanto, ndo permite a distin¢do entre homozig6ticos e heterozigéticos para

a presenca do gene.

Na mesma mistura de reacdo foram amplificados trés segmentos: um segmento
de 215 pb do gene GSTM1, um fragmento de 480 pb do gene GSTT1 e um segmento de
268 pb do gene da B-globina, o controlo positivo da reagdo (Figura 2.2). As sequéncias
dos primers utilizados s&o apresentadas na Tabela 2.5.

Tabela 2.5- Genes, sequéncia dos primers utilizados na PCR Multiplex e tamanho dos
fragmentos amplificados (pb)

Gene pb Sequéncia

P B-glo F: 5" GAA GAG CCAAGG ACAGGTAC3

B-globina 268
PB-gloR: 5 CAACTTCATCCACGTTCACC3I
PGSTM1F: 5 GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC3
GSTM1 215
PGSTM1R: 5 GTT GGG CTC AAATATACGGTGG 3’
PGSTT1F. 5 TTCCTTACT GGTCCTCACATCTC3
GSTT1 480

PGSTT1R: 5 TCACCG GAT CATGGCCAGCA3

A amplificagdo foi realizada num termociclador “My cycler” da Biorad para um
volume final de 25ul, utilizando-se 200ng de DNA, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de
dNTPs, 0,25 puM de primers, DMSO a 5%, tampdo da enzima 1x e 1 unidade de Taq
DNA polimerase. O programa de PCR envolveu a desnaturagéo inicial durante 5 min., a
95°C, seguida de 35 ciclos com as seguintes etapas: 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 58°C
(hibridagdo dos primers) e 1 minuto a 72°C, para a extensdo da polimerizagéo.

Adicionalmente, procedemos a uma fase final da extenséo, durante 5 minutos, a 72°C.
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pglobina
GSTM1

Figura 2.2 - A-Identificacdo do polimorfismo GSTP1 Ile*®Val por ARMS. Par 1 e par 2
sdo homozigdticos GG; par 3 individuo homozigético AA e par 4 individuo
heterozigoético. Pa- PCR com primer distal A; Pg- PCR com primer distal G. B-
Imagem de um gene de agarose permitindo a genotipagem dos genes GSTM1 e GSTT1
por PCR Multiplex.1 e 3 GSTM1 e GSTTL1 positivos (homozigébticos ou heterozigoticos
para a presenca dos genes); 2 e 5 GSTM1 negativos (homozig6ticos para a delec¢édo); 4
GSTT1 negativo (homozigotico para a deleccao) [Fonte: Michele Horta, 2010].

2.3.6. Estudo do polimorfismo do gene CYP2D6

A técnica utilizada para avaliacdo deste gene na populagdo foi inicialmente
descrita por Gough et al., (1990). Esta, PCR-RFLP (“ PCR-Restriction Fragment
Length Polymorphism”) permite identificar e classificar o genotipo para o referido gene,
apos amplificacdo e digestdo de um fragmento da molécula de DNA com uma enzima
de restri¢ao, cujo local de reconhecimento contém o “SNP” (“Single Nucleotide
Polymorphism”). Para este gene, o fragmento amplificado possui 334 pb, cujos
“primers” utilizados na reagdo de polimerizacdo em cadeia, para detecdo da transicao

G—A, na jungdo do intrdo 3 com o exdo 4 estdo identificados no Tabela 2.6.
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Tabela 2.6 - Sequéncia dos “primers” utilizados na identificagdo do polimorfismo do
gene CYP2D6.

Designacdo do primer Sequéncia
Primer forward 5°GCT TCG CCA ACCACTCCG 3
Primer reverse 5AAATCCTGCTCTTC CGAGGC 3

A reacdo de PCR envolveu um primeiro passo de desnaturacdo da molécula de
DNA a 96°C, durante 10 minutos, seguindo-se um total de 30 ciclos, em que cada ciclo
consistiu em trés passos. O primeiro, 1 minuto, a 94°C, o segundo, 30 segundos, a 60°C
(hibridacao dos “primers”™) e o terceiro, 1 minuto, a 72°C (extensdo da polimerizagdo).
Procedemos a uma fase final da extensdo, durante 5 minutos, a 72°C. Para um volume
final da mistura de reacdo de 50 pL por tubo, foram utilizados 60 ng de DNA, Tampé&o
de reacdo da enzima Tag DNA polimerase 1x, 1,5 mM MgCl,, 200 uM de dNTPs, 0,25
UM de primers, DMSO a 5% e 1 unidade de Taq DNA polimerase (Stratagene).

O controlo da amplificacdo foi realizado por electroforese em gel de agarose.
Apbs confirmacdo da amplificacdo do fragmento de 334 pb, procedeu-se a sua digestao
com a enzima de restricdo BstN1 (BioLabs). Esta enzima reconhece e cliva sequéncias

de 5 pares de bases com a seguinte ordem (Promega).

A
5 CC/ITGG 3
3" GGA/CC S5

T

Esta capacidade enzimética permite identificar trés genétipos possiveis para a

transicdo estudada. A 20 pL de cada mistura de reacdo de PCR, foram adicionados 1/10
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do volume total de tampdo de restricdo (1XNEBuffer 2: 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HClI,
10 mM MgCl,, 1 mM DTT,(pH7,9), 100 pg/mL BSA) (BioLabs), 1 U de BstN | e
dH,0 até um volume final de 30 pL.

As misturas de digestdo foram incubadas durante a noite, num banho
termostatico, a temperatura de 60°C. A enzima de restricdo BstN1 digere o fragmento

amplificado em dois fragmentos de 230pb e de 104 pb.

A visualizacdo dos fragmentos apds digestdo foi feita através da realizacdo de
uma eletroforese em tina vertical (Vertical Slab Gel Unit-Model SE400, Hoefer
Scientific Instruments), em gel de acrilamida a 5%, em tampé&o TBE (10x: 0,89 M Tris-
borato, 0,02 M EDTA, pH 8,0). O gel de acrilamida foi preparado adicionando-se 8,3
mL de 30% acrilamida (acrilamida-bisacrilamida, 29:1) a 35,65 mL de dH,O e 5 mL de
10x TBE. Por fim, foi adicionada a esta mistura 1,05 mL de 10% APS e 17,5 uL de
TEMED.

Como marcador molecular foi utilizado ® X 174 RF DNA digerido pela enzima
de restricdo Hae Il (Invitrogen; 0,1 pg/uL). Em cada pogo foi colocada uma mistura de
digestdo com 6 pL de “loading buffer IV”. A eletroforese foi deixada a correr a ~120V,
durante cerca de 2 horas, até a frente de migragado, constituida pelas bandas de “loading
buffer IV”, terem atingido 3/4 do gel. Para visualizacdo das bandas de DNA, o gel foi
corado com uma solucdo de (0,5 pg/mL) de brometo de etidio em tampdo 1X TBE,
durante cerca de 30 minutos. As bandas foram visualizadas num transiluminador de UV
(Transiluminador UUB, modelo TM; 220V; 50 Hz; 90 A; Vilber Lourmat) e os géis

fotografados utilizando uma cadmara Polaroid para registo e analise (Figura 2.3).



59

Figura 2.3- Gel de acrilamida apds digestdo do
fragmento de 334 pb de CYP2D6 com a enzima
de restricdo BstN1: 1- individuo heterozig6tico
(G/A); 2,3,5-individuos homozigéticos (G/G); 4-
individuo homozigotico para alelo raro (A/A)

2.3.7. Estudo do polimorfismo do gene CYP1A1 (alelos CYP1A1*2A e
CYP1A1*2C)

Os polimorfismos do gene CYP1A1 relativos aos alelos CYP1A1*2A (transi¢ao
T6235C) e CYP1A1*2C (transicdo A4889G) foram analisados por PCR RFLP, segundo

técnicas descritas por Nakachi et al. (1991) e Hayashi et al. (1991), respetivamente.

Para o polimorfismo do alelo CYP1A1*2A, a reacdo de PCR envolveu um
primeiro passo de desnaturagdo da molécula de DNA a 94°C, durante 5 minutos,
seguindo-se um total de 30 ciclos, em que cada ciclo consistiu em trés passos. O
primeiro, 30 segundos, a 94°C, o segundo, 1 minuto, a 62°C (hibridagdo dos “primers”)
e o terceiro, 1 minuto, a 72°C (extensdo da polimerizagéo). Procedemos a uma fase final

da extensdo, durante 5 minutos, a 72°C. Para um volume final da mistura de reacédo de
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50 pL por tubo, foram utilizados 200 ng de DNA, Tampéo de reagdo da enzima Taq
DNA polimerase 1x, 1,5 mM MgCl,, 200 uM de dNTPs, 0,20 uM de “primers”, DMSO
a 5% e 1 unidade de Tag DNA polimerase (Bioline) (Tabela 2.7).

Tabela 2.7 - Sequéncia dos “primers” utilizados na identificagdo do
polimorfismo do gene CYP1Al,alelos CYP1A1*2A e CYP1A1*2C.

Alelo Primer Sequéncia
Primer forward 5 TAG GAG TCT TGT CTC ATGCCT 3’
CYP1A1*2A
Primer reverse 5" CAG TGA AGA GGT GTAGCCGCT 3
Primer forward 5'CAG ACC AGG TAG ACA GAG 3°
CYP1A1*2C
Primer reverse 5GTCCACCCTCTTAAGCTCTZ

Os produtos PCR foram visualizados num transiluminador UV apos eletroforese
em gel de agarose a 1% com brometo de etidio. Apds confirmacao dos fragmentos (340
pb) amplificados procedeu-se a digestdo dos mesmos através da enzima de restricdo
Mspl (Amersham) que, na presenca do polimorfismo T6235C digere o fragmento
amplificado em dois fragmentos de 200pb e de 140 pb. A forma T6235 corresponde a
auséncia de local de restricdo. Esta enzima reconhece e cliva sequéncias de 4 pares de

bases com a seguinte ordem [Amersham Bio]:

5CCGGY

3'GGCCY

A mistura de digestdo, volume total 15 pL, contendo 5 puL do produto de PCR,
tampéo de enzima 1X, 3 U Mspl, foi deixada durante a noite a 37°C. Os fragmentos
digeridos foram visualizados ap0s fazer correr as misturas de digestdo numa tina de
eletroforese vertical, em gel de acrilamida e tampdo TBE 1X, posteriormente corado

com brometo de etidio.
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Para identificacdo do polimorfismo do alelo CYP1A1*2C foi utilizado um
volume de mistura de reacdo, para PCR, de 50 pL constituida por 200ng de DNA,
tampé&o de reagdo da enzima Taq DNA polimerase 1x, 1,5 mM MgCl,, 200 uM de
dNTPs, 0,20 uM de “primers”, DMSO a 5% e 1 unidade de Tag DNA polimerase
(Bioline). A reacdo de PCR foi idéntica a descrita para o alelo CYP1A1*2A, com a Unica
variante relativa a temperatura de “annealling” dos primers, cujo valor para o alelo
CYP1A1*2C foi de 61°C. Os produtos PCR foram visualizados num transiluminador
UV apds eletroforese em gel de agarose a 1%, com brometo de etidio. Apos
confirmacéo da amplificacdo do fragmento (350 pb), este foi digerido com a enzima de

restricdo BsrDI (GibcoBRL), com a seguinte sequéncia de restricdo [GibcoBRL]:

5 GCAATGNN" 3

3" CGTTAC-NN 5

A mistura de digestdo continha, para um volume final de 15 pL, 5 puL de produto
PCR, tamp&o de enzima 1X e 4U de BsrDI. Foi deixado a digerir durante a noite a 65°C.
A enzima de restri¢cdo BsrDlI, digere o fragmento de 350 pb em dois de 232 pb e 128

pb. A forma A4889 corresponde ao local de restricdo da enzima BsrDI (Figura 2.4).



62

350pb

340pb

232pb
200pb

118pb

140pb

Figura 2.4 - Gel de acrilamida ap6s digestdo dos fragmentos amplificados de CYP1Al
com as enzimas de restricido Mspl e BsrD1, permitindo identificar os alelos
CYP1A1*2A e CYP1A*2C. A- Padrdo de digestdo para CYP1A1*2A: 1-homozigético
(T/T); 2-homozigotico (C/C) (alelo raro); 3-heterozigético (T/C) / B- Padrdo de digestao
para CYP1A1*2C: 1- homozigotico (A/A); 2- heterozigoético (A/G); 3- homozig6tico
(G/G) (alelo raro) (Fonte: Mota et al., 2010).

2.3.8. Estudo dos polimorfismos do gene NAT?2

A anélise dos polimorfismos do gene NAT2 foi realizada segundo o método
descrito por Smith et al., (1997), utilizando a técnica de PCR RFLP.

Foi realizada uma reagdo de PCR para amplificar um fragmento de 547 pb, o
qual contém os locais de restricdo de 4 enzimas distintas, com as quais e possivel
reconhecer as mutacdes (SNP) nas posicoes C481T, A803G, G590A e G857A. O

bandeamento eletroforético produzido apds digestdo individual com as enzimas de
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restricdo Kpnl, Dde I, Tag | e BamHI permitiu avaliar e classificar o genoma das

populagdes estudadas (Tabelas 2.8 e 2.9).

A mistura para a reagdo de PCR, com um volume de 100 pL por cada amostra
de DNA, continha 200 ng DNA, tampé&o da enzima Tag DNA polimerase 1X( 15 mM
MgCl,, 500 mM KCI, 100mM Tris-HCI, pH8,4), 200 uM de dNTPs, 0,25 uM de
“primers”, DMSO a 5% e 1 unidade de Taq DNA polimerase (Bioline). A reacdo de
PCR envolveu um primeiro passo de desnaturagdo da molécula de DNA a 94°C, durante
5 minutos, seguindo-se um total de 35 ciclos, cada ciclo consistindo em trés passos, o
primeiro, 30 segundos, a 94°C, o segundo, 1 minuto, a 62°C (hibrida¢do dos “primers”)
e o terceiro, 1 minuto, a 72°C (extensédo da polimerizagédo). Procedemos a uma fase final
da extensdo, durante 5 minutos, a 72°C. Ap6s amplificagdo, esta foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose (descrito em “Material e métodos-2.3.6.”).

Tabela 2.8 - Sequéncia dos “primers” utilizados na identificagdo dos polimorfismos do
gene NAT2.

Designagéo do primer Sequéncia

Primer forward (entre 367 e 386

. 5 GCT GGG TCT GGA AGCTCCTC 3
nucleotideos)

Primer reverse (entre 892 e 913

. 5TTG GGT GAT ACATAC ACAAGGG 3
nucleotideos)

Apbs confirmacdo da amplificacdo, foram retirados 20 pL aos quais foram
adicionados tampé&o de reacdo da enzima e 3 U de enzima, para um volume final de 25
pL. A mistura foi submetida a digestdo durante a noite, num banho termostético a 65°C

para a enzima de restricdo Taq | e a 37°C para as restantes enzimas.
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Tabela 2.9 - Caraterizacdo das enzimas utilizadas no estudo dos polimorfismos do gene

NAT2.
. - Local de Alelos
Enzima de restricdo reconhecimento SNP identificados
5GGTACIC 3’
Kpnl (Invitrogene) C481T *4/*5A/*5B
3 CICATGG 5’
5TICGA ¥
Taql (Invitrogene) G590A *4/*6
3AGCITY
5 C|ITNAG 3’
Ddel (Invitrogene) A803G *4[*5A/*5C
3'GANTIC 5’
5G|GATCC 3
BamHZ1(Amersham) G857A *A*7
3 CCTAG|IG Y

A visualizacdo dos fragmentos digeridos foi realizada em tina de eletroferese

vertical, em gel de acrilamida 8% e tampdo TBE 1X, de acordo com método ja descrito

em “Material e métodos 2.3.6” (Figura 2.5).
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<4— 547pb
490pb
B «—— 547ob
<—  433pb
<+— 114pb
<+— 57pb
C D
1 2 3 4 5
1 2 3 4 5
<— 345pb
222pb
<4—— 170pb bl €——  345pb
< ‘
155ph

<+— 137pb
< 114pb

Figura 2.5. Padrdo de digestdo do gene NAT2, apo6s digestdo com as enzimas de
restricdo Bam H1 (A), Kpnl (B), Taql (C) e Ddel (D). A-Digestdo com BamH1,
identifica G857A: 1, 3 , 4- individuos heterozigoticos (G/A); 2, 5- individuos
homozigoticos (G/G); B- Digestdo com Kpnl, identifica C481T: 1,5- individuos
homozigdticos (T/T), 2,4- individuos heterozigoticos (C/T), 3-individuos homozigoticos
(C/C); C- Digestdo com Tagl, identifica G590A: 1 individuo homozigético (A/A), 2,4-
individuos heterozigdticos (G/A), 3,5-individuos homozigoticos (G/G); D- Digestao
com Ddel, identifica A803G:1,4- individuos homozigoticos (A/A); 3 individuo
heterozig6tico (A/G); 2, 5- individuos homozigéticos (G/G).
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2.4. Analise histoquimica do gene supressor tumoral TP53

O estudo imunohistoquimico foi realizado em amostras de tecido parafinado
proveniente de biopsias ou de pecas cirargicas. A coloracdo imunohistoquimica foi
realizada com Bond Polymer Refine Detection™ (DS9800; Leica Biosystems,
Newcastle Ltd, United Kingdom) de acordo com as instru¢cbes do fabricante em
BondMax. Inicialmente, foram aplicados as amostras os anticorpos para TP53 (clone
DO-7; DakoCytomation, Glostrup, Denmark) numa diluicdo de 1:100 e o anticorpo
TP53 Ab-1 (clone Pab 240; Thermo Scientific, Fremont, CA) numa diluicdo de
4ug/mL, ambos durante 30 minutos, & temperatura ambiente [Mogi A. et al., 2011].
Paralelamente, foram utilizados controlos positivos e negativos da reacdo. A intensidade
da coloracéo foi classificada de modo semi-quantitativo numa escala de quatro (0, 1+,
2+, 3+) considerando 1-positividade focal; 2-positividade média; 3- positividade
moderada, 4- positividade intensa. A percentagem de células coradas foi também
registada. O resultado final foi obtido multiplicando a intensidade pela percentagem de
células com expressdo imunohistoquimica e o valor considerado significativo foi de

10% de células positivas por lamina (Figura 2.6).

Figura 2.6 - Coloracéo por imunohistoquimica, com TP53 Ab-1 positivo (200x), de um
carcinoma pleomorfico.
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2.5. Analise Estatistica

O inquérito realizado as duas amostras da populacdo foi construido numa
reunido da equipa médica do Servico de Pneumologia, dos HUC, com base na sua
experiéncia clinica e em estudos prévios realizados no laboratério da Unidade de
Genética Médica e publicados em anteriores trabalhos [Mota, P.et al 1995]. O
questionario abrange alguns itens sobre dados demograficos, socio-econdémicos, habitos
tabagicos, razdes do internamento, caracterizacao do tipo de cancro diagnosticado, entre
outras, permitindo desta forma obter a maior informacdo possivel sobre as amostras

analisadas.

O estudo estatistico foi realizado com apoio informatico utilizando o programa
IBM-SPSS, versédo 20 (Windows 2003).

Foi avaliada a distribuicdo da populacdo, na globalidade e por grupos, para a
varidvel idades recorrendo ao teste paramétrico de aderéncia a normalidade

Kolmogorov-Smirnov, com a correccao de Lilliefors [Pestana e Gageiro, 2008].

Foram aplicados testes ndo paramétricos em variaveis categoriais, para amostras
independentes, nomeadamente o teste da Binomial, o teste de aderéncia ao Qui-

Quadrado e o teste do “racio dos produtos cruzados” (OR).

O teste da Binomial foi aplicado em variaveis dicotomicas, para testar a
equiparticdo das categorias dessas mesmas variaveis. Em varidveis categorizadas foi
aplicado o teste de aderéncia do Qui-Quadrado ou como extensédo do teste da Binomial.
Este teste compara as frequéncias esperadas com as que se esperariam obter no universo
de estudo, ndo sendo aplicavel quando existe alguma célula com frequéncia esperada
inferior a 1 ou quando mais do que 20% das células possuem frequéncias esperadas

inferiores a 5.

Para avaliar a associa¢ao entre as variaveis procedemos a aplicacdo do teste de
independéncia do Qui-Quadrado. A negacdo da hipdtese nula, valores de Sig. inferiores
a 0,05, permite assumir uma associacdo entre as varidveis analisadas, ou seja, negar a
sua independéncia. Eventualmente, em tabelas de dupla entrada (2x2), quando as
frequéncias esperadas de uma ou mais células foram inferiores a 5, recorreu-se ao teste

exato de Fisher ou o teste de Monte Carlo, por analise iterativa. O teste OR, mede a
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associacdo entre duas variaveis nominais, em que uma das variaveis, designada por
factor, é de ocorréncia anterior a outra, designada por acontecimento [Pestana e
Gageiro, 2008]. Este foi aplicado sempre que, em tabelas de dupla entrada (2x2), a

associacdo revelou-se estatisticamente significativa (Sig. <0,05).

Para determinar este grau de associacdo entre as variaveis, procedemos a

aplicacdo da andlise por regressao logistica.

Por concatenacgdo, determinamos qual a combinacdo ou sequéncias de gendtipos,
dos diversos genes estudados, prevalentes nas populacfes ou subpopulacdes e dentro de
cada carateristica estudada. Os genes ou alelos concatenados foram avaliados para as
carateristicas cuja associagdo com 0s Qendtipos se revelou estatisticamente

significativa..

Para avaliar a contribuicdo de cada carateristica para o “perfil do doente com
cancro do pulmio”, procedemos a aplicacdo da andlise por regressdo logistica. Esta
permitiu definir quais as variaveis que possivelmente estdo envolvidas na definicdo do

referido perfil.



Capitulo 111

69

RESULTADOS



70



71

3. Resultados

3.1. Caracterizacao da populacéo doente e da populacéo controlo

O presente estudo foi realizado em contexto hospitalar, no Servico de
Pneumologia do Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra, em portugueses
caucasianos, divididos em dois grupos: populagdo de doentes (N=200), com diagnéstico
de cancro do pulmdo e populacdo controlo (N=247), sem diagnostico de cancro do
pulmdo, embora estivessem a receber tratamento no mesmo departamento hospitalar

devido a outras doencas do foro respiratorio.

Na impossibilidade de a equipa de investigagdo conseguir obter uma amostra
controlo populacional aleatoria, foi escolhida uma amostra controlo hospitalar,
reconhecendo-se, contudo, a eventualidade de ocorréncia de um enviesamento de

Berkson ou hospitalar.

Foram avaliadas carateristicas demogréaficas, como sejam a idade e 0 sexo e
carateristicas demograficas associadas a fatores de risco, tais como a existéncia de
profissdo de risco, habitos tabagicos, carga tabagica, cessacdo tabagica, consumo de
alcool e antecedentes familiares (Tabela 3.1). Quando avaliadas as distribuicbes das
populacbes nas diferentes categorias das variaveis demograficas ou de risco, as
percentagens consideradas remetem para a populacdo analisada enquanto que quando
analisadas as variaveis clinicas as percentagens apresentadas dizem respeito a

distribuicdo da populacéo pelas categorias da referida variavel.

No presente estudo, a carateristica idade foi agrupada em intervalos etarios com
amplitude de 10 anos, com excecdo para os intervalos correspondentes aos extremos da
variavel continua aos quais corresponde uma amplitude de 11 anos. A metodologia
aplicada teve em consideracgdo o estudo realizado com a varidvel continua idade, a qual
revelou uma prevaléncia da populacdo de doentes para faixas etarias abaixo dos 66
anos, ( n=119; 59,5%), enquanto que para a populacdo controlo, a prevaléncia ocorreu

acima dos 67 anos (n=161; 65,2%) (Pop. doentes (médiat desvio padrdo):



72

63,06+10,170 anos; Pop. Controlo (médiat+ desvio padrdo): 70,92+11,24 anos;tabela
A.4, Anexo A) (Tabela 3.1). Uma maior estratificacdo da populacdo implicaria a
inclusdo de um ndmero reduzido de individuos por intervalo, condicionando a aplicagdo
dos testes estatisticos ndo paramétricos, nomeadamente o yx°. A distribuicio etaria
adoptada revela uma associacdo estatisticamente significativa entre a populacdo de

doentes e os intervalos etarios (3°= 56,623; Sig<0,001).

As carateristicas sexo, profissdo de risco, historia familiar, habitos tabagicos,
cessacdo tabagica e habitos alcodlicos revelaram-se estatisticamente significativas para
a caraterizacdo das populages, evidenciando uma associagdo entre estas e a populagéo
de doentes (sexo: ¥* = 6,559; Sig= 0,010; profissao de risco: ¥* = 13,275; Sig<0,001,
histéria familiar: x> = 39,05; Sig<0,001; habitos tabagicos: y* = 29,582; Sig<0,001;
cessaco tabagica: y° = 30,635; Sig<0,001; consumo de &lcool: ¥* = 10,056; Sig=0,002,
Tabela 3.1). Por avaliagdo do odds ratio (OR), verificou-se que os individuos da
populagéo de doentes, quando do sexo masculino, possuem um risco 1,7 vezes superior,
relativamente aos do sexo feminino. Relativamente a profissdo de risco, a populacdo
controlo revelou ter um maior nimero de individuos com profissées consideradas de
risco pela “Internacional Agency for Research on Cancer” (IARC), sendo associadas a
esta populacdo um risco 2,21 vezes superior. Por outro lado, a presenca de familiares
em primeiro grau com alguma forma de cancro parece conferir um aumento de
suscetibilidade para o desenvolvimento de neoplasia pulmonar de 5,34 vezes. O
periodo cessacdo tabagica, os habitos tabagicos e o consumo elevado de élcool, fora das
refeicBes revelaram-se fatores importantes neste estudo de associacdo. As duas ultimas
carateristicas conferem, respetivamente, um risco aumentado de 2,897 e 1,903 vezes

para esta doenca (Tabela 3.1).

Por estratificacdo da populacdo relativamente aos habitos tabagicos, no grupo
dos fumadores, o consumo de &lcool confere um aumento do risco de 4,5 vezes,
enquanto que no grupo dos ndo fumadores esta mesma associa¢do ndo € significativa
(Subpopulacdo com hébitos tabagicos e habitos alcoolicos: y* = 23,576;
Sig<0,001;Subpopulacdo sem hébitos tabagicos e com hébitos alcodlicos: ¥ = 4,937;
Sig=0,087).
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Ainda relativamente aos hébitos tabagicos, o teste x* ndo revelou uma associacao
estatisticamente significativa entre a carga tabagica e a populacdo de doentes (y° =

5,616; Sig=0,123) bem como entre esta e o tempo de consumo (x> = 1,022; Sig=0,796).

Foi realizado um estudo, estratificando a populacdo em funcdo da carga
tabagica, pretendendo avaliar o comportamento das duas populagdes, relativamente a
intensidade do consumo. Ambas as populages possuem um comportamento semelhante
quando considerado o tempo de consumo para cada categoria da variavel carga tabagica
(<5 uma: y*(T. Exato Fisher)= 0,467,Sig= 1,00/ [5,20[uma: ¥*(T. Exato Fisher)=
0,774,Sig= 0,679/ [20;50[uma: y*(T. Exato Fisher)= 0,213, Sig= 0,899/ >50 uma:
v*(T. Exato Fisher)= 1,566, Sig= 0,457).

A aplicagdo do teste de aderéncia do y?, por forma a avaliar a uniformidade da
distribuicdo da populacdo de doentes pelas categorias das varidveis carga tabagica e
tempo de consumo, relativamente a distribuicdo encontrada para a populacdo controlo,
permitiu confirmar a uniformidade das distribui¢bes entre as duas populacbes (Carga
tabagica: xzz 13,028; sig=0,054; Tempo de consumo: XZZ 2,265; sig=0,519). Foi ainda
realizado outro estudo para avaliar a distribuicdo da carga tabagica pelos diferentes
intervalos etarios e foram comparados os resultados entre as duas populagdes por
aplicagio do teste de 3. Os valores de x* encontrados para cada estrato etario confirmou
a auséncia de associagdo ente esta carateristica e a populacdo de doentes ([36; 56[ anos:
¥*= 3,26, Sig= 0,353/ [57;66[ anos: y*= 5,172, Sig= 0,160/ [67;76[anos: x’= 4,723, Sig=
0,193/ [77; 97] anos: x*= 2,765, Sig= 0,429).
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Tabela 3.1 Avaliacdo das carateristicas associadas a fatores de risco nas duas

populagdes, doente e controlo.

Doentes

Controlo

Carateristicas Numero de casos Numero de casos ¥* (sig) Odds Ratio
(%) (%) [IC]
Intervalos Etarios (anos)
[36;56] 54 (27,0) 26 (10,5) 56.623
[57;66] 65 (32,5) 60 (24,3) (<0’001) -
[67;76] 68(34,0) 79 (32,0) ’
[77;97] 13 (6,5) 82 (33,2)
Xto; 63,06+£10,17 70,92+11,24
AA (Ampl. Amostral) [ 36;87] [40;97]
Sexo
Masculino 149 (74,5) 156 (63,2) 6,559 1,704
Feminino 51(25,5) 91 (36,8) (0,010) [1.13;5,67]
Profisséo de risco
Sem risco 114 (70,4) 113 (51,8) 13,275 2,21
Com risco 48 (29,6) 105 (48.2) (<0,001)  [1.44:339]
Historia Familiar
Sim 58 (31,2) 19 (7,2) 39,05 5,34
Né&o 128 (68,8) 224(92,2) (<0,001)  [3,05;9,37]
Hébitos Tabagicos
Sim 131(65,5) 97(39,6) 29,582 2,897
Né&o 69(34,5) 148(60,4) (<0,001) [1,97:4,27]
Carga Tabéagica -
<5 uma 5(4,0) 3(3,2) 5616
[5;20[ uma 7 (5,5) 6 (6,2) (0’123)
[20;50[uma 44 (34,9) 48 (50,0) ’
>50 uma 70 (55,6) 39 (40,6)
Tempo de consumo
<30anos 29(23,4) 19(20,7)
[30;40[ 39(31,5) 26(28,3) 1,022 i
[40;50[ 35(28,2) 27(29,3) (0,796)
>50an0s 21(16,9) 20(21,7)
Cessacao Tabégica
<lano 79 (69,3) 31 (28.4) 30,635
[1;15] 22 (19,3) 46 (42,2) (<0,001) -
>15 anos 13 (11,4) 32 (29,4)
Habitos alcoolicos
Sim 120 (65,9) 118 (50,4) 10,056 1.903
Néo 62 (34,1) 116 (49,6) (0,002) [1,21;2,84]
Fumadores
Consumo de Sim 95 (82,6) 47 (51,1) 23.576 4.5
Alcool Néo 20 (17.4) 45 (48,9) (<0,001)  [2,428,56]
N&o Fumadores
Consumo de Sim 25 (37,3) 70 (50,0) 4,937 )
Alcool N&o 42 (62,7) 70 (50,0) (0,087)
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A regressdo logistica foi aplicada para determinar quais as variaveis que mais
contribuem para “ser doente” e qual a contribuicdo de cada uma para o diagnostico de
cancro do pulmdo (Tabela 3.2). O modelo é constituido por quatro varidveis
independentes, o sexo, a histdria familiar, o consumo de alcool e a cessacao tabagica.
Como modelo integral, contendo todas as variaveis preditoras, possui significancia
estatistica (x*= 30,166, Sig<0,001) , evidenciando a sua capacidade em distinguir entre
variavel de “risco” e variavel de “ndo risco”. A variavel sexo revelou-Se
estatisticamente significativa (Sig=0,041), verificando-se que ser do sexo masculino
confere um risco aumentado de 3,80. Outro fator de risco é a historia familiar. Possuir
familiares em primeiro grau com cancro contribui para “ser doente” (Sig<0,001), com
um fator de risco doze vezes superior. O consumo de alcool confere um aumento do
risco de 3,153 (Sig= 0,003). O ultimo fator preditor, a variavel periodo de cessacao
tabagica, ¢ um fator que integralmente contribui para a suscetibilidade para a doenca
(Sig< 0,001), Relativamente as categorias desta varidvel, a cessacdo num periodo
inferior a um ano, relativamente a altura do diagndstico, revela um risco 10,553 superior
comparativamente com o periodo de cessacao superior a quinze anos. A cessacdo entre
um a quinze anos antes do diagndstico, ndo apresenta risco relativamente ao periodo

superior a quinze anos (Sig= 0,162).

Tabela 3.2 Regresséo logistica relativa a contribui¢do das variaveis de risco para o diagndstico
do cancro do pulméo

Carateristicas B SE Wald df Sig Exp(B)  IC (95%)
Sexo(masc.) 1,334 0,654 4,161 1 0,041 3,80 [1,05;13,69]
His.famil.(sim) 2,502 0,594 17,730 1 0,000 12,21 [3,81;39,14]
Hab. Alcool. (sim) 1,148 0386 8,866 1 0,003 3,153 [1,48;6,71]
Cessacdo Tab. (>15 anos) 26,854 2 0,000

<l ano 2,356 0,517 20,745 1 0,000 10,553 [3,83,29,09]
[1;15] 0,750 0,536 1,954 1 0,162

Constante -3,597 0,811 19,672 1 0,000 0,027




76

3.2. Estudo dos polimorfismos das enzimas das fases I e 11.

Foram determinadas as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
(SNP) dos genes responsaveis por algumas das enzimas das fases | e 11 do metabolismo,
respetivamente CYP1A1*2A (3798T>C, rs4646903), CYP1Al1*2C (2454A>G,
rs1048943) e CYP2D6*4 (1846G>A, rs3892097) bem como GSTP1 (llel05Val,
NM_000852.3), GSTT1 (NM_000853), GSTM1 (NM_000561) e alguns polimorfismos
mais frequentes do gene NAT2, responsaveis pelos fendtipos “metabolizador lento” e
“metabolizador rapido” (481C>T, 1s1799929; 590G>A, rs1799930; 857G>A,
rs1799931; 803A>G, rs1208).

A Tabela 3.3 diz respeito a distribuicdo das frequéncias genotipicas encontradas
para os polimorfismos mencionados nas duas populacdes e apos estratificacdo das duas
populacdes, em funcdo do sexo. A distribuicdo das frequéncias genotipicas dos
polimorfismos estudados para o gene CYP1Al, CYP1Al1*2A e CYP1A1*2C né&o
evidenciou associacOes estatisticamente significativas com a populacdo de doentes com
cancro do pulméo, nem mesmo apds estratificacdo (CYP1A1*2A: Sig(doentes/controlo)
= 0,277; Sighomens(doentes/controlo) = 0,460; Sigmuineres(doentes/controlo) = 0,537;
CYP1A1*2C: Sig(doentes/controlo) = 0,455; Signomens(doentes/controlo) = 0,261;
Sigmumneres(doentes/controlo) = 0,927). Relativamente a CYP2D6*4, existe uma
associacao estatisticamente significativa entre a distribuicdo genotipica encontrada e a
populagéo de doentes do sexo feminino (X2:8,206; Sig=0,017). Os valores dos residuos
ajustados permitiram identificar as formas heterozigéticas (G/A) e mutadas (A/A) como

as que mais contribuem para o valor encontrado para este teste.

ApoOs estratificacdo, o gene GSTP1 apresenta, na forma homozigética (G/G),
prevaléncia na populacdo de doentes do sexo feminino (GSTPL:

Doentes=27,5%/Controlo=8,6%), revelando uma associacdo estatisticamente
significativa (X2:8,296, Sig=0,016). O gene GSTT1 apresenta uma distribuicdo
estatisticamente significativa entre as duas populacdes (x2:4,09, Sig=0,030), com um

risco 1,6 superior para a populagédo de doentes portadores do gendtipo classificado como

ausente (-) relativamente ao genétipo classificado como “presente” (+). ApOS
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estratificacdo, manteve-se a associacdo estatisticamente significativa para a populagéo
masculina (x2:5,123, Sig=0,024), sendo o risco superior de 1,84, para individuos do
sexo masculino portadores do genotipo ausente. A delecdo do gene GSTM1, definida
como “ausente”, N80 apresenta uma associacdo estatisticamente significativa, quer

quando avaliada entre populac6es, quer apoés estratificacdo das populacdes pelo sexo.

A distribuicdo das frequéncias genotipicas do gene NAT2 presente nas duas
populacbes e agrupadas em funcdo do seu fenotipo, encontram-se descritas na Tabela
3.4. Relativamente ao fenodtipo “acetilador rapido” verifica-se a prevaléncia dos
gendtipos 4/4 e 4/6 na populacdo controlo, com as respetivas frequéncias 6,1% e 7,0%.
O fendtipo “acetilador lento” apresenta dois genotipos prevalentes na populagdo de
doentes relativamente a populacdo controlo, o gendtipo 5B/7 (populacdo de doentes:
50,3%; populacdo controlo: 39,4%) e o gendtipo 6/7 (populacdo de doentes: 6,35%;

populacéo controlo: 4,8%).

A distribuicdo das frequéncias genotipicas n&o apresenta valor de 2
estatisticamente significativo (x*= 12,194; sig= 0,203) nem mesmo quando aplicamos o
teste do y° para avaliar a distribuicdo relativa a cada fenotipo (“acetilador rapido”:
x2:3,191; sig= 0,203; “acetilador lento™: X2=5,703; sig= 0,457).
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Tabela 3.3 Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos genes das fases | e Il, nas
amostras da populacdo Portuguesa, doentes e controlo - estudo de associacdo pelo teste
do y 2. Andlise da distribuicdo das frequéncias ap6s estratificacdo da populagdo pelo

Sexo
Masculino Feminino

Genes Doentes Controlo Doentes Controlo Doentes Controlo
CYP1A1*2A
TIT 154 (80,2) 164 (73,5) 117 (81,8) 108 (77,1) 37 (75,5) 56 (67,5)
TIC 35 (18,2) 54 (24,2) 24 (16,8) 31 (22,1) 11 (22,4) 23 (27,7)
C/C 3(1,6) 5(2,2) 2(1,4) 1(0,7) 1(2,0) 4 (4,8)
X2 (Sig) 2,569 (0,277) 1,553 (0,460) 1,242 (0,537)
CYP1A1*2C
A/A 152 (79,6) 166 (75,8) 115 (80,4) 102 (74,5) 37 (77,1) 64 (78,0)
AlG 37 (19,4) 52 (23,7) 27 (18,9) 35 (25,5) 10 (20,8) 17 (20,7)
GIG 2 (1,0) 1(0,5) 1(0,7) 0 (0,0) 1(2,1) 1(1,2)
X2 (Sig) 1,573 (0.455) 2,684 (0,261) 0,151 (0,927)
CYP2D6
GIG 139 (72,4) 152 (67,3) 108 (75,5) 104 (73,2) 31 (64,6) 48 (57,1)
G/A 44 (22,9) 69 (30,5) 33(22,9) 35 (24,6) 11 (22,9) 34 (40,5)
A/A 9(4,7) 5(2,2) 3(2,1) 3(2,1) 6 (12,5) 2,0 (2,4)
X2 (Sig) 4,519 (0,104) 0,120 (0,942) 8,206 (0,017)
GSTP1
A/A 71 (35,9) 79 (35,4) 59 (40,1) 56 (39,4) 12 (23,5) 23 (28,5)
AlG 94 (43,5) 117 (52,5) 69 (46,9) 66 (46,5) 25 (49,0) 51 (63,0)
GIG 33 (16,6) 27 (12,1) 19 (12,9) 20 (14,1) 14 (27,5) 7 (8,6)
¥* (Sig) 2,056 (Sig.=0,358) 0,084 (0,959) 8,296(0,016)
GSTT1
Presente (+) 122 (66,7) 174(76,3) 91 (66,4) 113 (78,5) 31(67,4)  61(72,6)
Ausente (-) 61 (33,3) 54 (23,7) 46 (33,6) 31(21,5) 15 (32,6) 23(27,4)
¥* (Sig) 4,090 (0,030) 5,123 (0,024) 0,393(0,531)
OR, IC 1,6 [1,04;2,49] 1,84 [1,08;3,13]
GSTM1
Presente (+) 108 (59,00 127 (55,7) 79 (57,7) 78 (54,2) 29 (63,0) 49 (58,3)
Ausente(-) 75 (41,0) 101 (44,3) 58 (42,3) 66 (45,8) 17 (37,0) 35(41,7)
¥* (Sig) 0,456 (Sig=0,500) 0,348 (0,555) 0,275 (0,600)
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Tabela 3.4 Distribuigdo das frequéncias genotipicas, associadas ao fendtipo “acetilador
rapido” ou “acetilador lento”, encontradas nas duas populagdes, para o gene NAT 2.

Genétipos Pop. Doentes(%)  Pop.Controlo (%) 1 (Sig)
(Fenotipo
“acetilador rapido”)
414 8 (4,0) 14 (6,1)
416 4(2,0) 16 (7,0)
47 6 (3,0) 6 (2,6)
(Fendtipo
acetilador lento™)
5A/5C 17 (9,0) 25 (11,0) 12,194 (0,203)
5B/5A 3(1,6) 10 (4,4)
5B/5B 24 (12,0) 32 (14,0)
5A/6 8 (4,2) 8 (3,5)
5B/7 95 (50,3) 91 (39,4)
6/6 12 (6,3) 15 (6,6)
6/7 12 (6,3) 11 (4,8)

A Tabela 3.5 apresenta as frequéncias fenotipicas encontradas para o gene NAT2
nas duas populacBes e ap0Os estratificacdo pelo sexo. A distribuicdo fenotipica
encontrada ndo revela uma associacao estatisticamente significativa com a populacéo de
doentes (x2:3,347, Sig= 0,067) embora se aproxime desse valor. Apos estratificacdo, a
populacdo masculina revela uma associacdo estatisticamente significativa com o
fendtipo “acetilador lento” (X2:4,167, Sig= 0,041). Ser um individuo do sexo masculino
com metabolismo “acetilador lento”, parece conferir um aumento da suscetibilidade
para o cancro do pulmédo de 1,8 vezes (OR= 1,82; IC= [1,02; 3,25]) relativamente ao

fenotipo “acetilador rapido”.
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Tabela 3.5 Distribuicdo das frequéncias fenotipicas do gene NAT2 na populagdo de
doentes e controlo e apds estratificacdo da populacéo pelo sexo.

FenGtipo NAT 2 Masculino Feminino
Doentes Controlo Doentes Controlo Doentes Controlo
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
r;;;tlgfdor 36(19,0)  61(14,6)  23(162) 38(260)  13(27,7) 23(27.7)
I:r‘]’f;},lador 153(81,0) 168 (73,4) 119 (83,8) 108(74,0) 34 (723) 60 (72,3)
2 -
2 (Sig)) 4,167 (0,041)
<
ORI 3,347 (0,067) 182 [102: 3.25] 0,001 (0,985)

As distribuicbes alélicas encontradas para os diferentes genes avaliados,

permitem afirmar que estas estdo de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg

(Tabela 3.6).

Tabela 3.6 Distribuicdo das frequéncias alélicas dos diferentes genes estudados.
Aplicacio do teste do ¥ para avaliagdo da distribuicdo segundo o Equilibrio de Hardy-

Weinberg.
Gene Pop.Doentes Pop.Controlo
CYP1AL1*2A
Alelo T 343 (0,893) 382 (0,857)
Alelo C 41 (0,107) 64 (0,144)
X*(Sig) 0,259 (0,088) 0,007 (0,997)
CYP1A1*2C
Alelo A 341 (0,893) 384 (0,877)
Alelo G 41 (0,107) 54 (0,123)
X*(Sig) 0,214 (0,899) 1,262 (0,532)
CYP2D6*4
Alelo G 322 (0,838) 373 (0,825)
Alelo A 62 (0,162) 79 (0,175)
X*(Sig) 1,868 (0,393) 0,466 (0,792)
GSTP1
Alelo A 236 (0,596) 275 (0,617)
Alelo G 160 (0,404) 171 (0,383)
X*(Sig) 0,021 (0,989) 1,468 (0,480)
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A regressdo logistica foi aplicada por forma a avaliar o contributo individual dos
genes das fases | e Il, nomeadamente CYP1Al (*2A e *2C), CYP2D6*4, GSTP1,
GSTT1, GSTML1 e o fendtipo de NAT2, para o estado clinico da populacdo de doentes
(Tabela 3.7). Para tal, a populacéo foi avaliada em funcdo do sexo. Os genes CYP1Al
(alelos *2A e *2C) e CYP2D6*4 foram considerados na forma homozigética (T/T) e na
forma heterozigoética (T/C; C/C). A forma alterada foi associada a esta Ultima, uma vez
que o gendtipo homozigdtico raro apresenta uma percentagem muito baixa na
populacdo portuguesa (Tabela 3.3). O modelo global contendo sete variaveis
independentes (CYP1A1*2A, CYP1A1*2C, CYP2D6*4, GSTP1, GSTT1, GSTM1 e
NAT?2) é estatisticamente significativo para a subpopulacdo feminina (X2 (8, N= 103)=
17,601, Sig.= 0,026) mas ndo para a subpopulacdo masculina (XZ (8,N=232)= 11,325,
sig.= 0,184). Este modelo com as sete variaveis explica entre 15,7% (Cox e Snell R
Square) a 21,7% (Nagelkerke R square) da variancia encontrada na subpopulacdo
feminina, quando comparadas as duas populacdes, explicando corretamente 72,0% dos
casos. Apenas duas das variaveis independentes contribuem para o modelo na
subpopulagdo feminina, sdo elas CYP2D6*4 e GSTP1. Do modelo, podemos afirmar
ainda que CYP2D6*4, na forma (G/G), confere um risco 3,04 vezes superior para o
desenvolvimento do cancro do pulmao relativamente ao mesmo gene com gendtipo
“heterozig6tico” (G/A, A/A). Por outro lado, o gene GSTP1 quando avaliado como “um
todo”, contribui significativamente (sig:0,003) para o modelo. Considerando os trés
gendtipos de GSTP1, o genotipo (G/G), confere um risco 4,87 vezes superior
comparativamente com o genotipo (A/A). A forma heterozigética do gene ndo contribui
significativamente para o modelo (sig = 0,375). Os restantes genes avaliados néo
revelam significancia estatistica para o modelo considerado (CYP1A1*2A sig = 0,462/
CYP1A1*2C sig = 0,161/ GSTT1sig = 0,859/ GSTM1sig = 0,595 e fenttipo NAT2sig
= 0,677). Relativamente a subpopulacdo masculina, como ja foi referido, o0 modelo nédo
se apresenta estatisticamente significativo. No entanto, o gene GSTT1, com genotipo
“ausente” (sig= 0,035) bem como o fendtipo “acetilador lento” do NAT2 (sig= 0,023)
contribuem de modo significativo para o individuo ser doente. Estes resultados estdo de

acordo e corroboram os resultados obtidos quando os genes foram avaliados de modo

independente, por aplicacéo do teste do xz (Tabela 3.3).
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Tabela 3.7 Regressdo Logistica relativa a contribuicdo dos genes estudados para a
caraterizacdo da populacdo de doentes. Avaliagcdo por estratificagdo da populacdo em
funcgéo do sexo.

Masculino Parametros Estatisticos
Genes B SE. Wald df Sig Exp(B) IC (95%)
CYP1A1*2A(T/C;cIC)!
TIT 0,210 0,351 0,359 1 0,549 1,239 [0,62;2,46]
CYP1A1*2C(A/G;G/G)*
A/A 0,149 0,326 0,209 1 0,647 1,161 [0,61;2,19]
CYP2D6*4 (G/IA;AIA) 0,116 0,307 0,242 1 0,707 1,123 [0,62;2,05]
G/G 0,028 0,315 0,008 1 0,929 1,028 [0,56;1,91]
GSTP1(A/A) 0,244 2 0,885
G/G (mut) -0,085 0,406 0,044 1 0834 0918 [0,41;2,03]
A/G(het) 0,099 0,297 0,111 1 0,739 1,104 [0,62;1,98]
GSTT1(presente (+))
Ausente(-) 0,659 0,313 4,445 1 0,035 1933 [1,10;3,56]
GSTM1(presente(+))
Ausente -0,139 0,274 0,258 1 0,612 0,870 [0,51;1,48]
Fen.NAT2 (acet. rapido)
Acet. Lento 0,779 0,342 5199 1 0,023 2,180 [1,12;4,25]
Constante -0,983 0574 2939 1 0,086 0,374

Ipara os genes CYP1AL1 (alelos *2A e *2C) e CYP2D6*4 foram consideradas as formas homozigéticas
prevalentes, CYP1A1*2A (T/T), CYP1A1*2C(A/A) e CYP2D6*4 (G/G), e associadas as formas
heterozigéticas e alelo raro,CYP1A1*2A (T/C;C/C) e CYP1A1*2C(A/G;G/G) e CYP2D6*4 (G/A;A/A)
uma vez que o gendtipo homozig6tico raro tem uma percentagem muito baixa na populagdo portuguesa
(Tabela 3.3) .
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Tabela 3.7 (continuacdo) Regressdo Logistica relativa a contribuicdo dos genes estudados
para a caraterizagdo da populagéo de doentes. Avaliacdo por estratificacdo da populagdo

em funcéo do sexo.

Feminino Parametros Estatisticos
Genes B SE. Wald df Sig Exp(B) IC(95%)
CYP1A1*2A(T/C;CIC)*

TIT 0,396 0,537 0542 1 0462 149 [0,518;4,26]
CYP1A1*2C(A/G;GIG)*

A/A 0,889 0,634 1968 1 0,161 243 [0,70;8,43]
CYP2D6*4 (G/A;AIA)

G/G 1,110 0,537 4,280 1 0,039 3,04 [1,06;8,69]
GSTPL1(A/A) 11,34 2 0,003

G/G (mut) 1584 0,668 5618 1 0,018 487 [1,32;16,73]

A/G(het) -0,495 0,558 0,787 1 0,375 0,609 [0,20;1,82]
GSTT1(presente;+)

Ausente(-) -0,095 0,536 0,032 1 0,859 0,909 [0,32;2,60]
GSTM1 (presente;+)

Ausente -0,265 0,498 0,282 1 0,59 0,768 [0,289;2,04]
Fen.NAT2(acet. rapido)

Acet. Lento 0,217 05521 0,173 1 0,677 1,242 [0,447;3,45]
Constante -2,551 0,949 7,233 1 0,007 0,078

para os genes CYP1AL1 (alelos *2A e *2C) e CYP2D6*4 foram consideradas as formas homozigéticas
prevalentes, CYP1A1*2A (T/T), CYP1A1*2C (A/A) e CYP2D6*4 (G/G) e associadas as formas
heterozigoéticas e alelo raro,CYP1A1*2A (T/C;C/C), CYP1A1*2C (A/G;GI/G) e CYP2D6*4 (G/A;A/A )uma
vez que o genétipo homozig6tico raro tem uma percentagem muito baixa na populagdo portuguesa

(Tabela 3.3).
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3.2.1. Estudo dos polimorfismos das enzimas da fase I: CYP1Al1*2A,
CYP1A1*2C e CYP2D6*4.

Foi realizado um estudo de associacdo a partir dos gendtipos obtidos para as
enzimas da fase I, CYP1A1l, alelos *2A e *2C, e CYP2D6, alelo*4. Uma vez que as
frequéncias genotipicas encontradas para os trés alelos raros, respetivamente (C/C),
(G/G) e (A/A), sdo muito baixas, foram associadas as frequéncias relativas a estes alelos
com as frequéncias dos respetivos genes na forma heterozigoética. Esta associacdo
permitiu uma analise estatistica mais fidvel, cumprindo com os pré-requisitos exigidos
pelos testes estatisticos aplicados, tendo em consideracdo que esta ndo iria alterar o

estudo relativo a funcionalidade das enzimas consideradas.

A distribuicdo das combinacgdes prevalentes, ap6s concatenacdo, dos alelos *2A
e *2C de CYP1Al, entre a populacdo controlo e a populacdo de doentes, bem como
entre estas populacfes, quando comparadas dentro dos individuos do mesmo sexo, esta
descrita na Tabela 3.8. Esta distribuicdo ndo revelou associagdes estatisticamente
significativas, nem mesmo considerando as subpopulacdes relativas ao sexo, muito
embora se verifique uma prevaléncia da associacdo CYP1AL1*2A(T/T)/ICYP1A1*2C(A/A)
em ambas as populacdes. Esta associacdo € ligeiramente superior na populacdo de
doentes relativamente a populacdo controlo (pop. doentes: 68,8%; pop. controlo:
59,4%). Considerando as populacdes por sexo, esta prevaléncia mantém-se na
populacdo de doentes (sexo masculino: pop. doentes 54,9%; pop. controlo: 45,1% / sexo

feminino: pop. doentes 62,5%; pop.controlo:57,3%).

A analise destas combinacdes com as varidveis demograficas, ndo revela
associacOes estatisticamente significativas. No entanto, a estratificacdo das duas
populacbes pelas quatro associacdes genotipicas prevalentes, permite-nos dividi-las em
quatro sub-populagdes, cujos individuos de cada grupo tém em comum a
correspondente combinagdo genotipica para CYP1Al (Tabela 3.8). O estudo de
associacdo entre as variaveis de risco e as duas populagdes, para cada subpopulagéo
considerada, revela uma prevaléncia de associagdes estatisticamente significativas em
duas subpopulagoes com as respetivas combinagdes
CYP1AL*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/G) e CYP1A1*2A(T/T)ICYP1A1*2C(A/A).
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Tabela 3.8 Distribuicdo da frequéncia genotipica das combinacdes obtidas apds
concatenacdo de CYP1A1*2A e CYP1A1*2C, nas populacGes de doentes e controlo e
apos estratificacdo pelo sexo

Sexo masculino Sexo Feminino

Pop. Pop. Pop.
CYP1A1*2A/*2C P?E’Pl(;egr;te Controlo P?E'Pljelr;te Controlo P(}E?er)lte Controlo
- (N=217) - (N=135) - (N=82)

*QATC)*2Cwe) 17 (9,0)  22(102)  12(85) 12(89) 5(105)  10(12,2)
*QATIC*2CAA)  20(10,6)  35(16,1)  13(9,2) 18(13,3) 7(145)  17(20,7)
*ATMI*2C ey 22 (11,6)  31(143)  16(11,3) 23(17,0)  6(125) 8(9,8)

*2CTmI*2Cwa) 130 (68,8) 129 (59,4) 100 (70,9) 82(60,8) 30(62,5) 47 (57,3)

T. E.Fisher®: T.E.Fisher':

2 -
X? (Sig) 4,354 (0,226) 3,711(0,289) 1,079(0,806)

Aplicacéo do Teste Exacto de Fisher.

Considerando cada subpopulacdo individualmente, é possivel evidenciar
distribuicGes que determinam especificidades das subpopulacbes, para cada variavel,
coincidindo com a andlise inicial, global (Tabela 3.9). Na subpopulacdo
CYP1AL*2A(T/T)/ICYP1A1*2C(A/A), verifica-se a prevaléncia de individuos doentes no
grupo do sexo masculino (76,9%) e de individuos maioritariamente da populagédo
controlo, na subpopulacdo do sexo feminino (36,4%), revelando um valor de y°
estatisticamente significativo (sig= 0,019). A populacdo de doentes apresenta-se ainda
prevalente quanto aos habitos alcodlicos (66,7%), com uma significancia estatistica de
0,040. Relativamente aos habitos tabagicos, o grupo de ndo fumadores é constituido
maioritariamente por individuos da populacdo controlo (59,8%), enquanto que 0s
fumadores sdo predominantemente doentes (42,3%) (sig< 0,001). Ainda nesta
subpopulacdo, € prevalente a populacdo de doentes em individuos que deixaram de
fumar até menos de um ano antes do diagnostico (64,0%) (sig< 0,001)) e com familiares
em primeiro grau com diagnoéstico de algum tipo de cancro (33,3%) (sig< 0,001). Estas
associacOes estatisticamente significativas coincidem com as observadas aquando da
caracterizacédo da populacdo, para 0 mesmo estudo entre populacGes, doente e controlo,
nomeadamente para CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A), evidenciando a prevaléncia

na populagéo de doentes.
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Tabela 3.9 Distribuicdo das frequéncias das combinacbes entre CYP1Al*2A e
CYP1A1*2C,obtidas por concatenagdo, relativamente as caracteristicas associadas a

fatores de risco. Estudo de associagao por aplicacdo do Teste Exato de Fisher.

CYP1A1*2A/*2C (TIC)/(AIG)(%) (TIC)/(A/A) (%) (TIM/(A/G) (%) (TIM/(A/A) (%)
Doentes Controlo  Doentes  Controlo Doentes Controlo Doentes  Controlo
Sexo
Masculino 12(70,6) 12(54,5)  13(65,0)  18(51,4) 16(72,7) 23(74,2) 100(76,9) 82(63,6)
Feminino 5(29,4) 10(455)  7(350)  17(48,6) 6(27,3) 8(25,8) 30(23,1) 47(36,4)
X*(sig) 1,043(0,307) 0,953(0,329) 0,014(0,905) 5,530(0,019)
Habitos alcoolicos
Sim 9(56,3) 9(45,0)  12(63,2)  20(60,6) 15(75,0) 11(355) 78(66,7) 66(53,7)
N30 7(43,7) 11(55,0)  7(36,8)  13(39,4) 5(250) 20(64,5) 39(33,3) 57(46,3)
X*(sig) 0,450(0,520) 0,033(0,855) 7,60(0,006) 4,23(0,040)
Habitos tabagicos
N&o fumador 7(41,2) 15(68,2)  8(40,0)  21(60,0) 8(36,4) 20(64,5) 42(32,3) 76(59,8)
Fumador 5(29,4)  3(13,6) 8(40,0) 5(14,3) 10(4555) 3(9,7) 55(42,3) 14(11,0)
Ex-fumador 5(29,4)  4(18,2)  4(20,0) 9(25,7) 4(18,1) 8(258) 33(254) 37(29,2)
X*(sig)* 1,810(0,354) 2,920(0,232) 8,659(0,014) 34,676(<0,001)
Cessagao tabagica
<1 ano 550,00 3(42,9)  8(72,7) 5(35,7) 10(71,4) 3(27,3) 55(64,0) 14(28,6)
[1:15] 2(20,0)  3(42,9) 3(27,3) 5(35,7) 3(21,4) 6(54,5) 24(27,9) 14(28,6)
>15anos 3(30,0) 1(14,2) 0(0,0) 4(28,6) 1(7,2) 2(18,2) 7(8,1) 21(42,8)
x2(sig)* 1,241(0,683) 4,563(0,121) 4,733(0,078) 25,525(<0,001)
Carga tabagica
(uma)
<5 uma - - 1(9,1) 1(7,1)  1(100,0) 1(100,0)  3(3,5) 1(2,0)
[5;20] - - 0(0,0) 2(14,3) - - 6(7,1) 3(6,0)
120;50[ 10(100,0) 7(100,0)  10(90,9)  11(78,6) - - 76(89,4)  46(92,0)
X’(sig)" 1,601(0,736) 0,322(1,00)
Historia familiar
Sim 4(2355)  3(14,3) 6(30,0) 38,8) 6(333) 1(32) 40(33,3)  8(62)
No 13(76,5) 18(85,7)  14(70,0)  31(91,2) 12(66,7) 30(96,8) 80(66,7) 120(93,8)
x*(sig)* 0,534(0,678) 4,07(0,062) 8,430(0,007) 29,106(<0,001)

!Aplicacdo do Teste Exacto de Fisher
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A subpopulacdo com individuos portadores da combinacdo de gendtipos
CYP1A1*2A(T/T)/ICYP1A1*2C(A/G) apenas apresentam associagOes estatisticamente
significativas com as varidveis habitos alcoolicos (sig= 0,006), habitos tabagicos (sig=
0,014) e histéria familiar (sig= 0,007). As restantes combinacbes genotipicas
consideradas ndo apresentaram associacOes estatisticamente significativas com as

variaveis estudadas (Tabela 3.9).

A Tabela 3.10 apresenta o estudo da distribuicdo das frequéncias das
combinagBes de CYP1A1 pelas varidveis clinicas estudadas. Relativamente a histologia
do tumor, tendo considerado apenas as histologias prevalentes encontradas na
populacdo, verifica-se uma associacdo muito proximo da significancia estatistica entre
estas e as combinagdes consideradas (sig=0,051). Estéo assinaladas as frequéncias cujos
valores dos residuos ajustados revelam maior contribuicdo para o valor do teste do x°.
No carcinoma das pequenas celulas evidencia-se a  combinacao
CYP1A1*2A(T/T)/ICYP1A1*2C(A/A) enquanto que para 0 adenocarcinoma a maior
contribuicho  estd  repartida  entre  CYP1A1*2A(T/C)/CYP1A1*2C(A/A) e
CYP1A1*2A(T/T)/ICYP1A1*2C(A/A). Relativamente ao estadio, muito embora o estudo
de associacdo ndo apresente significancia estatistica (sig=0,084), o estadio IV revela-se

predominante em qualquer subpopulacao considerada.
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Tabela 3.10 Distribuicdo das frequéncias encontradas ap0s associa¢do dos genotipos de
CYP1A1*2A e CYP1A1*2C, por concatenacdo, relativamente as caracteristicas clinicas,
respectivamente histologia do tumor, localizagdo tumoral, estadio e sobrevivéncia.

CYP1A1*2A/CYP1A1*2C (TIOI(AIG) %)  (TIC)(AIA) %) (TIT)(AIG)(%)  (TIT)/(AIA) %)

Histologia

Carc.peq. células 1(2,4) 4(9,8) 3(7,3) 33%(80,5)
Carc.epidermoéide 4(8,7) 1%(2,2) 6(13,0) 35(76,1)
Adenocarcinoma 10(13,0) 12%(15,6) 11(14,3) 44%(57,1)
X2 (Sig)* 12,170 (N=164; 0,051)
Localizacdo tumoral
Lobo sup.,pulméo esq. e dir. 4(5,2) 10(13,0) 10(13,0) 53(68,8)
Lobo inf.,pulméo esq. e dir. 5(12,3) 1(2,4) 3(7,3) 32(78,0)
X2 (Sig)* 5,864 (N=118; 0,109)
Estadio
A - 1(6,2) 1(6,2) 14(87,6)
1B 1(7,7) 3(23,1) 4(30,8) 5(38,4)
\Y 9(10,0) 8(8,9) 10(11,1) 63(70,0)
X?(Sig)* 9,530 (N=119; 0,084)
Sobrevivéncia
<2 anos 6(11,8) 7(13,7) 10(19,6) 28(54,9)
>2 anos - 2(7,1) 4(14,3) 22(78,6)
X?(Sig)* 5,506 (N=79; 0,125)

! Aplicagdo do Teste Exato de Fisher.
2 Células cujos valores mais contribuem para o resultado %

Tendo em consideracdo o envolvimento deste gene no metabolismo dos
carcinogéneos presentes no fumo do tabaco, realizou-se uma estratificacdo da populagédo
relativamente aos seus habitos tabagicos. A andlise global ap6s aplicacao do teste do x2,
entre 0 grupo de doentes e o grupo controlo, ndo apresenta valores de associacdo

estatisticamente significativos (Tabela 3.11).



89

Tabela 3.11 Distribuicdo das frequéncias encontradas apds associacdo dos genoétipos de
CYP1A1*2A e CYP1Al1*2C, por concatenacdo, entre doentes e controlo, apds
estratificacdo pelos hébitos tabagicos.

CYPLAL*2A/CYPIAL*2C  (TIC)/(A/G)%) (T/C)/(A/A)%) TMIAG)%  (TMIAAY®)

Nado Fumador

Doente (N=65) 7(10,8) 8(12,3) 8(12,3) 42(64,6)
Controlo (N=131) 15(11,4) 21(15,9) 20(15,2) 76(57,5)
X?(Sig)* 1,006(0,828)
Fumador
Doente (N=124) 10(8,1) 12(9,7) 14(11,2) 88(71,0)
Controlo (N=85) 7(8,4) 14(16,9) 11(13,3) 51(61,4)
X? (Sig)* 2,885 (0,405)

! Aplicacéo do Teste Exacto de Fisher

@) ndmero reduzido de individuos na subpopulacao
CYP1A1*2A(T/C)/ICYP1A1*2C(A/G) conduziu a que esta fosse excluida dos estudos
subsequentes. A Tabela 3.12 apresenta a distribui¢do das frequéncias e respetivo estudo
de associacdo entre as restantes trés subpopulacdes e as varidveis clinicas avaliadas,

guando a populacdo de doentes é agrupada em funcdo dos seus habitos tabagicos.

A subpopulacdo CYP1A1*2A(T/C)/ICYP1A1*2C(A/A) apresenta 0 menor namero
de individuos conduzindo diversas vezes a presenca de valores nulos, comprometendo a
fidelidade do resultado. Serd, no entanto, de referir a prevaléncia de individuos com
adenocarcinoma no grupo dos ndo fumadores (61,3%) e a prevaléncia do carcinoma
epidermoide para o grupo de fumadores (83,8%), na subpopulacdo
CYP1A1*2A(T/T)/ICYP1A1*2C(A/A). Os dois grupos avaliados, fumador e nao fumador,
apresentam prevaléncia de cancro no lobo superior, do pulméo esquerdo e direito, bem
como do estadio IV. Apenas foram consideradas na variavel estadio as categorias que se
revelaram prevalentes na populagdo, IlIA, IlIB e IV (Tabela 3.12). O grupo de
fumadores, demonstrou a existéncia de uma associagdo significativa entre as
combinagBes genotipicas e o estadio revelando uma predomindncia de individuos
CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A) fumadores (79,3%), em estadio 1V, (x*(Teste exato
de Fisher)=12,188 /Sig=0,007).
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Tabela 3.12 Distribuicdo das frequéncias encontradas ap6s associacdo dos genotipos de
CYP1A1*2A e CYP1A1*2C, por concatenacdo e apoOs estratificacdo por habitos
tabagicos, relativamente as caracteristicas clinicas, histologia do tumor, localizacao
tumoral, estadio e sobrevivéncia.

CYP1A1*2A/CYP1A1*2C (T/C)/(AIAY%) (TITI(AIG)%) (TIT)(AIA)%)
Ndo Fumador

- Carc.peq. células - 1(8,3) 11(91,7)
£ Carc.epidermoide - 1(20,0) 4(80,0)
= Adenocarcinoma 6(19,4) 6(19,4) 19(61,3)
S X (Sig)* 4,208 (N=48: 0,327)
[3+]
'Sy Fumador
= Carc.peq. células 4(14,3) 2(7,1) 22(78,6)
) Carc.epidermoide 1(2,7) 5(13,5) 31(83,8)
T Adenocarcinoma 6(16,7) 5(13,9) 25(69,4)
X2(Sig)* 5,229(N=101;0,256)
N&o Fumador
Lobo sup., dﬁ:"mao A€ 5017 4(17,4) 14(60,9)
[ . ~
% Lobo inf., g:Jrl.mao esq. e i i 9(100,0)
9 X2 (Sig)* 3,928(N=32;0,120)
% Fumador
3 Lobo sup.,dpinrjlmao esg.e 5(10,0) 6(12,0) 39(78,0)
S :
9 : <
Lobo inf., g:Jrlmao esq. e 13.7) 3(11,1) 23(85.2)
X(Sig)* 0,870(N=77;0,678)
N&o Fumador
A 1(25,0) - 3(75,0)
1B - - 3(100,0)
5 v 3(12,0) 5(20,0) 17(68,0)
= X?(Sig)* 2,429 (N=33;0,666)
:"J’ Fumador
A - 1(8,3) 11(91,7)
1B 1(16,7) 4(66,6) 1(16,7)
v 5(8,6) 7(12,1) 46(79,3)
X(Sig)* 12,188(N=76;0,007)
N&o Fumador
5 < 2anos 6(37,5) 2(12,5) 8(50,0)
(= >2 anos - 1(9,1) 10(90,9)
< X2 (Sig)* 5,878 (N=27;0,074)
& Fumador
e < 2 anos 1(3,4) 8(27,6) 20(69,0)
@ >2 anos 2(11,8) 3(17,6) 12(70,6)
X?(Sig)* 1,606 (0,533)

!Aplicacéo do Teste Exacto de Fisher
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Dois estudos de regresséo logistica, realizados em funcao dos resultados obtidos
e descritos nas Tabelas que os antecederam, sdo apresentados nas Tabelas 3.13 € 3.14. O
primeiro envolve 93 individuos doentes e pretende avaliar a contribuicdo das trés
combinagbes genotipicas na prevaléncia observada do estadio IV relativamente ao
estadio IIB. @) modelo revelou-se estatisticamente significativo
(((df=2,N=93)=6,159/Sig=0,046) permitindo distinguir a populacdo em estadio IV da
populacdo com estadio 111B. Globalmente, 0 modelo explica entre 6,4% (Cox and Snell
R square) a 12,0% (Nagelkerke R square) da variancia observada no estadio, e classifica
correctamente 87,1% dos casos analisados. Como se verifica, apenas a combinagéo
CYP1A1*2A(T/T)ICYP1A1*2C(A/A) apresenta uma contribuicdo estatisticamente
significativa (Sig=0,032), apresentando um risco 5,0 vezes superior relativamente a
combinacdo CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/G). Quando a esta variavel associamos o
consumo de tabaco (Tabela 3.14), a combinagcdo CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A)
aumenta o seu fator de risco para 5,97 (Sig=0,022). Este novo modelo contendo as duas
varidveis preditoras, inclui 93 individuos na analise, e apresenta-se como
estatisticamente significativo (x*(df=3,N=93)=8,512/Sig=0,037) permitindo, distinguir a
populagéo entre os dois estadios. O modelo integral explica entre 8,7% (Cox and Snell
R square) a 16,3 % (Nagelkerke R square) da variancia observada no estadio e classifica
correctamente 87,1% dos casos analisados. Muito embora, o intervalo de confianca de
95%, para a referida combinacdo, envolva um limite superior revelador de perda de
confianga na andlise efetuada, o limite inferior é superior a um, revelando um risco

efectivo associado a combinacao considerada.

Tabela 3.13 Estudo de Regressdo logistica relativa a contribuicdo da combinacdo dos
genotipos dos alelos CYP1A1*2A e CYP1A1*2C para a condicdo de ser doente em
estadio IV, relativamente ao estadio I11B.

Parametros Estatisticos

Caracteristicas B SE.  Wald df Sig Exp (B)  IC (95%)

Combinac¢aoCYPs 6,103 2 0,047
(CYP1AL*2A(T/T)/CYP1AL*2C(A/G))

CYP1AL1*2ATm)/CYP1A1*2Cp) 1617 0,752 4,623 1 0,032 5040  [1,154;22,02]

CYP1A1*2A(1/c)/CYP1A1*2C(wA) 0,065 0,899 0,005 1 0,943 1,067 [0,183;6,213]
Constante 0916 0592 2399 1 0,121 2,500
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Assim, este intervalo permite afirmar que esta combinacdo de genotipos
associada a outras varidveis preditoras, tais como héabitos tabagicos, confere um
acréscimo no risco associado ao estadio 1VV. O consumo de tabaco ndo apresenta, por si
sO0, uma contribuicdo estatisticamente significativa (Sig=0,125) neste modelo, muito
embora influencie o risco relativo da combinacdo de gendtipos considerada (Tabela
3.14).

Tabela 3.14 Estudo de Regressao logistica relativa a contribuicdo das varidveis habitos
tabégicos e a combinacdo dos gendtipos dos alelos CYP1A1*2A e CYP1A1*2C para a
condicdo de ser doente em estadio IV, relativamente ao estadio 111B.

Parametros Estatisticos

Caracteristicas B SE. Wald df Sig Exp(B) IC (95%)
Habitos Tabagicos (Nzo fumador)
Fumador 1,038 0,677 2,355 1 0,125 2,825 [0,750;10,640]
Combinacéo

CYPs(CYP1A1*2A(T/T)/ICYP1A1*2C(A/G)) 6283 1 0043

CYP1A1*2A(Tm)/CYP1A1*2Ca) 1,787 0,783 5209 1 0,022 5970  [1,287;27,684]

CYP1A1*2A(t/c)/CYP1A1*2CaA) 0,341 0,943 0,131 1 0,718 1,406 [0,221,8,933]
Constante 0,134 0,780 0,030 1 0,863 1,143

A Tabela 3.15 apresenta as frequéncias encontradas ap6s combinacdo dos trés
gendtipos relativos aos genes da fase I, CYP1A1*2A, CYP1A1*2C e CYP2D6*4. O
valor do teste é revelador de auséncia de associacdo entre as combinacGes prevalentes e
as duas populagOes estudadas. Refira-se, no entanto, a elevada frequéncia da
combinacdo relativa aos trés gen6tipos na forma homozigética CYP1A1*2A
(T/T)ICYP1A1*2C(A/A)/ CYP2D6*4(G/G) (51,1%) na populacdo de doentes, bem como
a prevaléncia da combinacdo CYP1A1*2A (T/T)/CYP1A1*2C(A/A)/ CYP2D6*4(G/A)
(22,3%) na populacéo controlo.
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Tabela 3.15 Distribuicdo das frequéncias encontradas apds associa¢do, por
concatenacdo, dos trés gendtipos relativos aos genes CYP1A1*2A, CYP1Al1*2C e
CYP2D6*4, entre doentes e controlos.

ICYP1A1*2A/CYP1A1*2C/CYP2D6*4 Pop. Doentes (%)  Pop. Controlo (%)
(T/IC)/(AIG)/(GIG) 13(7,3) 19 (9,6)
(TIC)I(AIA)/(GIG) 19 (10,7) 27 (13,7)
(TIT)/(AIG)/(GIG) 20 (11,2) 28 (14,2)
(TITI(AIA)/(GIG)? 91 (51,1) 79 (40,1)
(TIMI(AIA) (GIA)? 35 (19,7) 44 (22,3)

X*(Sig) 4,772 (N=375;0,312)

As associagBes apresentadas dizem respeito as prevalentes dentro das associacdes encontradas apds
andlise por concatenacéo, tendo sido selecionadas por se apresentarem em nimero suficiente de forma a
procedermos com o0s estudos estatisticos.

2 Células cujo valores contribuem de forma significativa para o resultado de teste do x* (JAdjusted
Residues|>1.96).

A distribuicdo das duas combinacGes prevalentes pelas diversas caracteristicas

das populacdes evidencia a associacdo destas com alguns fatores de risco (Tabela 3.16).

A combinacdo CYP1A1*2A(T/T)ICYP1A1*2C(A/A)/ICYP2D6*4(G/G) apresenta uma
prevaléncia de associacGes com a maioria das carateristicas associadas ao risco,
comparativamente com CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A)/CYP2D6*4(G/A). No
entanto, esta ndo apresenta uma associacdo estatisticamente significativa relativamente
ao sexo. Relativamente a esta variavel, é a combinagdo CYP1lA1*2A
(T/T)/ICYP1A1*2C(A/A) CYP2D6*4(G/A) que apresenta um valor de x> estatisticamente
significativo (sig=0,019).
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Tabela 3.16 Distribuicdo das frequéncias encontradas, ap6s combinacdo, por
concatenacdo, dos gendtipos de CYP1A1*2A, CYP1A1*2C e CYP2D6*4, entre as
variaveis de risco.

CYP1A1*2A, CYP1A1*2C, CYP2D6*4

(TIMIA/A)/(GIG) (TIMIA/A)/(GIA)
Populacao Doentes Controlo Doentes Controlo
Sexo
Feminino 21(23,1) 25(31,6) 8(22,9) 22(50,0)
Masculino 70(76,9) 54(68,4) 27(77,1) 22(50,0)
X* (Sig) oR[IC] 1,573(0,229) 6,097(0,019)3,38[1,26;9,04]
Antecedentes
Familiares
Sim 31(36,9) 3(3,8) 9(27,3) 5(11,4)
Né&o 53(63,1) 75(96,2) 24(72,7) 39(88,6)
X° (Sig) or[Ic]  26,654(<0,001)14,62[4,25;50,34] 3,208(0,134)
Habitos alcoolicos
Sim 55(68,8) 35(46,7) 21(61,7) 29(67,4)
Né&o 25(31,2) 40(53,3) 13(38,3) 14(32,6)
X* (Sig)or [ic] 7,75(0,006)2,5[1,3;4,8] 0,269(0,637)
Habitos tabagicos
Sim 61(67,0) 32(41,0) 25(71,4) 16(36,4)
Né&o 30(33,0) 46(59,0) 10(28,6) 28(63,6)
X* (Sig) or[IC] 11,48(0,001)2,92[1,56;5,48] 9,601(0,003)4,38[1,68;11,39]
Cessacao tabagica
<lano 41(67,2) 10(31,4) 14(60,9) 4(26,7)
[1;15] anos 15(24,6) 11(34,3) 7(30,4) 3(20,0)
>15 anos 5(8,2) 11(34,3) 2(8,7) 8(53,3)
X (Sig)* or[ic] 13,687(0,001) 9,013(0,011)
Carga Tabagica
(uma)
<5uma 1(1,7) 1(3,1) 2(8,0) -
[5;20]uma 4(6,9) - 2(8,0) 2(13,3)
[20;50[uma 53(91,4) 31(96,9) 21(84,0) 13(86,7)
x> (Sig)! or[iC] 2,456(0,293) 1,475(0,478)

!Aplicacdo do teste Exacto de Fisher

O estudo realizado com os trés genes combinados e as variaveis clinicas,
histologia do tumor, localizagdo tumoral, estadio e sobrevivéncia esta descrito na Tabela

3.17. Apenas se regista uma associacdo estatisticamente significativa para o
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estadiamento (x*=9,367;Sig=0,024), evidenciando ainda a prevaléncia da subpopulacéo
CYP1AL*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A)/ICYP2D6*4(G/G) no estadio V.

Tabela 3.17 Distribuicdo das frequéncias encontradas apds combinacdo dos genotipos
de CYP1A1*2A, CYP1A1*2C e CYP2D6*4, por concatenagdo, entre as variaveis
clinicas.

CYP1A1*2A/ CYP1A1*2C/ CYP2D6*4

Caract. Clinicas (TIC)(AIG)(GIG)  (TIC)(AIAY(GIG)  (TIMIAIG)(GIG)  (TIMIAIA)(GIG)  (TIT)I(AIA)(GIA)
Hist. do tumor
Carc.peqg. células 1(2,6) 4(10,3) 3(7,7) 22(56,4) 9(23,0)
Carc.epidermoide 3(6,7) 1(2,2) 6(13,3) 23(51,1) 12(26,7)
Adenocarcinoma 7(10,1) 11(15,9) 9(13,1) 34(49,3) 8(11,6)
¥ (Sig)* 11,811 (N=153;0,148)
Local. tumoral
Lobo sup.,pulméo 3(4,2) 10(13,7) 9(12,3) 36(49,3) 15(20,5)
esq.e dir.
Lobo inf., pulméo 4(10,0) 1(2,5) 3(7,5) 22(55,0) 10(25,0)
esq. e dir.
¥ (Sig)* 5,723 (N=113;0,217)
Estadio
A - 1(6,7) 1(6,7) 7(46,6) 6(40,0)
B 1(8,3) 3(25,0) 4(33,3) 2(16,7) 2(16,7)
v 7(8,1) 7(8,1) 10(11,6) 46(53,6) 16(18,6)
¥ (Sig)* 13,134 (N=113;0,056)/ 9,367(N=98;0,024)
Sobrevivéncia
<2 anos 5(10,4) 6(12,5) 9(18,8) 16°(33,3) 12%(25,0)
>2anos - 2(7,4) 4(14,8) 17%(63,0) 4%(14,8)
¥ (Sig)* 7,055(N=75;0,121)

Aplicacéo Teste Exacto de Fisher

2 Células cujo valores contribuem de forma significativa para o resultado de teste do x? (|Adjusted

Residues|>1.96).

O ndmero reduzido de individuos nas diferentes combinacbes de gendtipos

inviabilizou muitos dos estudos estatisticos. Assim, e porque duas das combinacfes

encontradas se
CYP1AL*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A)ICYP2D6*4(G/A)
CYP1A1*2A(T/T)ICYP1A1*2C(A/A)/ICYP2D6*4(G/G), apenas estas foram utilizadas na

analise subsequente envolvendo todas as variaveis clinicas avaliadas no questionério,

revelaram

prevalentes nas duas populagdes,

e



96

apos estratificacdo da populacdo em funcdo dos habitos tabagicos (Tabela 3.18). Esta
analise revelou uma associagao estatisticamente significativa entre a histologia do tumor
e a combinacdo CYP1A1*2A(T/T)ICYP1A1*2C(A/A)/ICYP2D6*4(G/G) (Sig=0,044) e
entre a metastizacdo, o estadio e CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A)/ICYP2D6*4(G/A)
(respectivamente, Sig=0,050 e Sig=0,013). Saliente-se que o numero reduzido de

individuos podera eventualmente conduzir a falsos positivos.

Tabela 3.18 Estudo de associacdo entre as duas combinacfes prevalentes dos trés
gendtipos, CYP1A1*2A, CYP1A1*2C e CYP2D6*4 e as variaveis clinicas, apoés
estratificacdo pelos habitos tabagicos.

CYP1A1*2A, CYP1A1*2C, CYP2D6*4

(TIMI(AIA)I(GIA) (TIM/(AJA)I(GIG)
Habitos Tabagicos Nao Sim Néo Sim
Localizacao tumoral
Lobo sup.,pulméo esg.e dir 4(57,1) 11(61,1) 10(50,0) 26(61,9)
Lobo inf.,pulméo esq.e dir 3(42,9) 7(38,9) 10(50,0) 16(38,1)
X* (Sig)* 0,002 (1,00) 0,33 (1,00)
Metastizacao
Sim 1(11,2) 13(52,0) 13(43,0) 24(40,7)
Né&o 8(88,9) 12(48,0) 17(56,7) 35(59,3)
¥ (Sig)* 4,568(0,050) 0,058(0,824)
Histologia
Carc. Epidermoide 1(14,3) 11(50,0) 3(12,0) 20(37,0)
Carc. Células Peq. 2(28,6) 7(31,8) 7(28,0) 15(27,8)
Adenocarcinoma 4(57,1) 4(18,2) 15(60,0) 19(35,2)
¥ (Sig)* 4,213(0,140) 6,202(0,044)
Estadio
Até Il1A 2(40,0) 4(21,0) 1(5,6) 6(16,2)
1B 2(40,0) - 1(5,6) 12,7()
v 1(20,0) 15(78,9) 16(88,8) 30(88,1)
x> (Sig)* 8,203(0,013) 1,570(0,465)
Sobrevivéncia
<2 anos 5(100,0) 7(63,6) 3(25,0) 13(61,9)
>2 anos - 4(36,4) 9(75,0) 8(38,1)
¥ (Sig)* 2,424(0,245) 4,164(0,071)
Bilateralidade
Sim - 8(32,0) 6(20,0) 11(19,3)
Né&o 9(100,0) 17(68,0) 24(80,0) 46(80,7)
X* (Sig)* 3,766(0,077) 0,006(1,00)
Multifocalidade
Sim 2(22,2) 5(21,7) 7(23,3) 9(16,7)
Né&o 7(77,8) 18(78,3) 23(76,7) 45(83,3)
X% (Sig)* 0,001(1,00) 0,556(0,564)

!Aplicacéo do Teste Exacto de Fisher
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3.2.2. Estudo dos polimorfismos das enzimas da fase Il

3.2.2.1. Glutationas S-transferases, GSTP1, GSTT1 e GSTML1.

Foram realizados estudos de associagdo envolvendo estes genes, apés
combinacdo dos gendtipos por concatenacdo, e as varidveis associadas a fatores de risco
e clinicas, aos quais se seguiram os estudos de modelos envolvendo estas variaveis. A
confirmacdo e avaliacdo da contribuicdo de cada variavel nesses modelos foi obtida por

regressao logistica

A Tabela 3.19 apresenta a distribuicdo das combinacbes de gendtipos

prevalentes de GSTP1, GSTT1 e GSTML1 entre as duas populagdes estudadas e apds
estratificacdo em funcdo do sexo. A aplicacdo do teste do XZ revela uma associagédo

estatisticamente significativa entre a distribuicdo encontrada e as populacGes estudadas,
evidenciando diferencas entre estas (sig= 0,020). A analise dos valores dos residuos
ajustados indica que GSTP1(A/G)/GSTT1neg/GSTM1posit e
GSTP1(A/G)/GSTT1posit/GSTM1posit sdo combinacdes que contribuem de forma
significativa para o valor de XZ. Apos estratificacdo pelo sexo, apenas no grupo de
doentes do sexo masculino, GSTP1(A/G)//GSTT1neg/GSTM1posit possui um valor de
residuo ajustado revelador de uma contribuicdo significativa para o resultado do

referido teste.

Na sequéncia desta analise, pretendeu-se determinar quais as variaveis
demograficas e de risco que poderiam associar-se a uma destas combinagdes
genotipicas, contribuindo para definir um “perfil” do individuo doente. Procedeu-se a
analise por regressao logistica, estabelecendo um modelo que contém trés variaveis
independentes, sexo, habitos tabagicos e as associa¢fes prevalentes dos trés genes das
glutationas, respetivamente GSTP1(A/G)//GSTT1neg/GSTM1posit,
GSTP1(A/A)/IGSTT1neg/GSTM1posit e GSTPL1(A/G)//GSTT1posit/GSTM1posit. Este
modelo revelou-se estatisticamente significativo (X2(5, N=146)=30,166, sig<0,001),
explica entre 18,7 % (Cox e Snell R square) e 25,9% (Nagelkerke R square) da
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variancia observada na populacdo de doentes e classifica corretamente 68,5% dos

doentes. Das variaveis consideradas duas contribuem significativamente para o modelo.

Tabela 3.19 Distribuicdo da associacdo de gendtipos dos genes das glutationas, GSTP1,
GSTT1 e GSTM1, por concatenagao.

Masculino Feminino
GSTP1/GSTT1/GSTM12 Doentes Controlo  Doentes Controlo Doentes  Controlo
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
(A/G /neg/ posit ! 29 (18,5) 14 (7,8)  23(18,9) 8(7,1) 6 (17,1) 6 (8,9)
(A/G)/ posit/ neg 42 (26,8) 49(27,2) 30(24,6) 31(27,4) 12(34,4) 18(26,9)
(A/G)/posit /posit ! 26 (16,6) 49(27,2) 20(16,4) 26(23,0) 6(17,1) 23(34,3)
(A/A) Ineg/posit 16 (10,2) 12 (6,7) 12 (9,8) 6 (5,3) 4 (11,4) 6 (9,0)
(AJA)Y/ posit / neg 16 (10,2) 21(11,7) 16(13,1) 16(14,2) - 5(7,5)
(A/A)/posit /posit 28 (17,7) 35(19,4) 21(17,2) 26(23,00 7(20,0) 9 (13,4)
5 s T.Fisher10,259 T.Fisher7,425
%~ (Sig) 13,342 (0,020)
(0,066) (0,179)

! Células cujo valores contribuem de forma significativa para o resultado de teste do y* (JAdjusted
Residues|>1.96).

2 Para 0 gene GSTP1 foi considerado “wt” (“wild type”) como representativo de “A/A” e a associacio
“heterozigotico + mutado” representada por “A/G”. Os genoétipos dos genes GSTT1 e GSTM1 foram
representados por “posit” quando o gene estava presente e por “neg” a quando da delegdo do gene.

Avaliando a contribuicdo da variavel habitos tabagicos globalmente (Tabela
3.20), esta contribui significativamente para o0 modelo (Sig=0,015). Considerando as
suas categorias verificamos que o risco de um individuo fumador ser doente,
relativamente a um ndo fumador, é 4,796 vezes superior. Contrariamente, um ex-
fumador, individuo que deixou de fumar entre um ano a quinze anos apos o diagnostico,

ndo contribui significativamente para o “perfil” da populagdo de doentes (Sig=0,103).

A variavel “glutationas”, possui trés associacdes que se revelaram prevalentes na
populagédo de doentes e que contribuem, na globalidade, significativamente para a
analise (Sig=0,005). Este estudo revela que, na populacdo de doentes, a associacdo
GSTP(A/G)/GSTT1neg/GSTM1posit confere um risco 3,79 vezes superior relativamente
a associacdo GSTP1(A/G)/GSTT1posit/GSTM1posit enquanto que a associagao
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GSTP1(A/A)/GSTT1neg/GSTM1posit, embora significativa (sig=0,039), possui um risco
inferior, 2,72.

Tabela 3.20 Regressao logistica relativa a contribuicdo da associacdo de gendtipos das
Glutationas e algumas variaveis demograficas para a suscetibilidade para o cancro do

pulméo

Caracteristicas

Parametros Estatisticos

B S.E. Wald  df Sig Exp (B) IC (95%)
Sexo (feminino)
Masculino 0,430 0,468 0,846 1 0,358 1,538 [0,615; 3,848]
HabitosTabagicos
(N&o fumador) 8,409 ! 0015
Fumador 1,568 0,543 8,346 1 0,004 4,796 [1,656; 13,894]
Ex-Fumador 0,802 0,491 2,662 1 0,103 2,229 [0,851; 6,841]
Glutationas
(GSTPL(A/G/ GSTT1 10,689 1 0,005
(posit)/ GSTML1 (posit))
(A/G) Ineg / posit= 1,332 0433 9450 1 0,002 3,789 [1,621; 8,859]
(A/A)/ neg / posit 1,000 0,485 4,253 1 0,039 2,718 [1,051; 7,030]
Constante -1,511 0,381 15739 1 0,000 0,221

Nenhuma das outras variaveis de risco, carga tabagica, cessacdo tabagica, tempo

de consumo e habitos alcodlicos revelaram qualquer contribuicdo ou risco para a

populacdo de doentes pelo que foram excluidas da analise.

Foi ainda realizado o estudo para avaliacdo da contribuicdo individual das

glutationas, para o perfil de

3

‘ser doente”, em associacdo com as variaveis clinicas,

nomeadamente bilateralidade, multifocalidade, metastizacdo, localizacdo tumoral e

histologia do tumor.

A Tabela 3.21 apresenta a distribuicdo e o correspondente valor do teste do X,

para cada um dos genes das GSTs, em fungdo da varidvel clinica “histologia do tumor”.
Né&o foram encontradas associacOes estatisticamente significativas entre os trés genes e
a histologia do tumor (GSTP1: %°=7,118, Sig=0,128/ GSTTl:X2:0,817, Sig=0,662/
GSTM1:¢*=4,317, Sig=0,116). No entanto, a distribuicdo revela uma predominancia do
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gendtipo (A/A) para o carcinoma das células pequenas (52,4%) enquanto que 0s

restantes tipos histologicos evidenciam uma prevaléncia dos

heterozigoticos.Considerando a populagdo em funcéo do sexo, a distribui¢do genotipica
do gene GSTP1,

significativa com a histologia (sig= 0,048).

no sexo masculino, revela uma associacdo estatisticamente

Tabela 3.21 Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos genes das glutationas, GSTP1,
GSTT1 e GSTM1 em funcdo da varidvel clinica, histologia do tumor, tendo em
consideracdo as histologias prevalentes e apds estratificagdo da populacdo em funcéo do

Sexo
Histologia/Genes Masculino Feminino
GSTP1 A/A AlG G/IG A/A AlG GIG A/A AlG GIG
Carc.células peq.  22(52,4) 16(38,1) 4(9,5) 20(60,6) 11(33,3) 2(6,1) 2(22,2) 5(55,6) 2(22,2)
Carc. epiderm. 17(34,0) 24(48,0) 9(18,0) 16(34,8) 21(457) 9(19,5) 1(25,0) 3(75,0) -

Adenocarcinoma

23(28,0) 40(50,0) 17(22,1) 15(31,2) 27(56,3) 6(12,5) 8(250) 13(40,6) 11(34,4)

2 (ciml
Si 7,118 (0,128 9,60 (0,048
%" (Sig) (0,128) (0,048) 4317 (0.116)
Masculino Feminino

GSTT1? Presente (%)  Ausente (%)  Presente (%) Ausente (%) Presente(%)  Ausente (%)
Carc. células peq. 27 (71,1) 11 (28,9) 22 (73,3) 8 (26,7) 3(100,0) -
Carc. Epiderm. 29 (61,7) 18 (38,3) 26 (59,1) 18 (40,9) 5 (62,5) 3(37,5)
Adenocarcinoma 48 (65,8) 25 (34,2) 28 (63,6) 16 (36,4) 20 (70,0) 9 (30,0)

% (Sig)*

0,817 (0,662) 1,597 (0,463) 1,187 (0,72)

GSTM1? Presente (%)  Ausente (%)  Presente (%) Ausente (%) Presente (%) Ausente (%)
Carc. células peq. 18 (47,4) 20 (52,6) 13 (43,3) 17 (56,7) 5 (62,5) 3(37,5)
Carc. Epiderm. 32 (68,1) 15(31,9) 31 (70,5) 13 (29,5) 1(33,3) 2 (66,7)
Adenocarcinoma 47 (64,4) 26 (35,6) 27 (61,4) 17 (38,6) 20 (69,0) 9 (31,0

v*(Sig)* 4,317 (0,116) 5,517 (0,060) 1,545 (0,556)

! Aplicagdo do Teste Exacto de Fisher

2 As percentagens dizem respeito 4s dos gen6tipos dentro de cada tipo histolégico.
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Os estudos de associacao apresentados nas Tabelas 3.22 e 3.23 foram realizados
estratificando a populacédo, primeiro em funcdo dos seus habitos tabagicos (Tabela 3.22)
e posteriormente em funcdo do sexo e habitos tabagicos em simultaneo (Tabela 3.23),
tendo em consideracdo a importancia destas varidveis nos estudos de associacdo
realizados anteriormente.. Desta analise confirmou-se a associacdo da distribuicao
genotipica de GSTP1 relativamente ao tipo histolégico do tumor. A aplicacdo do teste
exato de Fisher revela uma clara associacdo entre GSTP1 e os grupos histoldgicos, no
grupo dos doentes fumadores (y*= 13,529, Sig= 0,007, Tabela 3.22), mesmo quando
estratificados pelo sexo (y°= 13,599, Sig= 0,006, Tabela 3.23). Os grupos de ex-
fumadores e ndo fumadores ndo apresentaram associacdo estatisticamente significativa
entre a distribuicdo genotipica de GSTP1 e as trés principais categorias histoldgicas (
Ex-fumadores: y*= 3,727, Sig= 0,449; N&o fumadores: y*= 2,588, Sig= 0,673, Tabela
3.22). Na estratificacdo por habitos tabagicos e sexo, simultaneamente, o ndmero
reduzido de ndo fumadores masculinos e de individuos do sexo feminino com hébitos
tabagicos ndo permitiu o estudo de associacdo, por violacdo dos pré-requisitos do

referido teste.

Tabela 3.22 Distribuicdo das frequéncias genotipicas de GSTP1 em funcdo dos grupos
histoldgicos prevalentes, apos estratificacdo da populagdo pelos hébitos tabagicos.

Histologia/GSTP1 AIA AlG GIG
Fumadores
Carc peq células 15 (68,2) 5(22,7) 2(9,1)
Carc. epidermoide 11 (37,9) 12 (41,4) 6 (20,7)
Adenocarcinoma 4(17,4) 16 (69,6) 3(13,0)
+* (Sig)* 13,529 (0,007)
Ex-Fumadores
Carc peqg células 3(37,5) 5 (62,5) -
Carc. epiderméide. 4 (26,7) 8 (53,3) 3(20,0)
Adenocarcinoma 9 (50,0) 6 (33,3) 3(16,7)
¥* (Sig)* 3,727 (0,449)
Né&o Fumadores
Carc peq células 4(33,3) 6 (50,0) 2 (16,7)
Carc. epidermdide 2 (333 4 (66,7) -
Adenocarcinoma 10 (25,6) 18 (46,2) 11 (28,2)
¥* (Sig)* 2,588 (0,673)

!Aplicacéo do Teste Exacto de Fisher
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Tabela 3.23 Distribuicdo das frequéncias genotipicas de GSTP1 em func¢éo da histologia
prevalente na populacdo, ap0s estratificacdo pelo sexo e pelos habitos tabagicos,
simultaneamente.

GSTP1 A/A AlG G/IG
Sexo masculino, Fumadores
Carc peq células 15 (71,4) 4(19,1) 2(9,5)
Carc. epidermdide 11 (39,3) 11 (39,3) 6 (21,4)
Adenocarcinoma 4 (20,0) 14 (70,0) 2 (10,0
¥*(Sig)* 13,599 (0,006)
Sexo masculino, Ex-Fumadores
Carc peq células 3(37,5) 5 (62,5) -
Carc. epidermdide. 4(26,7) 8 (53,3) 3 (20,0)
Adenocarcinoma 7 (46,7) 6 (40,0) 2 (13,3)
¥*(Sig)* 2,768 (0,644)

11Aplicag;é\o do Teste Exacto de Fisher

2N4o foi realizada a mesma analise aos ndo fumadores devido ao niimero reduzido de individuos nesta
categoria.

O estudo de regressao logistica apresentado na Tabela 3.24 permitiu avaliar a
contribuicdo do genotipo de GSTP1 para a diferenciacdo entre adenocarcinoma e
carcinoma das pequenas células, grupos histoldgicos nos quais se encontrou maior
disparidade na distribuicdo das frequéncias genotipicas e 0s quais estdo associados ao
consumo de tabaco (Tabelas 3.22 e 3.23). O modelo contém apenas uma variavel
GSTP1, revelando-se integralmente um modelo estatisticamente significativo (3°(2,
N=122)=7,27; Sig= 0,026). A presenca de GSTP1 na forma de alelo raro, GSTP1(G/G),
envolve um risco 4,1 vezes superior ao risco induzido pela presenca do genétipo “4/4”,
enquanto que o gendtipo em  heterozigotia, GSTP1(A/G) representa um risco

ligeiramente mais baixo, de 2,4.
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Tabela 3.24 Regressédo logistica relativa a contribuicdo dos gendtipos de GSTP1 para a
diferenciacdo entre adenocarcinoma e carcinoma das pequenas células, tipos

histoldgicos prevalentes na populacdo de doentes.

Parametros Estatisticos

Variaveis B Wald df Sig Exp (B) IC (95%)
GSTP1(A/A, wt) 6,936 2 0,031
G/G (mut) 1,402 4,945 1 0,026 4,065 [1,181; 13,993]
A/G (het) 0,872 4,308 1 0,038 2,391 [1,050; 5,447]
Constante 0,044 0,022 1 0,882 1,045

Uma abordagem semelhante, mas com as trés associacfes genotipicas

prevalentes,

GSTP1(A/G)/GSTT1posit/GSTM1posit,

GSTP1(A/A)/GSTT1neg/GSTM1posit e GSTP1(A/G)/GSTT1neg/GSTM1posit reforcam

a associacdo destas com os trés grupos histoldgicos, quando considerada apenas a

subpopulacéo de fumadores (y’= 8,674, Sig= 0,048, Tabela 3.25). O reduzido n(imero

de individuos neste estudo impede-nos de aplicar a analise por regressao logistica de

forma a reforcar os resultados encontrados.

Tabela 3.25 Distribuicdo das frequéncias genotipicas prevalentes, pelos principais tipos
histolégicos encontrados na populacdo de doentes, apOs associacdo dos genes das

Glutationas por concatenacao.

GSTP1/GSTT1/GSTM1 (A/A)/neg/posit  (A/G)/posit/posit (A/G)/neg/posit
Fumadores
Carc peqg células 2(22,2) 5 (55,6) 2 (22,2)
Carc. epidermoide 2 (10,0) 4 (20,0) 14 (70,0)
Adenocarcinoma 5 (26,3) 9 (47,4) 5 (26,3)

¥* (Sig)* 8,674 (0,048)

N&o Fumadores
Carc peq células 1(25,0) 2 (50,0) 1(25,0)
Carc. epidermdide - 2 (100,0) -
Adenocarcinoma 4(30,8) 5(38,4) 4 (30,8)

1 (Sig)

2,647 (0,770)

Aplicacéo do Teste Exacto de Fisher
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Para além dos resultados apresentados, foram realizados estudos de associacéo
entre as demais variaveis clinicas consideradas neste trabalho e 0s genes das glutationas,
quer individualmente quer apds concatenagdo. As variaveis clinicas consideradas foram
a localizacao tumoral, a multifocalidade, a bilateralidade, o estadio, a sobrevivéncia e a
metastizacdo. Nao foram encontradas associacGes estatisticamente significativas entre

0s gendtipos das glutationas e as referidas variaveis.

3.2.2.2. Enzimas N-acetil transferases

A caracterizacao genotipica deste gene nas duas populacdes, permitiu dividi-las
em dois grupos fenotipicos distintos, “acetilador rapido” e “acetilador lento”. Foi ainda
realizada uma andlise mais alargada da distribuicdo destes nas duas populacdes e suas
associacGes com as caracteristicas quer de risco quer clinicas. Como ficou explicitado
pelos resultados expostos nas Tabelas 3.4 e 3.5, os individuos em ambas as populacbes
possuem maioritariamente fenotipo “acetilador lento”, com prevaléncia deste na
populacédo de doentes (81,0%). Foi ainda encontrada uma associacdo estatisticamente
significativa entre este fenotipo e as populagdes doente e controlo, considerando os
individuos do sexo masculino. Para a mesma populacdo, o estudo de associagdo entre o
fenotipo do gene NAT2 e o sexo ndo revelou diferencas estatisticamente significativas
(Pop. doentes: y?= 3,009, Sig= 0,083; Pop. Controlo: ¥°= 0,077, Sig= 0,782).

A distribuicdo dos dois fendtipos tendo em consideracdo 0 sexo, a histdria
familiar, habitos alcodlicos, habitos tabagicos, a carga tabagica e a cessacao tabagica
encontram-se descritos na Tabela 3.26. A subpopulagdo de “acetilador lento” revela
associacOes estatisticamente significativas com as variaveis sexo (sig=0,010), historia
familiar (sig=0,001), habitos alcodlicos (sig=0,001), habitos tabagicos (sig< 0,001) e
cessacdo tabagica (sig< 0,001). Estes resultados parecem confirmar a prevaléncia desta
subpopulacdo, uma vez que coincidem com os resultados encontrados n a anélise da
caracterizagdo de ambas as populagbes. A subpopulagdo de “acetilador rapido”

apresenta apenas uma associacdo estatisticamente significativa relativa a historia
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familiar (sig=0,001). Apesar de esta também estar associada ao fenotipo “acetilador

lento”, o valor de OR, para o “acetilador rapido” ¢ superior.

Tabela 3.26 Distribuicdo dos fendtipos de NAT2 pelas caracteristicas associadas a
fatores de risco. Estudo de associagdo por aplicacdo do teste do y°.

“acetilador rapido”

“acetilador lento”

Fentipo Pop. Doente Pop. Controlo Pop. Doente Pop.Controlo
(%) (%) (%) (%)
Sexo
Feminino 13 (36,1) 23 (37,7) 34 (22,2) 60 (35,7)
Masculino 23 (63,9) 38 (62,3) 119 (77,8) 108 (64,3)
2 (gi 7,039 (0,010)
%" (Sig) OR[IC] 0,025 (0,875) 1,94 [L19: 3.19]
Historia Familiar
Sim 13 (38,2) 5(8,2) 43 (30,3) 13 (7,9)
Né&o 21 (61,2) 56 (91,8) 99 (69,7) 151 (92,1)
X (Sig) OR [IC] 12,827 (0,001) 25,44 (<0,001)
6,93 [2,2;21,8] 5,05 [2,58; 9,86]
Habitos alcoolicos
Né&o 9 (29,0) 21 (35,6) 50 (35,5) 86 (54,4)
Sim 22 (71,9) 38 (64,4) 91 (64,5) 72 (45,6)
2 (gj 10,813 (0,001)
% (Sig)OR [IC] 0,394 (0,640) 2,17 [1.36-3.46]
Habitos Tabagicos
Fumador 8 (22,8) 8 (13,1) 69 (45,1) 18 (10,8)
Né&o fumador 16 (44,4) 33 (54,1) 49 (32,0) 103 (61,7)
Ex fumador 12 (33,3) 20 (32,8) 35 (22,9) 46 (27,5)
1’ (Sig)OR [IC] 1,558 (0,459) 50,06 (< 0,001)
Carga Tabagica
<5 uma - 11 (3,4) 4 (4,0) 2(3,2)
[5;20[ 3(16,7) 2(6,9) 2 (2,0) 3(4,1)
[20;50[ 15 (83,3) 26 (89,7) 95 (94,1) 57 (91,9)
1 (Sig)OR [IC] 1,685 (0,608) 1,215 (0,554)
Cessacao tabagica
<lano 8 (44,4) 8 (27,6) 69 (68,3) 18 (29,5)
[1,15]anos 8 (44,4) 11 (37,9) 21 (20,8) 22 (36,1)
>15 anos 2(11,2) 10 (34,5) 11 (10,9) 21 (34,4)
1 (Sig)OR [IC] 3,420 (0,181) 24,672 (< 0,001)

Os resultados obtidos por aplicagdo do mesmo teste, na populagdo de doentes,

relativamente as variveis clinicas revelam associagOes estatisticamente significativas

com a histologia do tumor (sig=0,036) e com a metastizacdo (sig=0,039), situacdo
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singular encontrada para esta variavel clinica (Tabela 3.27). E de salientar a prevaléncia
de individuos com o fendtipo “acetilador rapido” no grupo de adenocarcinoma,
enquanto que nos restantes tipos histolégicos considerados verifica-se a prevaléncia do
fenodtipo “acetilador lento”. Relativamente a variavel “metastizagdo”, sera significativo
o reduzido nimero de individuos com o fendtipo “acetilador rapido”(12,2%) no sub-
grupo de doentes com metastizacdo na altura do diagndstico, quando comparados com
os individuos sem metastizacdo (24,5%). Analisando o grupo dos individuos com
metastizacdo, ha prevaléncia do fendtipo “acetilador lento” (87,8%) relativamente ao

fenotipo “acetilador rapido” (12,2%).

O estudo de regresséo logistica apresentado na Tabela 3.28 avalia a contribuicéo
das diferentes varidveis associadas a fatores de risco, como sejam o sexo, 0s habitos
alcodlicos e a cessacdo tabagica, e o fen6tipo do gene NAT2, para a caracteriza¢do dos
doentes com cancro do pulméo. O modelo apresentado é estatisticamente significativo
(x* (N=190,df=5)=57,699; Sig<0,001), explicando entre 26,2% (Cox e Snell R square) e
35,1% (Nagelkerke R square) da variancia observada na populacdo de doentes,
classificando corretamente 72,6% destes. O sexo e a cessacdo tabagica por um periodo
superior a um ano, na altura do diagnoéstico, ndo contribuem significativamente para o
modelo apresentado. As restantes variaveis evidenciam uma contribuicdo significativa,
verificando-se um risco 4,17 vezes superior para 0s habitos alcoolicos, de 6,67 vezes
para a cessacdo tabagica no periodo inferior a um ano antes do diagndstico e um risco
de 3,88 vezes o fendtipo “acetilador lento”. Estas variaveis confirmam os resultados
encontrados e contribuem significativamente para a caraterizacdodos individuos com

cancro do pulmao.

. Estes resultados permitem definir uma subpopulacdo de doentes com cancro do
pulmdo, como sendo individuos com fendtipo “acetilador lento”, maioritariamente do
sexo masculino, com historia familiar de cancro, com habitos alcodlicos, sendo
fumadores ou ex-fumadores, com cessacdo tabagica inferior a um ano. Na populacéo
controlo, os individuos com fenotipo “acetilador lento”, sdo maioritariamente homens,
sem histdria familiar, sem habitos alcoolicos, ndo fumadores e, quando ex-fumadores, a

cessacao tabagica ocorreu ha mais de um ano.
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Tabela 3.27 Distribuicdo dos fendtipos de NAT2 pelas caracteristicas clinicas avaliadas,
na populacéo de doentes. Estudo de associa¢do por aplicagdo do teste do y°.

Populacdo Doente/ NAT2

Fenotipo “acetilador rapido” (%) “acetilador lento” (%)
Histologia do tumor
Carc. peg. células 5(11,9) 37 (88,1)
Carc. Epidermoide 5(10,4) 43 (89,6)
Adengcarcinoma 53 (72,7) 20 (27,3)
% (Sig) 6,709 (0,036)
Localizagdo do tumor
Lobo sup, pulméo esq. e dir. 18 (23,7) 58 (76,3)
Lobo inf, pzulméo esq. e dir. 10 (24,4) 31 (75,6)
X" (Sig) 0,007 (1,000)
Estadio
Até I11A 4 (25,0) 12 (75,0)
1B 4 (28,6) 10 (71,4)
v 15 (16,5) 76 (83,5)
2 1
X" (Sig) 1,948 (0,365)
Sobrevivéncia
<2anos 15 (30,0) 35 (70,0)
>22anosl 4 (13,8) 25 (86,2)
X (Sig) 2,639 (0,171)
Metastizacao
Sim 9(12,2) 65 (87,8)
Néo 27 (24,5) 83 (75,5)
2 -
X (Sig) 4,311 (0,039)
ORJILC] 2,35[1,03; 5,34]

Aplicacéo do Teste Exacto de Fisher
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Tabela 3.28 Regressdo logistica relativa a contribuicdo do fenétipo de NAT2,
“acetilador lento” ou “acetilador rapido”, para a diferenciacdo entre ser ou nao doente,
quando associada a outros fatores de risco, nomeadamente sexo, consumo de alcool e

cessacdo tabagica na altura do diagnostico.

Parametros estatisticos

Variaveis B SE Wald df Sig. Exp(B)  IC (95%)
Sexo(feminino)
Masculino 0,904 0,697 1,681 1 0,195 - -
Consumo de alcool (Nao)
Sim 1,429 0,371 14,846 1 <0,001 4,176 [2,012;8,64]
Cessacdo tabagica(>15anos) 20,809 2 <0,001
<1 ano 1,897 0,451 17,717 1 <0,001 6,667 [2,76;16,13]
[1;15] 2,611 0473 1,669 1 0,196 - -
Fendtipo NAT2 (“Réapido”)
“Lento” 1,356 0,415 10,651 1 0,001 3,881 [1,72;8,76]
Constante -3,707 0,880 17,749 1 <0,001 0,025

A Tabela 3.29 apresenta um estudo relativo a contribuicdo das varidveis

“cessagdo tabagica” e o fendtipo do NAT2 para a presenca de metéstases na altura do

diagnostico. A anélise foi realizada tendo em consideracdo o valor de significancia

estatistica encontrado quando do estudo de associacdo entre os fendtipos de NAT2 e as

varidveis clinicas (Metastizacdo: sig=0,039, OR=2,35; Tabela 3.27). O modelo

apresenta globalmente um valor de y* estatisticamente significativo (x> (N=116, df=3)=
8,166; Sig=0,043), explica entre 6,8% (Cox e Snell R square) a 9,1% (Nagelkerke R

square) da variancia observada na populacdo de doentes e classifica corretamente 56,0%

dos individuos. Apesar da cessacdo tabagica ndo contribuir significativamente para o

risco de metastizacdo na altura do diagnostico, esta influencia a contribuicdo do

fenotipo “acetilador lento”. Este revela-se estatisticamente significativo (sig=0,026),

conferindo um risco cerca de 4,5 vezes superior relativamente aos individuos com o

fenotipo “acetilador rapido”.
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Né&o foi possivel estabelecer um modelo de regressao logistica, estatisticamente
significativo a partir do resultado obtido nos estudos de associacdo, relativos a
histologia do tumor (Tabela 3.27), este modelo permitiria avaliar a contribuicdo das
diversas variaveis estudadas para esta variavel clinica. Esta situacao resulta do reduzido
nimero de individuos presentes em cada categoria da variavel histologia para

“acetilador rapido”.

Tabela 3.29 Regressdo logistica relativa ao estudo da contribuicdo do fenotipo
“acetilador lento” e do factor de risco “aessagdo tabagica” para a metastizagcdo na altura
do diagnostico.

Parametros estatisticos

Variaveis B SE Wald df Sig. Exp(B) IC (95%)
Cessacdo tabagica (>15anos) 1,007 2 0,587
<lano 0,590 0,668 0,780 1 0,377 - -
[1;15] 0,265 0,750 0,125 1 0,724 - -
Fenotipo NAT2 (“Rapido™)
“Lento” 1,498 0,673 4,952 1 0,026 4,471 [1,20;16,72]

Constante -2,003 0,879 5,192 1 0,023 0,135

3.3. Estudo da contribuicao das associagdes das enzimas da fase | e fase 11
para o cancro do pulmao.

As Tabelas 3.30 e 3.31 dizem respeito a estudos de regressao logistica, avaliando
a contribuicdo das diferentes variaveis estudadas como potenciais fatores de risco bem
como 0s gendtipos encontrados, por combinagdo, para a caracterizacdo dos doentes

com cancro do pulméo.

A Tabela 3.30 apresenta os resultados de um estudo de regressdo logistica em
que foram avaliadas as variaveis que mais contribuem para caracterizar um individuo
doente, com cancro do pulmdo. O modelo é constituido por quatro variaveis, sexo,
habitos alcoodlicos, a combinagdo dos gendétipos das glutationas GSTP1, GSTT1 e
GSTMI e o fenotipo para NAT2. O modelo global ¢ estatisticamente significativo (2
(N=123,df=6)=28,815; Sig<0,001), explicando entre 20,9% (Cox e Snell R square) a
27,9% (Nagelkerke R square) da variancia observada na populacdo de doentes e

classifica corretamente 74,0% destes individuos.
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Tabela 3.30 Regressdo logistica relativa a contribuicdo dos fenétipos de NATZ2,
“acetilador lento” e ‘“‘acetilador rapido” e das associagdes de gendtipos para GSTs,
GSTP1(A/G)/GSTT1(-)/GSTM1(+), GSTP1(A/A)/IGSTT1(-)/GSTM1(+) e
GSTP1(A/G)/GSTT1(+)/GSTM1(+), para a diferenciacdo entre ser ou ndo doente,
associada a outros fatores de risco, nomeadamente sexo e habitos alcoolicos.

Parametros estatisticos

Variaveis B SE Wald df Sig. Exp(B) IC (95%)
Sexo(feminino)

Masculino 1,065 0,450 5,606 1 0,018 2,900 [1,20;7,00]
Habitos alcodlicos(N&o)

Sim 0,708 0,436 2,636 1 0,104 - -

Gendtipo GSTs ((A/G)/+/+) 12,366 2 0,002
GSTP1(A/G)/GSTT1(-)/GSTM1(+) 1,696 0,504 11,338 1 <0,001 5,452 [2,03;14,63]
GSTP1(A/A)/GSTT1(-)/GSTM1(+) 1,184 0559 4,489 1 0,034 3,268  [1,09;9,77]

Fendtipo NAT2 (“Réapido™)
“Lento” 1,236 0,511 5,854
Constante -2,870 0,681 17,743

-

0,016 3,443  [1,27;9,37]
<0,001 0,057

-

As variaveis sexo masculino (sig=0,018), as duas combinagBes genotipicas,
GSTP1(A/G))/GSTT1(-)/GSTM1(+) (sig<0,001) e GSTPL1(A/A)/GSTT1(-)/GSTM1(+)
(sig=0,034) bem como o fendtipo “acetilador lento” (sig=0,016) contribuem
significativamente para o “perfil de doente”, conferindo um risco aumentado de,
respetivamente 2,9, 54, 33 e 34 vezes. A combinacdo genotipica
GSTP1(A/G)/GSTT1(-)/GSTM1(+) confere um risco 5,4 vezes superior relativamente a
GSTP1(A/G)/GSTT1(+)/GSTM1(+) enquanto que a combinacdo GSTP1(A/A)/GSTTL(-
)/GSTM1(+) contribui com um risco inferior, cerca de 3,3 vezes. O fendtipo “acetilador
lento” apresenta para este modelo um risco, cerca de 3,4 vezes superior relativamente ao
fenotipo “acetilador lento”. O sexo tem relevancia estatistica, sendo atribuido um risco
2,9 vezes superior a um individuo do sexo masculino relativamente a um individuo do

sexo feminino.

Na Tabela 3.31, foram avaliadas ndo s6 as contribui¢Ges das varidveis de risco
que mais se destacaram como significativas para “ser doente com cancro do pulmao”,
tais como sexo e consumo de alcool, como também avalidmos simultaneamente a
contribuicdo das combinacdes genotipicas das glutationas, enzimas do citocromo P450 e
fenotipo do NAT2. Este modelo apresenta-se, tal como 0s outros, estatisticamente
significativo (Xz (N=72, df=6)= 20,196; Sig=0,003), explicando entre 24,5% (Cox e
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Snell R square) a 32,6% (Nagelkerke R square) da variancia observada na populacdo de
doentes e classificando corretamente 75,0% dos individuos. Apesar das variaveis sexo,
habitos alcodlicos e combinacdo CYP1A1*2A (T/T)/ICYP1A1*2C(A/A)/CYP2D6(G/G)
ndo apresentarem valores de significancia estatistica, estes parecem interferir na
contribuicéo das combinagdes GSTP1(A/G)/GSTT1(-)/GSTM1(+) e
GSTP1(A/A)/GSTT1(-)/GSTM1(+) bem como da contribui¢do do fendtipo “acetilador

lento” para a caracterizag¢do do individuo doente.

Tabela 3.31 Regressdo logistica relativa a contribuicdo do fenotipo de NAT2 e das
associacles de gendtipos para GSTs e CYPs, respectivamente GSTP1(A/G)/GSTT1(-
)/IGSTT1(+), GSTP1(A/A)/GSTT1(-)/GSTM1(+) e GSTP1(A/G)/GSTT1(+)/GSTM1(+) e
CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A)/ICYP2D6(G/A) e CYPIAL1*2A(T/T)/CYP1A1*2C
(AJA)ICYP2D6(G/G), para a diferenciacdo entre ser ou ndo doente, associada a outros
fatores de risco, nomeadamente sexo e habitos alcodlicos.

Parametros estatisticos

Variaveis B SE Wald df Sig. Exp(B) IC (95%)
Sexo (feminino)

Masculino 0,676 0,662 1,043 1 0,307 - -
Habitos alcodlicos (Nao)

Sim 1,091 0,633 2971 1 0,085 - -
Gendtipo GST 9.554 ’ 0,008
(GSTPL(A/G)/GSTTL1(+)/GSTML (+))
GSTP1(A/G)/GSTT1(-)/GSTM1(+) 1930 0,699 7,614 1 0,006 6,889 [1,75;27,12]
GSTP1(A/A)/GSTT1(-)/GSTM1(+) 1,814 0,792 5,237 1 0,022 6,132 [1,30;28,98]
Gendtipo CYP
(1A1*2A(T/T)/1AL1*2C(A/A)/2D6(GIA))
CYP1AL(T/T)ICYP1A1*2C(A/A)/
CYP2DB(G/G) 0,198 0,588 0,113 1 0,736 - -
Fendtipo NAT2 (“Rapido™)

“Lento” 1,388 0,653 4,521 1 0,033 4,007 [1,12;14,48]
Constante -3,049 0,952 10,265 1 0,001 0,047
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Assim, neste modelo, a combinacdo GSTP1(A/G)/GSTT1(-)/GSTM1(+) confere
um risco cerca de 6,9 vezes superior e a combinacdo GSTP1(A/A)/GSTT1(-)/GSTM1(+)
um risco 6,1 vezes superior relativamente a combinagéo
GSTP1(A/G)/GSTT1(+)/GSTM1(+). Por outro lado, ser um “acetilador lento” confere
um risco 4,0 vezes superior relativamente a ser um “acetilador rapido”. Estes valores de
risco sdo superiores aos verificados para os mesmos estudos de regressdo logistica,
considerando as mesmas varidveis mas excluindo as combinagdes das enzimas do
citocromo P450, CYPs (Tabela 3.31).

3.4 Estudo de associacao entre CYPs, GSTs e a proteina mutada TP53.

Na Tabela 3.32 sdo apresentadas as frequéncias encontradas relativas a presenca
da proteina TP53 mutada (com marcacédo) ou ndo mutada (sem marcacao) em funcédo do
sexo. Este estudo ndo revela uma associacdo estatisticamente significativa entre as duas
variaveis analisadas (x*(N=116)=1,490; sig=0,271).

Tabela 3.32 Distribuicdo das frequéncias encontradas para a proteina do gene supressor
tumoral TP53 em funcdo do sexo da populacdo de doentes. Detecdo realizada por
imunohistoquimica, para detecdo da proteina mutada, em bidpsias e pecas cirdrgicas de
tecido tumoral do pulmé&o parafinado.

Pop. Doentes Sexo feminino Sexo masculino X*(Sig)
TP53 mutada

Sem marcacao 21(28,8) 52(71,2)

Com marcacgéo 8(18,6) 35(81,4) 1,490 (0.271)

O estudo de regresséo logistica apresentado na Tabela 3.33, permite avaliar a
contribuicdo da localizacdo tumoral para os diferentes valores de marcagédo da proteina
mutada TP53. O modelo contém apenas uma variavel independente, a localizagdo
tumoral, revelando-se, na globalidade, um modelo estatisticamente significativo
((X?(df=2,N=73)=6,568/Sig=0,010), permitindo associar a marcacdo de TP53 com a

localizag&o tumoral.
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Tabela 3.33 Regressdo logistica relativa a uma possivel associacdo entre a
localizagdo do tumor com os niveis de marcacdo (>50%) da proteina mutada
TP53 (varidvel dependente: TP53 mutado, com marcacdo para valores >50%).

Parametros Estatisticos

Caracteristicas B S.E. Wald df Sig Exp (B) IC (95%)

Associacao
(Lobo inf, pulméo esq e direito)
Lobo sup.,pulméo
o 1,166 0,549 4,509 1 0,034 3,208 [1,094; 9,410]
esq e direito

Constante -1,299 0,461 7,958 1 0,005 0,273

Globalmente, o0 modelo explica entre 8,6% (Cox and Snell R square) a 13,20%
(Nagelkerke R square) da variancia observada na marcacdo de TP53, e classifica
correctamente 78,1% dos casos analisados. A localizacdo do tumor no lobo superior de
ambos os pulmdes revela uma contribuicdo estatisticamente significativa para a
marcacdo de TP53 (TP53 mutada), com um risco 3,2 vezes superior relativamente ao

lobo inferior.

Apos combinacdo, por concatenacdo, dos genes CYP1A1*2A/*2C/CYP2D6*4 e
da proteina mutada TP53 foram realizados estudos de associacdo entre as combinacdes
prevalentes obtidas e as varidveis de risco e clinicas ja referidas. O reduzido numero de
doentes impediu uma abordagem fiavel destas combinac¢Bes na populagdo, pelo que se
omitem as Tabelas relativas ao estudo. A estratificacdo pelo sexo permitiu verificar o
reduzido numero de individuos do sexo feminino relativamente ao sexo masculino. A
presenca de zeros nas células conduz a um valor do teste do y° de significancia
estatistica pouco crediveis, apesar das analises terem sido realizadas por aplicagéo do
teste exacto de Fisher. Os estudos de associacdo entre estas combinacgdes e as variaveis
de risco ndo revelam valores estatisticamente significativos (Antecedentes familiares:
v*(N=49; sig=0,052)=4,952; Consumo de alcool: x*(N=48; sig=0,097)=2,648; Habitos
tabagicos: y?(N=54; sig=0,243)=1,034; Cessacdo tabagica: y*(N=35; sig=0,633)=1,342;
Carga tabagica: y°(N=32; sig=0,678)=1,556) bem como com as variaveis clinicas
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(Histologia:  ¥*(N=63; sig=0,705)=3,975; Localizacdo do tumor: x*(N=53;
sig=0,341)=3,656; Estadio: x*(N=42; sig=0,061)=9,571; Sobrevivéncia: x*(N=25;
sig=0,537)=2,525).

Apo6s combinacdo dos genes de fase Il e os valores de marcacdo da proteina
mutada, TP53, obtidos por imunohistoquimica, verificou-se que apenas a combinagéo
do gene GSTPlcom TP53 mutada, apresenta valores de associagdo estatisticamente
significativos (sig<0,05) com as diferentes variaveis, quer sejam as de risco quer sejam
as clinicas. A Tabela 3.34 apresenta as diferentes frequéncias obtidas, apés
concatenacdo entre GSTP1 e TP53 mutada, na populacdo de doentes e apés

estratificagdo pelo sexo, revelando auséncia de significancia estatistica (sig=0,331).

Tabela 3.34 Distribuicdo das frequéncias relativas a associagcdo, por concatenacdo, do
genotipo de GSTP1 e o resultado da marcacdo, por imunohistoquimica, de tecido
pulmonar neoplésico para detecdo da proteina mutada de TP53.

Pop Doentes (%) Sexo masculino Sexo feminino
GSTP1(A/A)/ TP53 - 29 (25,2) 23 (26,7) 6 (20,7)
GSTP1(A/A)/ TP53+ 13 (11,3) 10 (11,6) 3(10,4)
GSTP1(A/G)/ TP53 - 43 (37,4) 28 (32,6) 15(51,7)
GSTP1(A/G)/ TP53 + 30 (26,1) 25 (29,1) 5(17,2)

X2 (sig)* 3,427 (0,331)

!Aplicacéo do Teste Exacto de Fisher

Relativamente a distribuicdo das mesmas combinacGes pelas categorias da
variavel localizacdo tumoral verificamos a prevaléncia da combinacédo para GSTP1 em
heterozigotia (A/G + G/G) e TP53 mutada no lobo superior dos pulmdes (36,4%). Esta

distribuicéo revela-se estatisticamente significativa (Tabela 3.35; sig=0,022).
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Tabela 3.35 Estudo de associagdo entre as combinagGes de genotipos, obtidas por
concatenacao, entre GSTP1 e o padrdo de TP53 mutado obtido por imunohistoquimica,
e a localizagdo tumoral.

GSTP1(A/A)/ TP53 -  GSTP1(A/A)/ TP53+ GSTP1(A/G)/ TP53— GSTP1(A/G)/TP53+

Localizagéo (%) %) o) o

Pulmao esq. e , ,

12 (21,2 5 (11,4 11 (25,0 16 (36,4

direito, lobo sup (27.2) (11,4) (25,0 (36.4)

Pulmado esq. e , )

4 (14,3

direito, lobo inf 5(17.9) 2(7.) 17 (60,7) (14,3)
X2 (Sig)* 9,224 (0,022)

11Ap|icagéo do Teste Exacto de Fisher

2Células cujos valores dos residuos ajustados indicam serem as associacdes que mais contribuem para o
valor de y°.

O estudo de regressdo logistica relativa a contribuicdo das combinacdes
GSTP1/TP53 para a localizacdo tumoral, lobo superior ou inferior, do pulméo esquerdo
e direito, esta descrito na Tabela 3.36.

Tabela 3.36 Regressdo logistica relativa a contribuicdo da associacdo GSTP1/TP53 mut

para a localizagdo “preferencial” do tumor, no lobo superior, de ambos os pulmdes.

Parametros Estatisticos

Caracteristicas

B S.E. Wald df Sig Exp (B) IC (95%)
Associacao 8.950 9 0.11
(GSTP1(A/A) TP53-)
GSTP1(A/G)/ TP53+ 1,822 0,680 7,179 1 0,007 6,181 [1,63; 23,4]
GSTP1(A/G)/ TP53- 1,323 0,593 4,978 1 0,026 3,753 [1,17; 11,95]
Constante -0,435 0,387 1,266 1 0,261 0,647

O modelo apresenta-se integralmente como um modelo estatisticamente

significativo ((X?(df=2,N=72)=9,717/Sig=0,008) permitindo associar a distribuicdo de
GSTP1/TP53 com a localizagdo tumoral. Globalmente, o0 modelo explica entre 12,6%

(Cox and Snell R square) a 17,1% (Nagelkerke R square) da varidncia observada na
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marcacdo de TP53, e classifica corretamente 69,4% dos casos analisados. A combinacao
GSTP1(A/G)/TP53+ contribui significativamente (sig=0,007) para o padrdo de
localizagdo tumoral, verificando-se uma preferéncia para o lobo superior, pulmao
esquerdo e/ou direito, associado a um risco de 6,2 relativamente a combinacgéo
GSTP1(A/A)/TP53-. De igual modo, embora revelando um risco inferior, 3,8,
GSTP1(A/G)/TP53- contribui de forma estatisticamente significativa para o padrdo de
distribuicdo tumoral (sig=0,026).
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Capitulo IV

DISCUSSAO
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4. Discussao

4.1. Caracterizagdo da populagdo

A neoplasia do pulmé&o é a principal causa de morte por cancro no mundo sendo
mesmo superior as mortes causadas pelos carcinomas colorrectal, da mama e do
estomago [Ferlay J. et al., 2013]. Apesar de ser uma doenca rara no inicio do seculo

XX, hoje é um dos tumores malignos mais frequente e mortifero.

Ao nivel da UE, Portugal possui uma das mais baixas taxas de incidéncia
padronizada de tumores malignos da traqueia, bronquios e pulmao, 23,60, relativamente
aos restantes estados membros [Registo Oncolégico Nacional (RON) 2007-RORENO
2013]. Considerando Portugal Continental, os registos oncologicos das trés principais
regides do pais revelam que, em 2009, a regido Centro possuia a menor taxa de
incidéncia padronizada anual por 100000 habitantes por grupo etério, 12,8, seguida da
regido Norte com 21,4 e por ultimo a regido Sul com 22,1 [Registo Roreno,
2009].Quando avaliada por sexo, a regido Centro mantinha os menores valores da taxa
de incidéncia padronizada anual (por 100000 por grupo etario por sexo). A data da
realizacdo deste estudo, 2003 a 2006, a taxa de incidéncia dos tumores malignos da
traqueia, brénguios e pulméo eram, para o sexo masculino, de 39,7 na regido norte, de
23,2 na regido centro e de 40,7, na regido sul enquanto que no sexo feminino os valores
apresentavam-se bastante inferiores, respetivamente, 6,7, 3,9 e 7,2 [RORENO,
RORCentro, RON 2006].

Segundo o0 RON 2013, o numero de doentes oncologicos em Portugal tem vindo
a aumentar, sendo que em 2011 este valor foi 11,6% superior ao de 2007 e 2,9%
superior ao de 2010. Tendo em consideracdo os doentes oncoldgicos, os doentes com
tumores do pulméao registam um aumento progressivo no nosso pais, referido como um

“preocupante aumento registado para o sexo feminino” [RORENO 2013].
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Para a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a evolucdo demogréafica e a
exposicdo a fatores de risco determinard o aumento da incidéncia de doencas
oncoldgicas nos proximos anos. Importa investir na prevencdo, por diminuicdo da
exposicdo a fatores de risco ambientais, bem como na detecdo precoce da doenca. Os
fatores ambientais compreendem os habitos de risco, tais como o consumo de tabaco ou
mesmo o consumo de alcool e 0s agentes cancerigenos ambientais ou profissionais.
Importa ainda ter em consideracdo a predisposicdo genética individual, que em
associacdo com os fatores ambientais, modula a resposta de cada individuo a sua

exposicao.

Reconhecendo que na regido centro do nosso pais ndo ha, aparentemente,
exposicdes ambientais que nos facultem uma justificacdo plausivel para a taxa de
incidéncia de cancro registada bem como o seu crescimento e, embora sendo uma das
menores relativamente as quatro principais cidades do pais, Porto, Coimbra, Lisboa e
Faro, importa avaliar esta populacdo, caracterizando o seu comportamento ao nivel dos
fatores comportamentais definidos como de risco bem como relativamente aos fatores
moduladores da suscetibilidade, definidos geneticamente e responsaveis pela
variabilidade individual na resposta a xenobioticos e outros compostos, quer exdgenos

quer enddgenos.

Tendo em consideracdo que o consumo de tabaco é um fator comum, gquando
estabelecemos uma comparacdo entre as trés principais regides urbanas de Portugal
continental, havera outros fatores que nos permitam compreender a disparidade de
valores encontrados para as taxas de incidéncia nestas regides. Nao foi, no entanto, esse,
0 propdsito deste estudo, pelo que a investigacdo se focou na caracterizacdo da
populacdo da Zona Centro do Pais, de forma a perceber quais os fatores que poderiam
prevalecer na determinacdo do desenvolvimento desta doenca e contribur para a

caracterizagdo do doente com cancro do pulm.

Assim, o estudo comeca por avaliar duas populacfes da Regido Centro do Pais,
uma a quem foi diagnosticado cancro do pulméo e a outra, sem diagnostico de cancro,
as quais deram entrada no mesmo servico de Pneumologia, no periodo de 2003 a 2006.
Dada a impossibilidade de proceder a colheita de sangue e execucgdo do inquérito fora

do contexto hospitalar, a populagdo controlo foi obtida dentro do mesmo servico de
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Pneumologia embora tal escolha, pudesse introduzir, um enviesamento de Berkson ou

enviesamento hospitalar, nos resultados.

4.1.1. Caracterizacdo das populacgdes controlo e de doentes

O aumento das taxas de incidéncia e de mortalidade por cancro do pulmao esta
intimamente associado a um aumento do consumo de tabaco. Esta associacdo foi
demonstrada, inequivocamente, em 1950 por Doll e Hill, conduzindo desde entdo a
diversos estudos epidemioldgicos no sentido de definir as caracteristicas populacionais,
comportamentos de risco ou exposicdes ambientais, que permitissem contribuir de
alguma forma para a prevencdo e controlo desta doenca [Doll et al., 1950; Hecht, 2003;
Alberg et al., 2003; Parente et al., 2007].

As populagdes estudadas diferem em diversas carateristicas analisadas,
evidenciando habitos de risco presentes na populacdo de doentes que ndo se encontram

em prevaléncia na populacéo controlo.

Uma anélise global das populac6es permite definir a populagdo de doentes como
mais jovem do que a controlo, com uma média de idades de 63,06 anos (Xpopulagio
controlo:70,92an0s), com prevaléncia para os intervalos etarios entre os 36 anos e 0s 66
anos. Destes, 74,5% pertenciam ao sexo masculino e 25,5% ao sexo feminino
(populacdo controlo: 63,2% sexo masculino/36,8% sexo feminino). Da totalidade de
individuos doentes com habitos tabagicos, 40,0% eram fumadores e 25,5% ex-
fumadores enquanto que na populagéo controlo apenas 11,0 % eram fumadores e 28,6%

foram identificados como ex-fumadores (Tabela B1, Anexo B).

A analise das populagdes em funcdo do sexo, permite afirmar que a populacdo
de doentes era constituida por 50,3% de fumadores ativos, do sexo masculino, e 9,8%
individuos fumadores ativos, do sexo feminino. A populagdo controlo era constituida

por 14,3% fumadores ativos, do sexo masculino, e 5,5% do sexo feminino. O periodo de
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cessacdo tabagica revelou-se uma caracteristica importante, evidenciando uma
distribuicdo estatisticamente significativa entre populacfes. Na populacdo de doentes,
prevalece o periodo de cessagdo inferior a um ano antes do diagndstico. Estes
individuos evidenciaram uma prevaléncia para a presenca de antecedentes familiares do
1° grau com algum tipo de cancro (OR= 5,34), mesmo quando avaliado apenas o0 grupo
de individuos ndo fumadores (OR= 3,7) e ap0s estratificacdo pelo sexo (sexo feminino:
OR= 3,92) (Anexo B). O consumo de alcool revelou uma associagdo estatisticamente
significativa entre populagdes, com prevaléncia para os doentes (65,9%, OR= 1,9). A
associacdo do consumo de alcool com os héabitos tabagicos demonstrou potenciar o
risco para a doenga (OR= 4,5). Caracteristicas como carga tabagica e tempo de consumo
ndo demonstraram associagOes estatisticamente significativas com a populagdo de
doentes, por aplicacdo do teste do ¥°, nem mesmo apés estratificacdo da populacio
pelos intervalos etarios. Esta auséncia de significancia estatistica indicia uma
uniformidade na distribuicdo das populacGes pelas categorias das variaveis o qual foi
comprovado pela aplicacdo do teste de aderéncia do ¥ Assim, individuos doentes e
controlo possuem 0 mesmo tempo de consumo e, apesar da prevaléncia de doentes para
cargas tabagicas superiores a 50 uma, este valor ndo € significativo numa analise em

que esta variavel poderia ser tratada como variavel de risco.

Os intervalos etarios de maior prevaléncia para a populacdo de doentes estdo de
acordo com os descritos por diversos autores em trabalhos de epidemiologia do cancro
do pulmao. Destes salienta-se um trabalho publicado em 2007 por Béarbara Parente et
al., relativo a um estudo realizado na populacdo hospitalar portuguesa com cancro do
pulmdo, o qual apresenta uma populacdo com uma média de idades de 64,49+11,28
[Parente et al., 2007]. Ainda neste estudo, os valores referidos para a percentagem de
individuos do sexo masculino e feminino sdo muito semelhantes aos obtidos no presente
trabalho, demonstrando uma prevaléncia do sexo masculino, a qual ndo devera deixar de

estar associada ao consumo de tabaco.

A distribuicdo de frequéncias encontradas para os habitos tabagicos, entre as
populacbes de doentes e controlo, sdo reveladoras de uma forte associacdo entre o
consumo de tabaco e o cancro de pulmdo, confirmando diversos estudos
epidemiolégicos publicados [Alberg et al., 2006; Parente et al., 2007; Ferlay et al.,
2013].
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Embora seja evidente o crescente aumento do consumo de tabaco por parte do
sexo feminino, o qual é descrito e comprovado por Ferlay et al. (2013), num estudo
relativo as taxas de incidéncia e mortalidade de 25 tipos de cancro, em 40 paises da EU,
a populacdo avaliada apresenta, ainda, um valor bastante inferior. Este valor podera
refletir os habitos culturais no nosso pais, uma vez que o consumo de tabaco, nas
mulheres, ndo era um habito prevalente até ha 20 ou 30 anos atras. Apoiando esta ideia
estd o facto de a populacdo provir maioritariamente do meio rural, cerca de 74,9% dos

individuos doentes.

Considerado como o fator etiologico do cancro do pulmao mais relevante, o
tabaco contem mais de 60 carcinogénios conhecidos, quer sejam hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPA) ou nitrosaminas. O fumo do tabaco produz também uma
grande quantidade de radicais livres de oxigénio (ROS-“Radicals Oxigen Species”) os
quais podem causar oxidacdo das bases nitrogenadas da molécula de ADN originando
transicbes G para T e outras mutacdes. Adicionalmente, a nicotina interfere com a
apoptose inibindo-a, podendo actuar como promotor tumoral nas células epiteliais do
pulmdo [Mackinon et al., 2010]. Para além dos carcinogénios presentes no fumo do
tabaco, foram identificados pelo menos 16 carcinogénios presentes no tabaco sem
gueima, resultantes do processamento e cura. Entre estes, estdo algumas nitrosaminas
especificas tais como 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) e a N’-
nitrosonornicotina (NNN), bem como alguns HPA, do qual é exemplo o benzo(a)pireno
(BaP) e a amina aromatica 4-aminobifenil [Hecht SS et al., 2003]. Estes carcinogénios,
0s carcinogénios resultantes da queima do tabaco, bem como as suas formas
metabolicamente activadas induzem mutacGes através da formacdo de aductos na
molécula de ADN. Os aductos estdo associados com a ruptura de pontos de controlo do
ciclo celular, instabilidade génica e outras modificacfes, resultando em alteracdes
cronicas na molécula de ADN. Estas originam alteracdes genéticas mdltiplas que séo
observadas no cancro de pulmdo, a medida que as alteragdes celulares observadas
“evoluem”, progressivamente, da hiperplasia para a displasia e carcinoma in Situ,

culminando no cancro invasivo [Hecht, 2003; DeMarini, 2004].

Um fumador possue um risco 20 vezes superior de desenvolver cancro do
pulmé&o, comparativamente com um ndo fumador. S&o reduzidos os fatores de exposi¢édo

ambiental que produzem um nivel de risco tdo elevado. Este risco esta intrinsecamente
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associado com o padrdo de consumo, avaliado em relagdo a frequéncia de consumo e

profundidade de inalagdo, tempo de consumo e carga tabagica [Alberg et al., 2003].

O risco aumenta com o tempo de consumo e o0 nimero de cigarros fumados por
dia. No entanto, diversos estudos revelaram que o efeito de um tempo de consumo
elevado é mais prejudicial do que a quantidade de cigarros consumidos por dia [Peto,
1998; Flanders et al., 2003]. Assim, segundo o modelo proposto por Doll e Peto,
enquanto um consumo triplo de cigarros fumados num dia conduz a um risco triplo em
desenvolver cancro do pulméo, um periodo de consumo triplo conduzird a um aumento
do risco em 100 vezes. Este efeito tem consequéncias graves para os individuos que
iniciam a préatica de consumo em idades jovens uma vez que o efeito exponencial da
duragdo do consumo aumenta drasticamente o risco de desenvolver cancro do pulméo
durante a sua vida [Alberg et al., 2003]. A prevaléncia de individuos do sexo masculino,
fumadores, nas faixas etarias mais baixas podera refletir a reduzida taxa de
sobrevivéncia do cancro do pulmdo, em que menos de 10% dos individuos
diagnosticados estardo vivos, num periodo de cinco anos apos o diagnostico [Uehara et
al., 1998].

O periodo de cessacdo tabagica esta associado ao risco de desenvolver cancro do
pulmdo. E* do senso comum que qualquer fumador beneficia em deixar de fumar,
reduzindo significativamente o risco de desenvolver esta doenga. No entanto, mesmo
para periodos de abstinéncia de mais de 40 anos o risco é superior, relativamente a um
ndo fumador [Hrubec et al., 2010] Segundo estudos realizados nos Estados Unidos,
parece existir também uma dependéncia do tempo de consumo associado a esta
caracteristica. Para um dado periodo de abstinéncia, a diminuicdo do risco aumenta com
a diminuicdo do tempo de consumo, apesar dos resultados estarem dependentes do sexo,
do tipo de tabaco consumido e do tipo histolégico do cancro de pulmdo [Alberg et al.,
2003]. Segundo Wu e Sin (2011), o risco de cancro de pulm&o diminui lentamente logo
apos cessagdo. Apos um periodo de 10 anos de cessacao, o risco de desenvolver cancro
do pulméo reduz-se entre 30% a 50% relativamente a um fumador. No entanto, um ex-
fumador poderd nunca atingir o mesmo nivel de risco de um ndo fumador. Ainda
segundo estes autores, apds alguns anos a taxa de declinio funcional do pulmé&o de um

ex-fumador equipara-se ao declinio observado no pulméo de um ndo fumador.
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Uma revisdo de estudos de meta-analise envolvendo fumadores, a quem foi
diagnosticado cancro do pulm@o em estddios precoces da doenca, evidencia a
importancia da cessacdo tabagica mesmo apds o diagndstico. Segundo esta analise, a
cessacdo nestas situacbes melhora o prognostico, com resultados surpreendentes
relativamente as taxas de mortalidade, evidenciando uma reducdo na progressao do

tumor, com consequente aumento das taxas de sobrevivéncia [Wu et al., 2011].

O periodo de cessagdo tabagica foi avaliado nas duas populag¢fes envolvidas
neste estudo. Esta variavel foi categorizada em funcdo do tempo referido como
necessario para a recuperacao do epitélio pulmonar relativamente a sua permeabilidade
e funcionalidade [Bertram et al., 1981; IARC, 2009]. A avaliacdo do periodo de
cessacdo tabagica revelou uma associacdo estatisticamente significativa, verificando-se
uma prevaléncia da populacdo de doentes para um periodo de cessacao inferior a um
ano relativamente a altura do diagnostico. Este resultado parece evidenciar uma
associacdo entre a presenca de sintomatologia, a consulta a um especialista de salde e a
consequente cessagdo do consumo, num periodo de tempo relativamente pequeno até ao

diagndstico.

Apesar deste envolvimento do consumo do tabaco, cerca de 80% a 90% dos
casos de cancro do pulmdo, é aceite que a génese desta doenca é multifatorial. A
exposicdo ambiental e ocupacional a um elevado nimero de agentes fisicos e quimicos,
0s quais atuam de forma sinérgica ou por interacdo, tem sido referida para explicar o
aumento da taxa de incidéncia desta doenca. O gas raddo, por exemplo, é atualmente
considerado como um fator de risco ocupacional. A Agéncia Internacional para a
Investigacdo do Cancro (IARC) da OMS, reclassificou, em 2009, uma série de
compostos quimicos em funcdo da sua capacidade como ‘“carcinogénios para os
humanos” (Grupol). Nestes, foram incluidos as aminas aromadticas, os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), a dioxina (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-para-dioxina,
TCDD) bem como os processos industriais a eles associados [Korte et al., 2002]. O
Grupo 2 foi constituido pelos carcinogénios provaveis ou possiveis para 0s humanos,
estando incluidas as poeiras com silica e asbestos. A definicdo de profisséo de risco esta
associada a possibilidade de inalacdo ou ndo de compostos cancerigenos e poeiras,
capazes de iniciar o processo da carcinogénese. As populacdes foram avaliadas quanto a

prevaléncia de fatores de risco ocupacionais conduzindo as profissGes de risco. A
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populacgéo controlo foi classificada com maior nimero de profissdes de risco ndo sendo

prevalente qualquer profissdo na populagéo de doentes.

A associagdo entre consumo de alcool e a suscetibilidade para o cancro do
pulm&o é um tema que permanece controverso. Um estudo de meta-anélise evidencia
uma associacdo entre o alcool e o cancro do pulmdo mas apenas para CONsSUMOS
elevados [Benedetti et al., 2006]. Tem sido referido o efeito modificador de covariaveis
tais como sexo, habitos tabagicos e dieta. Benedetti et al., (2006) identifica 0 sexo como
uma variavel importante na avaliacdo do efeito do alcool bem como o tipo de bebida
que é consumida. Segundo este autor, o consumo diario de bebidas, nomeadamente
cerveja, confere ao sexo masculino um maior risco de desenvolver cancro do pulmao,
enquanto que o consumo de vinho parece ter um efeito protetor. Nas mulheres, o
consumo moderado de &lcool parece ter um efeito protetor relativamente as nao
consumidoras, embora 0 consumo intenso possa diminuir esse efeito, aumentando o

risco.

O mecanismo bioldgico pelo qual o alcool exerce a sua acdo prejudicial ndo é
bem conhecido nem mesmo a forma como afeta o risco para os diferentes tipos
histoldgicos do cancro do pulmdo [Freudenheim et al., 2005]. Foi testado em animais, o
efeito carcinogénico do acetaldeido, composto resultante do metabolismo oxidativo de
um alcool primario. Um estudo demonstrou uma possivel associacdo entre a alteracao
dos lipidos presentes nos pulmdes, bem como dos niveis de enzimas capazes de ativar
0s procarcinogénios e substancias mutagénicas, com o consumo de alcool. Foi referido
que esta acdo resultaria do efeito oxidativo deste composto organico [Janssen-Heijnen et
al., 2003].

E j aceite que o consumo diario de vegetais e frutas frescas é benéfico, podendo
actuar sinergisticamente com o efeito protetor do alcool, no caso do consumo de vinho,
ou reduzir o seu efeito prejudicial no caso, por exemplo, do consumo da cerveja
[Freudenheim et al., 2005]. Apesar de ndo ter sido possivel discriminar o tipo de alcool
consumido pelos individuos das duas populacdes, a presenca de um menor nimero de
“ndo consumidores” na populacdo de doentes parece evidenciar o efeito protetor desta
caracteristica. Serd importante ter em consideragdo o facto da populacdo portuguesa
possuir habitos de consumo de vinho tinto as refeicBes, o que corrobora o estudo de
Benedetti relativamente ao efeito anti- oxidante de compostos polifendis. Esta situacéo
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resultou num maior risco para a populacdo de doentes (OR= 1,9). A associacdo do
consumo de &lcool com o fumo do tabaco parece exercer efeitos nefastos na populagdo

estudada, tal como descrito, uma vez que o risco € aumentado para 4,5 vezes.

Assim, o risco para desenvolver cancro do pulmao refletird as consequéncias de
uma associacao entre a exposicdo a fatores etioldgicos e a suscetibilidade individual a
diversos agentes. Apesar dos seus efeitos nefastos, estas associacbes podem originar
cancro do pulm&o num nimero consideravelmente reduzido de pessoas, se tivermos em
consideragdo a sua taxa de incidéncia anual [Alberg et al., 2006]. Assim sendo, a
carateristica “historia familiar”, associada a um aumento da suscetibilidade individual,
foi utilizado em diversos estudos epidemiologicos. Este aumento de suscetibilidade, em
funcdo do patriménio genético herdado, esta presente na populacdo estudada, na qual
31,2% da populagéo de doentes confirmou a presenca de um familiar em primeiro grau,
a quem foi diagnosticado alguma forma de cancro (OR= 5,34). Excluindo os individuos
cujo contacto com o fumo do tabaco poderia enviesar o resultado, ou seja, considerando
apenas os ndo fumadores, verificAmos que a existéncia de antecedentes familiares esta

associada a um aumento da suscetibilidade para esta doenga (OR=3,92) (Anexo B).

Ainda que diversos fatores ambientais tenham sido identificados como
causadores de cancro do pulméo, existe, no entanto, uma grande variagdo individual na
suscetibilidade aos diversos carcinogénios que podem ser inalados. O risco para
desenvolver esta doenca esta intimamente associado a inter-relacdo entre a exposi¢do a

agentes etioldgicos e a suscetibilidade individual a esses mesmos agentes.

4.1.2. Caracterizacao clinica da populacdo de doentes

Relativamente as caracteristicas clinicas avaliadas importa referir aquelas que

evidenciam alguma associagdo com a exposicao a agentes etioldgicos.

A populacdo de doentes apresentou-se, na altura do diagnéstico, sem prevaléncia
para a bilateralidade, a multifocalidade ou a metastizacdo. Histologicamente, o

adenocarcinoma foi o tipo histologico prevalente, mesmo considerando a anélise por
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sexo, seguido do carcinoma epidermdide e do carcinoma das pequenas células.
Relativamente a localizacdo tumoral, esta revelou-se prevalente para o lobo superior,
quer do pulméo esquerdo quer do pulmdo direito. Os individuos apresentaram-se, na
altura do diagnostico, maioritariamente em estadio IV. O estudo da sobrevivéncia

revelou prevaléncia abaixo dos dois anos apés o diagnaostico.

Esta descricdo da populacdo de doentes coincide com as diversas descrices
encontradas em estudos epidemioldgicos realizados [Byers et al., 1984; Tyczynski et
al., 2003; Parente et al., 2007].

Os quatro tipos histologicos principais do cancro do pulméao séo o carcinoma das
células escamosas, 0 adenocarcinoma, o carcinoma de células grandes e o carcinoma de
células pequenas. Os mecanismos através dos quais eles tém origem ndo estdo
estabelecidos mas sabe-se que o fumo do tabaco esta associado aos principais tipos
histologicos, evidenciando um efeito de dose associado ao numero de cigarros
consumidos [Alberg et al., 2006].

A prevaléncia do adenocarcinoma na populacdo de doentes (42,4%) esta de
acordo com o descrito relativamente a uma alteracdo do padrdo histoldgico,
consequéncia provavel da alteracdo das caracteristicas do cigarro, conduzindo a
alteracBes nas doses de carcinogénios inaladas [Hecht, 2003]. Por outro lado, a
prevaléncia do carcinoma epidermdide (32,4%) e do carcinoma de pequenas
células (23,9) nos individuos do sexo masculino evidencia a presenca inequivoca de
habitos tabagicos, ndo sendo evidente para o sexo feminino, com apenas 8,2% desta

populacdo com carcinoma epidermoide.

Segundo Hecht (2003), a alteracdo da prevaléncia histoldgica do carcinoma de
células escamosas e do carcinoma de pequenas células para o adenocarcinoma parece
refletir a alteracdo da composicdo do tabaco, evidenciando a presenca de NNK (4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona). O NNK é um carcinogénio pulmonar
sisttmico que induz, predominantemente, adenomas e adenocarcinomas em ratos,
independentemente do modo de administracdo. As concentracGes deste composto no
fumo do tabaco aumentaram, no periodo de 1959 a 1997, devido a utilizacdo de
misturas de tabaco com niveis mais elevados de tabaco tratado [Hecht SS, 2003].

Maiores concentragfes de nitrato conduzem a um aumento da combustéo do tabaco, a
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uma diminuicdo dos HPA com um consequente aumento na producdo de oOxidos de
azoto os quais contribuem para a formacédo de nitrosaminas especificas do tabaco, NNK
entre outras [Hecht, 2003; Alberg et al., 2006].

As manifestagbes clinicas do cancro do pulm&o surgem em fases tardias da
evolucdo da doenca, quando o estadio é avancado. A prevaléncia de um estadio
avancado na altura do diagnostico, 75,4% de doentes no estadio IV na populacédo
estudada, pode ser justificado, segundo diversos autores, pelo fato do cancro do pulméo
ser “uma doenga clinicamente silenciosa” [Tyczynski et al., 1984; Parente et al., 2007].
Estima-se que cerca de 25% dos doentes se apresentem assintomaticos na altura do
diagnostico [Alberg et al., 2006].

A localizacdo tumoral preferencial no lobo superior dos pulmdes esquerdo ou
direito encontrada neste estudo, 65,0% dos doentes, ja foi referida por diversos autores,
embora sem uma explicacdo concreta [Lee et al.,1998; Zhang et al., 2006]. Este padréo
de localizacao parece refletir, segundo alguns estudos, a exposicdo a carcinogéenios do
fumo do tabaco, bem como uma maior oxigenacao dos lobos superiores consequéncia
da propria anatomia do pulmao. Os tumores que se desenvolvem sob influéncia do
consumo do tabaco apresentam uma razéo (lobo superior/lobo inferior) na proporgéo
2,5:1,0 [Zhang et al., 2006].

A prevaléncia de uma sobrevivéncia inferior a dois anos (63,4%) é corroborada
pelas elevadas taxas de mortalidade apresentadas em diversos estudos, como seja o de
Ferlay, referindo esta doenca como a causa mais comum de morte por cancro [Ferlay et
al., 2008].

4.2. Enzimas da fase I e Il

O pulmé&o é um dos principais locais de accdo das enzimas da fase | e 1l do
metabolismo de xenobidticos dos quais os carcinogénios inalados, provenientes do

fumo do tabaco, sdo os seus principais substratos [Fong et al., 2003, Zhang et al., 2006].

Trés “super-familias” enzimaticas, das fases | e Il do metabolismo,

respetivamente citocromo P450, glutationas S-transferases e N-acetiltransferases, tém
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sido estudadas relativamente a sua importancia na suscetibilidade ao cancro do pulmao.
[Nakachi et al., 1998, Song et al., 2001, Sreeja et al., 2005]. Estes genes polimorficos
parecem estar associados a um aumento da suscetibilidade para este cancro devido a sua
participacdo nas reacdes de desintoxicagdo de xenobioticos e outros compostos

quimicos ambientais.

A variacdo polimorfica na actividade destas enzimas terd repercussées no
metabolismo dos carcinogénios do tabaco, com consequéncias para o risco individual,
dependente do efeito cumulativo da exposi¢do ao fumo e do sinergismo resultante de
outras exposi¢cdes ambientais e ocupacionais. Assim, os polimorfismos destes genes
podem estar subjacentes nas predisposicdes herdadas, associadas a uma suscetibilidade

individual para esta doenca [Gresner et al., 2007].

Apesar de ter sido demonstrada, em diversos estudos, a associacdo destes
polimorfismos com a suscetibilidade para o cancro, a funcionalidade das enzimas bem
como o verdadeiro papel destes polimorfismos na variabilidade da resposta do individuo
as agressbes externas, sdo temas ainda hoje, envoltos em controvérsia com estudos
apresentando resultados contraditorios [Nebert, 1997; Song et al., 2001; Spivack et al.,
2003].

4.2.1. O citocromo P450- os genes CYP1Al e CYP2D6

O citocromo P450 € um sistema multienzimatico, constituido por uma
superfamilia de mdultiplos genes, que desempenha um importante papel na
desintoxicacdo de xenobioticos tais como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA), arilaminas e aminas heterociclicas [Alberg et al., 2006]. Como consequéncia
deste metabolismo o0s compostos podem ser activados resultando na formacdo de
metabdlitos genotoxicos e mutagenicos, contrariando a sua fungdo primitiva como

“sistema de defesa” contra os metabolitos toxicos das plantas [Nebert,1997].

Foram identificadas quatro familias do citocromo P450 envolvidas no
metabolismo oxidativo de xenobiédticos nas células do tecido pulmonar, respectivamente
CYP1, CYP2, CYP3 e CYP4. No entanto, a maioria dos dados relativos aos estudos
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envolvendo a suscetibilidade ao cancro do pulméo referem-se apenas as familias CYP1
e CYP2 [Economou et al.,1994].

O gene CYP1Al esta incluido na designada ‘“bateria de genes da aril-
hidrocarboneto” (AHH), com expressdo nas celulas do tecido pulmonar [Gresner et al.,
2007]. A aril hidrocarboneto hidroxilase (AHH) catalisa a monooxigenacdo dos HPA
originando produtos fendlicos e epdxidos que podem ser carcinogénios [BoZina et al.,
2009]. A sua expressdo, no tecido pulmonar das mulheres, é significativamente superior
a dos homens. Nas mulheres, a inducdo desta enzima estd associada ndo s6 com a
exposicdo a compostos genotoxicos enddgenos mas também com hormonas enddgenas
em circulacdo [Grybowska E. et al.,., 2000]. Diversos polimorfismos deste gene foram
identificados mas apenas dois foram associados a um aumento da actividade catalitica
das isoformas desta enzima resultando num aumento dos niveis de metabdlitos
electrofilicos derivados dos HPA. Os dois polimorfismos deste gene, CYP1A1*2A e
CYP1A1*2C, resultam, o primeiro do aparecimento de um local de restricdo para a
enzima Mspl, na regido 3'ndo codificada do gene, caracterizado pela transicdo
6235T>C, e 0 segundo localizado no exdo 7, resulta numa enzima cujo residuo de
isoleucina, na posicdo 462, é substituido por valina (lle462Val,CYP1A1*C) [BoZina
N.et al., 2009]. Esta troca de aminoacidos ocorre numa regido envolvida na ligacdo do
grupo heme tendo sido associada a um aumento de actividade catalitica [Alberg et al.,
2006].

Este gene é expresso em tecidos epiteliais, nomeadamente no tecido pulmonar e
estd envolvido no metabolismo de constituintes do fumo do tabaco, como seja o
benzo(a)pireno (BaP) [Garte et al., 2001].

Os polimorfismos do gene CYP2D6 tém sido associados a diferencas
interindividuais no metabolismo das drogas (farmacos), a suscetibilidade ao cancro e a
outras descobertas na area da satde em estudos de epidemiologia molecular [Neafsey et
al., 2009]. Dado que este gene esta envolvido na eliminacdo de muitas drogas e uma vez
que a sua atividade é afetada pela genética do hospedeiro e pela relagdo entre as
exposicbes ambientais e terapéuticas, existem muitas interacbes entre drogas,
hospedeiro e ambiente. A influéncia que este gene exerce no metabolismo das drogas
sugere que esta enzima polimérfica influencia o destino de diversas substancias

poluentes ambientais, na populacdo em geral.
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Os substratos do produto génico de CYP2D6 séo as aril ou alquil aminas, que
contém um atomo de azoto ionizado a pH fisioldgico. Alguns estudos indicam o0s
pesticidas organofosfatados, como o paratido, cloropirifos e o diazinona, substratos
desta enzima, através de reacOes de dessulfatizacdo oxidativa [Sams et al., 2000]. O
insecticida clorado “methoxychlor” e o fungicida hidroxibifenil ortho-fenilfenol, sdo
metabolizados por esta enzima. A sua bioactivacdo oxidativa resulta em compostos

mais activos e toxicos.

O papel exacto desta enzima na activagdo desintoxicagdo metabdlica varia com
0 substrato. Este gene é considerado como sendo essencialmente ndo indutivel, pelo que
a sua variacdo genética responde pela variabilidade interindividual da actividade
enzimatica [Garte et al., 2001]. O alelo CYP2D6*4, contém um SNP, entre o intrdo 3 e
0 ex&0 4, uma transi¢do G para A (1846G>A)” do qual resulta um alelo ndo funcional.
Este polimorfismo, € muito frequente nos Caucasianos, correspondendo a cerca de 70%
a 90% dos individuos identificados como ML [Sachse et al., 1997]. Este polimorfismo
afeta 0 metabolismo de diversas drogas, tais como anti-depressivos, neurolépticos, anti-
arritmicos, analgésicos, anti-eméticos e medicamentos usados na terapia citostatica

[Ingelman-Sundberg et al., 2007].

As frequéncias genotipicas encontradas para os dois polimorfismos do gene
CYP1AL, a transicdo 6235T>C e a lle462Val, estdo de acordo com os valores referidos
para outras populagdes caucasianas e a sua distribuicdo pelas duas populagdes estudadas
ndo demonstrou associagdes estatisticamente significativas (sig<0,05), nem quando
procedemos a estratificacdo da populacdo em fungdo do sexo (Tabela 3.3). No entanto,
uma analise comparativa das frequéncias alélicas para os alelos raros C/C, para
CYP1A1*2A e G/G para CYP1A1*2C, revelaram valores de frequéncias superiores as
observadas para as restantes populagOes caucasianas (pop. doentes: 11,95% para
CYP1A1*2A e 10,73% para CYP1A1*2C/pop. controlo: 14,35% para CYP1A1*2A e
12,32% para CYP1A1*2C).

A distribuicdo e presenca das frequéncias alélicas dos genes metabolizadores,
evidencia um padrdo étnico e geografico especifico, o qual tem sido demonstrado em
diversos trabalhos publicados. Neste estudo, as frequéncias alélicas de CYP1A1l diferem
das referidas para a populacdo caucasiana europeia, 5,8% para o alelo CYP1A1*2A e
1,8% para o alelo CYP1A1*2C [Garte et al., 2001]. Os valores encontrados sdo muito
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superiores aos mencionados mas equiparam-se aos obtidos por diversos estudos
realizados em Espanha. Um estudo realizado a Norte de Espanha, nas Asturias, Lopez
Cima et al (2012), apresentaram, para o alelo CYP1A1*2A, uma frequéncia de 12,04%
para uma populacdo de doentes com cancro do pulméo e 10,70% para uma populagéo
controlo [Lépez-Cima et al., 2012]. Num outro estudo, numa populacdo do sul de
Espanha, as frequéncias encontradas para 0 mesmo alelo, entre populagdes com cancro
do pulmé&o e controlo foram respectivamente 5,3% e 8,5%, valores muito superiores aos
encontrados para a populacdo do Norte da Europa [San Jose et al., 2010]. Apesar da
variaveis , estes valores apresentam-se superiores aos descritos para as populacdes do
norte da Europa. Estas diferencas entre frequéncias indiciam, tal como foi mencionado
para a populagio espanhola, um fluxo génico proveniente do norte de Africa
promovendo uma divergéncia entre as populacdes do Norte e do Sul da Europa. A
relacdo historica entre as populacdes portuguesas, espanholas e do norte de Africa
poderd explicar a sua similaridade. A corroborar esta hipotese encontramos estudos
relativos ao complexo de histocompatibilidade HLA, os quais referem um “pool”
genético relativo & populacdo europeia do sul com as mesmas origens das populacdes
Iberica e do Norte de Africa, devido especialmente ao fluxo génico ocorrido entre

populacbes do Paleo-Norte de Africa para a Iberia [San José et al., 2010].

As frequéncias do gene CYP2D6, tal como os alelos do gene CYP1AL, estdo
sujeitas a diferencas étnicas, verificando-se que os individuos “metabolizadores lentos”
estdo maioritariamente na Europa, os “metabolizadores ultra-rapidos no Norte de Africa
e Oceania e os “metabolizadores intermédios” estdo em prevaléncia na Asia [Zanger et
al., 2004]. As frequéncias alélicas encontradas para este gene, 16,25% para a populacédo
de doentes e 17,5% para a populagdo controlo, estdo de acordo com as referidas por
diversos autores, para o alelo CYP2D6*4. Este alelo sendo o mais frequente na
populacdo Caucasiana, apresenta valores entre 0s 12% e os 25%, enquanto que na
populacéo asiatica apresenta um valor proximo de 1% e nos africanos uma frequéncia
que varia entre 0s 6% a 7% [Zanger et al., 2004]. As frequéncias gendtipicas estdo de
acordo com os resultados obtidos para outras populagdes caucasianas, com um genétipo
PM (A/A) entre 5% a 10%, particularmente as encontradas para uma populacdo
portuguesa, num estudo relativo a neoplasias hematoldgicas (Tabela 3.3) [Lemos et al.,
1999].
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Quando analisado individualmente, este gene apresenta uma associacao
estatisticamente significativa para a populagdo feminina, apds estratificacdo da
populacdo em fungdo do sexo (Tabela 3.3). Este resultado ndo sera alheio o facto dos
individuos do sexo feminino possuirem um maior desequilibrio na razdo entre os
mecanismos de agressdo e os de reparacdo ao nivel molecular, predispondo-os para o
cancro do pulmdo [Waxman et al., 2009]. As mulheres possuem uma variabilidade
inter-individual na expressdao das DME que lhes € intrinseca e do qual resulta uma
maior probabilidade de ter reacOes adversas a drogas comparativamente ao homem. Esta
variabilidade resulta da expressdo da hormona do crescimento (HC). Esta é o factor
hormonal chave que indica diferencas sexuais na expressdo de um grande numero de
produtos génicos no figado, incluindo as enzimas do citocromo P450 [Waxman et al.,
2009].

O padrdo de distribuicdo das combinacbes de genétipos do gene CYP1AL,
embora ndo tenha revelado associacOes estatisticamente significativas entre populacdes
revelou uma prevaléncia da combinacdo CYP1A1*2A (T/T)/ICYP1A1*2C (A/A) seguido
das combinagdes CYP1A1*2A(T/T)/ICYP1A1*2C(A/G) e CYP1A1*2A
(T/C)ICYP1A1*2C (A/A) para ambas as populacbes (Tabela 3.7). O estudo, avaliando
sub-populacbes correspondentes a cada combinacdo confirma a prevaléncia da
combinacdo CYP1Al1*2A  (T/T)/ICYP1A1*2C (A/A) revelando  associagdes
estatisticamente significativas entre populacbes e as variaveis demogréaficas, (Tabela
3.8). Para a subpopulacdo CYP1A1*2A (T/T)ICYP1A1*2C(A/G) apenas se apresentaram
estatisticamente significativas as associacdes entre populacGes e consumo de alcool,

habitos tabagicos e historia familiar.

O alelo CYP1A1*2A tem sido associado a uma aumento da atividade catalitica
resultando num aumento significativo de metabdlitos eletrofilicos derivados dos HPAs,
comprovado por elevadas quantidades de aductos de ADN-HPA nos pulmdes de
individuos com este tipo de cancro [BoZina et al., 2009]. Num estudo envolvendo a
populacéo Japonesa, foi demonstrado que individuos com os dois alelos CYP1A1*2A e
CYP1A1*2C possuiam uma suscetibilidade aumentada sete vezes, para o carcinoma das

células pequenas do pulméo [Nakkachi et al., 1995].

Uma vez que o consumo de tabaco pode modular o efeito cancerigeno dos seus

metabolitos, o consumo elevado confere a um portador deste alelo um risco acrescido
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relativamente a um ndo portador. Nestas circunstancias, a cessacdo tabagica revela-se
importante uma vez que, com o0 consumo de tabaco, compostos como as nitrosaminas,
derivados N-nitrosos, alcaloides, e HPA s&o absorvidos e metabolizados rapidamente,
aumentando a sua concentracdo ao nivel pulmonar. A cessacdo esta associada a uma
diminuicdo do declinio da funcdo pulmonar e um risco reduzido de hospitalizacdo e
mortalidade precoce. As mulheres possuem um declinio rapido da funcdo pulmonar,
quando comparadas com individuos do sexo masculino com o mesmo consumo. No
entanto, ap0s cessacdo a sua recuperacdo € muito mais rapida, adquirindo um rapido
ganho da funcdo pulmonar [Bertram et al., 1981]. Segundo Wu et al. (2011), para
individuos com diagnostico de carcinoma das células ndo pequenas, em estadio precoce,
a cessacdo tabagica promove uma reducdo até 66% da mortalidade, relativamente aos
individuos que ndo cessaram o consumo. Para o carcinoma das células pequenas a
reducdo da mortalidade é de 46%. A subpopulacdo com a combinacdo
CYP1AL(T/T)/CYP1A1*2C (A/A) possui 79,7% dos individuos com cessagdo, num
periodo de um ano antes do diagnostico, conduzindo a um declinio da funcionalidade
pulmonar, ao qual se associa, provavelmente uma fragilidade pulmonar, traduzida numa
prevaléncia de individuos em estadio 1V, na altura do diagnostico. Apesar das bebidas
alcodlicas poderem ter efeitos contrérios, consoante tém anti-oxidantes ou ndo na sua
composicdo, o efeito tdxico direcionado para a presenca do composto quimico
acetaldeido, podera exercer um efeito modulador relativamente a este gene. Segundo
Shimada Tsutomu et al. (2004) a presenca de determinados HPA pode afetar, mesmo
inibir, 0 metabolismo de outros HPA atuando como inibidores de elementos do
citocromo P450, tais como 1Al, 1A2 e 1B1. Este fendmeno causa alteragdes na sua
capacidade para transformar células quando um unico HPA ou uma mistura destes
compostos € ingerida pelo individuo, influenciando a determinacdo do risco [Shimada
Tsutomu et al.,, 2004]. A presenca de antecedentes familiares representa uma
“fragilidade” individual, que exercera possivelmente um efeito somativo semelhante ao

referido para o alcool.

Os polimorfismos estudados ndo evidenciaram uma associacao estatisticamente
significativa com as restantes variaveis estudadas. Esta situacdo parece resultar de
frequéncias genotipicas reduzidas, quer do alelo raro na forma homozigética quer em
heterozigotia. Desta forma, embora pareca clara a agdo, em fumadores, da combinacao
genotipica em homozigotia, o aumento da atividade catalitica resultante do
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polimorfismo num dos genes ou em ambos ndo parece evidente. O envolvimento de
determinados comportamentos ou caracteristicas da propria populagdo parecem
representar uma fragdo importante na determinacdo e na modulacdo da acdo do gene
bem como a sua interacdo com outros genes. A interacdo entre genes de fases diferentes

do metabolismo sera abordada nas sec¢des seguintes.

O estudo relativo as variaveis clinicas ndo revela associacfes estatisticamente
significativas para os genes individualmente. No entanto, ap6s divisdo da populacédo em
funcdo dos habitos tabagicos, o estadio apresentou uma associacdo estatisticamente
significativa, com prevaléncia do estadio IV, para a combinacdo gendtipica
CYP1A1*2A (T/T)ICYP1A1*2C (A/A) (sig=0,007). Apesar da avaliacdo ter sido
realizada com um numero reduzido de individuos, o elevado nimero (N=46) de doentes
em estadio IV, com a combinacdo CYP1A1*2A (T/T)/ICYP1A1*2C (A/A) é reveladora da
possivel acdo desta combinacdo de gendtipos no processo da carcinogénese quimica
associada ao fumo do tabaco (Tabela 3.11). Esta associacao foi confirmada atraves do
estudo de regressdo logistica (Tabelas 3.12 e 3.12). Este estudo revela que os individuos
com a combinagdo CYP1A1*2A (T/T)/CYP1A1*2C (A/A) possuem um risco 5,0 vezes
superior para o estadio IV relativamente a CYP1A1*2A (T/T)/CYP1A1*2C (A/G), sendo
este risco aumentado quando a esta combinacdo associamos 0s habitos tabagicos,

apresentando um risco cerca de 6,0 vezes superior.

Estes dois polimorfismos parecem estar associados de tal modo que o impacto
individual de cada um dificilmente é avaliado ou ndo possui expressividade como
modulador da suscetibilidade. Por avaliagdo individual, ndo foi possivel indicar
qualquer associacdo com as variaveis demograficas e clinicas mas, ao combinarmos os
dois alelos, os resultados foram reveladores de um possivel envolvimento destes na
populacdo de doentes. O facto de possuirmos uma baixa frequéncia alélica levou a que
associassemos 0s homozigéticos raros com os heterozig6ticos. Os resultados mostraram
que ambas as populagdes se subdividem preferencialmente entre duas combinagdes
genotipicas e que estas apresentam impacto na avaliagdo das varidveis demograficas
definidas como fatores de risco, quer seja pelo consumo de alcool, habitos tabagicos,
cessacdo tabagica ou historia familiar. Sera importante reforcar que a populagdo de
doentes ndo possui profissdes de risco assinalaveis, ndo possui, ao nivel ambiental,

exposicdes de risco relevantes e possuem cargas tabagicas e tempo de consumo
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semelhantes a populacdo controlo. Estas semelhangas permitem estabelecer um padréo

comum para ambas as populacdes.

Uma meta-anélise recente, constituida por 20,209 individuos demonstrou uma
associagao estatisticamente significativa entre o polimorfismo da Mspl, CYP1A1*2A e
as populacdes fumadoras asiaticas e caucasianas [Ya-nan Ji et al., 2012]. Neste estudo
foi demonstrado a presenca de associagdes estatisticamente significativas quando as
populacbes eram analisadas em funcdo da etnia, sexo ou tipo histologico. Na auséncia
dessa estratificacdo ndo foram encontradas associagOes estatisticamente significativas.
Esta situacdo foi observada para a populacdo de ndo fumadores. Este estudo corrobora

alguns dos resultados encontrados para a populacédo portuguesa.

Os trés genes da familia dos CYPs, CYP1A1*2A, CYP1A1*2C e CYP2D6*4
foram combinados e avaliada a sua distribuicdo pelas duas populacdes (Tabela 3.14).
Duas combinacGes foram identificadas pela sua prevaléncia CYP1Al*2A
(T/T)/ICYP1A1*2C (A/A)/ CYP2D6 (G/G) e CYP1A1*2A (T/T)/CYP1A1*2C (A/A)/
CYP2D6 (G/A). A combinacdo CYP1A1*2A (T/T)/ICYP1A1*2C (A/A)/ CYP2D6 (G/G)
apresentou-se prevalente para as duas populacfes, com mais de metade dos individuos
da populacdo de doentes portadores desta combinagdo. As subpopulagdes pertencentes a
estas duas combinacBes foram avaliadas relativamente a sua associacdo com as
varidveis demograficas e posteriormente para as variaveis clinicas. As associacdes
estatisticamente  significativas  prevalentes na  subpopulacdo  CYP1A1*2A
(T/T)ICYP1A1*2C (A/A)/ CYP2D6*4 (G/G), nomeadamente para O Sexo, OS
antecedentes familiares, o consumo de &lcool e os habitos tabagicos reforcam a sua
prevaléncia na populacdo de doentes. Refira-se que apesar da varidvel antecedentes
familiares apresentar um intervalo de confianca muito grande, consequéncia do nimero
reduzido de individuos analisados, o seu limite inferior € maior do que 1, permitindo
afirmar que esta variavel confere, quando presente, uma suscetibilidade aumentada para
esta doenga. A combinacgdo genotipica CYP1A1*2A (T/T)/CYP1A1*2C (A/A)/CYP2D6
(G/A), presente em 19,7% dos doentes apresenta significancia estatistica para o sexo,

habitos tabagicos e cessagéo tabagica.

Se por um lado é aceite a expressividade do gene CYP1Al no pulmao e o seu
envolvimento no metabolismo dos carcinogenios do tabaco, ja a expressao do gene

CYP2D6 no pulméo é controversa, estando ainda por provar a sua contribui¢cdo na
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ativacdo in situ da carcinogénese neste orgdo [Nakkachi et al., 1995]. Este gene esta
associado ao metabolismo de diversas drogas, como sejam 0s medicamentos aplicados
na terapéutica citostatica, sendo responsavel pelo efeito adverso a drogas resultante da
sua incapacidade em metabolizar, por perda de atividade catalitica, ou na falha
terapéutica resultante de uma metabolizacdo ultrarrapida. Considerando as duas
subpopulacdes em funcdo dos habitos tabagicos, encontrdmos para as duas combinagdes
prevalentes na populagdo de doentes, duas associacOes estatisticamente significativas
entre a combinacdo CYP1Al1*2A (T/T)/CYP1A1*2C (A/A)/CYP2D6 (G/A), a
metastizacdo e o estddio. Para a combinacdo CYP1Al1*2A (T/T)/CYP1A1*2C
(A/A)ICYP2D6 (G/G) apenas encontrdmos significancia relativamente a histologia. Esta
ultima associacdo remete para a exposi¢do a carcinogénios, uma vez que a actividade
catalitica de CYP1AL1 conduzird a um aumento da concentracdo de substancias reactivas
resultando na formacédo de aductos de ADN. Estes aductos de ADN podem originar um

padréo de mutagdes no tecido pulmonar, resultando num tipo histoldgico especifico.

A associacdo entre CYP1A1*2A (T/T)ICYP1A1*2C (A/A)/CYP2D6 (G/A) e a
metastizacdo e o estadio, na altura do diagnostico, parece confirmar um aumento de
suscetibilidade dado pelo gene CYP2D6. A presenca de metastases e do estadio IV
foram as carateristicas prevalentes encontradas nesta associacdo conferindo um mau

prognostico.

4.2.2. Polimorfismo das enzimas da fase IlI- Glutationas S-transferases
(GSTs) e N-acetiltransferases (NAT-2)

As glutationas S-transferases constituem uma superfamilia multifuncional de
enzimas que desempenham um papel fundamental na fase Il do processo de
desintoxicacdo celular. Elas catalisam as reagdes de conjugacdo entre a glutationa
(GSTs) e um composto quimico enddgeno ou exdgeno, com um grupo funcional
electrofilico, tais como os produtos do stress oxidativo, os poluentes ambientais e
carcinogeneos, resultando produtos mais hidrofilicos, por forma a serem excretados. Os
compostos electrofilicos ligam-se a molécula de ADN, formando aductos com

consequentes mutacdes nas moléculas de ADN. Ao exercerem a sua atividade, as GSTs
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protegem a célula dos efeitos citotoxicos e mutagénicos de compostos reativos, tais
como 0s carcinogénios associados ao consumo do tabaco, através de um processo de

conjugacao, originando metabdlitos excretaveis.

As enzimas GSTM1 e GSTP1 actuam especificamente sobre compostos
eletrofilicos hidrofébicos, dos quais sdo exemplo os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos derivados dos epoxido, tais como os diol epdxidos do benzo(a)pireno ou do
benzo(c)fenantreno, os compostos com grupos carbonil a e B insaturados incluindo a
acroleina (presente no fumo do cigarro) ou as quinonas contendo produtos da oxidagéo
das catecolaminas. A enzima GSTT1 estd envolvida no metabolismo de uma classe
mais restrita de compostos, como sejam o monohalometano e o oxido de etileno. E
responsavel pela ativacdo de diversos dihaloalcanos, por exemplo o diclorometano, por
conjugacdo com a glutationa reduzida (GSH) forma um composto reativo o S-
clorometilglutationa [Segrensen et al., 2007; Melissa Rotunno et al., 2012]. O
diclorometano ¢ um composto extensamente aplicado nos produtos farmacéuticos bem

como na sintese de plasticos [Hayes e Strange, 2000].

O polimorfismo mais comummente encontrado nos genes GSTM1 e GSTT1 ¢
uma delecdo total do gene com consequente auséncia total da enzima (genotipo nulo).
Diversos estudos caso-controlo demonstraram uma forte associagao entre a delecdo dos
genes GSTM1 e GSTT1 e o cancro do pulmé&o evidenciando a grande percentagem de
individuos com genotipo nulo relativamente a percentagem presente na populacdo de
referéncia [Norppa et al.,1997]. No entanto, estes resultados tém sido envoltos em
controvérsia, com outros estudos negando ou ndo conseguindo corroborar tais
associacBes. E o caso de um estudo realizado com trabalhadores expostos a pesticidas
organofosfatados, cujo DNA lesado em fumadores com gendtipo nulo, para GSTM1 e
GSTT1, era semelhante ao observado para individuos, fumadores, com os dois
genotipos presentes [Singh et al., 2011]. Este resultado poderé dever-se a interacfes dos
genotipos com fatores ambientais ou mesmo consequéncia do fumo do tabaco o qual
reduz a actividade de GST nos pulmdes [Singh et al., 2011]. O gendtipo nulo de
GSTM1 tem sido relacionando com o aumento de adutos de ADN, com a
mutagenicidade na urina e com um aumento de mutagdes somaticas especificas
[Rotunno et al., 2012].
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Um polimorfismo frequente do gene GSTP1 resulta da transicio A—G,
localizada no dominio de ligacdo do substrato, promovendo a substituicdo do
aminoécido isoleucina, na posicdo 105, pelo aminoacido valina, lle!®Val. A enzima
GSTP1 ¢ a isoforma mais abundante nos pulmdes e parece ser responsavel pelo
metabolismo de carcinogénios inalados. Individuos com o genotipo lle/Val ou Val/Val
exibem reduzida atividade de desintoxica¢do comparativamente com os individuos com
0 genotipo lle/lle. Os individuos portadores de um Gnico alelo com a base G (guanina)
demonstraram possuir niveis elevados de aductos nos pulmdes e elevados niveis de
aductos PAH-DNA em linfocitos humanos [Grybowska et al., 2000]. Estudos relativos
a avaliacdo da atividade enzimatica desta enzima sugerem que a presenca destes
residuos, valina ou isoleucina, préximo do centro catalitico, alteraria a geometria de tal
modo que na presenca do residuo de isoleucina a enzima apenas teria atividade para
substratos pequenos enguanto que na presenca do residuo de valina a enzima catalizaria
reacOes com substratos maiores, tais como HPA [Hu et al., 1997]. Esta actividade
diferencial justificaria os resultados ambiguos encontrados nos diversos estudos,
nomeadamente em estudos de meta-analise e de pool- analise, com estudos
selecionados, onde os primeiros demonstram a falta de associacdo e os ultimos apontam
para um risco aumentado para os portadores do alelo de valina. [Pliarchopoulou et al.,
2012].

As frequéncias dos gendtipos nulos de GSTM1 e GSTT1 variam
significativamente entre populagdes de diferentes etnias. Para 0s caucasianos, 0
gendtipo nulo de GSTM1 possui uma frequéncia que varia entre 38%-67%.As
frequéncias encontradas quer na populacdo de doentes (41,0%) quer na populacédo
controlo (44,3%) estdo de acordo com os valores referidos em estudos de populagdes
caucasianas europeias bem como de acordo com valores encontrados para a populagéo
portuguesa em estudos associados com o cancro do pulmao e neoplasias hematologicas
(Moreira et al., 1996; Lemos et al.,1999). A delecdo do gene GSTT1 apresenta uma
frequéncia entre 10% a 20% na populacdo caucasiana [Matakova et al., 2009]. Os
valores encontrados neste trabalho para a populacdo portuguesa sdo ligeiramente

superiores, 33,3% para a populacdo de doentes e 23,7% para a populagéo controlo.

Grande parte dos estudos envolvendo estas enzimas referem uma associacdo do
alelo nulo de GSTM1 com um aumento da suscetibilidade para o cancro do pulmao,

nomeadamente com o carcinoma das células ndo pequenas, reconhecendo uma
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diminuicdo da sobrevivéncia para doentes com este gendétipo [Benhamou et al., 2002;
Sweeney et al., 2003]. Esta diminuicdo na sobrevivéncia, segundo Goto et al., estaria
associada com o consumo de tabaco e com 0 aumento da formacéo de adutos resultantes
da associacdo entre ADN e carcinogénios, no tecido pulmonar. O genoétipo nulo teria
maior tendéncia para formar adutos, nos pulmdes, e desenvolver cancro resultante de
mutacdes no TP53, K-ras e/ou em outros genes envolvidos no desenvolvimento do
tumor, crescimento e metéstases. A presenca do genotipo nulo associado a estas
mutac¢des, conduziria a um tumor mais agressivo e a uma diminuicdo da sobrevivéncia
[Sweeney et al., 2003].

A avaliacdo de GSTM1 individualmente, ndo revelou qualquer associacdo
estatisticamente significativa entre populagdes, nem quando estratificadas em fungédo do
sexo, nem quando consideradas as variaveis demograficas e clinicas. Na verdade,
mesmo quando estudados em associacdo a acdo deste gene parece ndo ser prevalente
relativamente aos outros dois genes estudados, GSTT1 e GSTP1. Estes dados contrariam
0 que foi dito relativamente a estudos realizados por diversos autores [Benhamou et al.,
2002, Sweeney et al., 2003; Pliarchopoulou et al., 2012].

Num estudo realizado por Yang et al., este referiu a falta de associagédo entre o
genotipo nulo de GSTT1 e o gendtipo G/G (alelo raro) de GSTP1 e a sobrevivéncia de

individuos com cancro do pulmao [Yang et al., 2002].

No estudo realizado, a populacdo de doentes tem um consumo de tabaco muito
semelhante ao da populacdo controlo, sem diferencas estatisticamente significativas
quer para a varidvel carga tabagica, quer para o0 tempo de consumo. Apenas a
quantidade de consumidores de tabaco inalado é muito superior na populacdo de
doentes relativamente a populacdo controlo. Este padrdo de consumo entre as
populacdes estudadas, mostra uma constancia para a quantidade de carcinogéneos e
adutos formados, resultantes do consumo de tabaco nas duas populacgdes. No entanto, o
controlo da intensidade de consumo (carga tabagica) bem como o tempo de consumo
ndo foi evidenciado nos estudos referidos pelo que esta pode ser uma das razdes da

discrepancia observada.

O gene GSTT1 revelou diferencas estatisticamente significativas quando
comparados 0S seus gendétipos entre populagfes (sig=0,030, OR= 1,6) e quando

analisados para a populagdo masculina (sig=0,024;0R= 1,84). A razdo gene
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presente/gene ausente apresenta um valor idéntico (2,0) para a populacdo de doentes,
quer considere ou ndo a populacdo em fungédo do sexo. No entanto, a populagdo controlo
global revela uma razdo superior (3,0) e dentro do grupo dos individuos do sexo
masculino esta é ainda maior (3,6) evidenciando um nimero superior de individuos com
0 gene presente relativamente & populacdo de doentes. Este estudo ndo apresentou
associacOes estatisticamente significativas de GSTT1 quando foram consideradas as
variaveis demogréficas e clinicas. A associagdo estatisticamente significativa
encontrada para este gene e 0 sexo masculino, dada a prevaléncia da delecdo na
populacdo de doentes, evidencia uma associacdo resultante possivelmente dos habitos

tabagicos prevalentes nesta sub-populacao.

O gene GSTP1 embora ndo revele uma associacao estatisticamente significativa
entre populacdes, a sua distribuigéo revela-se estatisticamente significativa para o sexo
feminino (sig=0,016). Considerando as razdes (G/G(genstipo raro))/(A/A) e (G/G (genétipo
rar0))/(A/G) no sexo feminino, verificamos que estas sdo muito superiores na populacédo
de doentes relativamente a populacdo de controlo (Pop doentes: 1,16; 0,56/ Pop.
controlo: 0,30 ; 0,13, respetivamente) evidenciando uma prevaléncia significativa do
alelo raro na populacdo de doentes, do sexo feminino. Relativamente as variaveis
demogréaficas e clinicas o gene, individualmente, ndo apresenta associacfes
estatisticamente significativas. Este gene é expresso preferencialmente nos pulmdes e a
presenca do alelo Vall05 esta associado a um aumento da atividade catalitica para 0s
diol epdxidos dos HPA, quando comparado com a actividade do alelo lle105. A
evidencia de uma associacdo estatisticamente entre ser doente do sexo feminino e o
cancro do pulméo parece estar associada a uma fragilidade do sexo feminino que, em
associacao com o fumo do tabaco, evidenciara um declinio rapido das funcionalidades
do pulméo comparativamente com os homens fumadores. Esta fragilidade inerente ao
sexo, associada ao consumo de tabaco e a um ou mais genotipos de suscetibilidade irdo
conferir maior risco ao sexo feminino. Esta explicacdo é corroborada com o aumento
exponencial da taxa de incidéncia de cancro do pulmé&o. Esta é associada a um consumo
cada vez maior de tabaco. No entanto, ao abordar o cancro do pulméo em fungédo do
sexo outros fatores deverdo ser considerados. A confirmar estas observagdes temos o
facto da que na populacdo de doentes analisada, 39% eram mulheres sem hébitos

tabagicos.
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O estudo de regresséo logistica, estratificando a populacdo em funcdo do sexo e
utilizando todos os genes estudados reforcou a importancia de GSTT1 na suscetibilidade
ao cancro do pulmdo no sexo feminino e de GSTP1 (lle105val) para o sexo feminino.
Sem duvida que apesar dos restantes genes, ndo evidenciarem risco eles contribuem

para o resultado obtido no modelo proposto.

Por combinacdo dos gendtipos destes trés genes foi possivel estabelecer a
presenca de duas combinacBes que se revelaram significativas para o valor de x?
(sig=0,020), GSTP1(A/G) /GSTT1lneg/ GSTM1 posit e GSTP1(A/G )/GSTT1posit/
GSTM1posit. As variaveis demograficas associadas as combinagdes prevalentes de
genotipos das GSTs permitiu criar um modelo que evidenciasse, por regressao logistica,
as principais variaveis e combinacfes de GSTs que mais contribuiam para o perfil “ser
doente” . Foram selecionadas trés combinacdes em funcdo dos resultados obtidos
relativos aos estudos dos genes individualmente e em funcdo da maior variacdo de
frequéncias encontrada para estas combinagdes entre doentes e controlo. Ser fumador
(OR=4,8) e possuir a combinacdo GSTP1 (A/G) /GSTT1 (neg) / GSTM1 (posit) (OR=
3,79) parece conferir maior risco relativamente a combinacdo GSTP1 (A/G) /GSTT1
(posit) / GSTM1 (posit). Este resultado parece evidenciar a importancia destes dois
genes, GSTP1 e GSTTL, no aumento da susceptibilidade ou da vulnerabilidade a
exposicao a xenobidticos ou outro tipo de compostos que de alguma forma podem ser
prejudiciais quando acumulados. Assim, a combinacdo GSTP1 (A/G) /GSTT1 (neg) /
GSTM1 (posit) poderéa evidenciar a importancia de GSTT1 bem como a importancia da
interaccdo génica na modulacdo da resposta de um individuo aos diversos tipos de

agressdes quer por exposi¢do ocupacional quer por exposi¢do ambiental.

As enzimas glutationas foram avaliadas em funcdo da sua importancia nas
variaveis clinicas analisadas. Individualmente, apenas GSTP1 apresentou uma
associacdo estatisticamente significativa com o tipo histoldgico, na sub-populacdo do
sexo masculino (Tabela 3.22). O tipo histolégico prevalente associado com GSTP1
(G/G) foi o carcinoma epidermoide enquanto que para 0s heterozigoticos foi o
adenocarcinoma. Esta associagdo foi reforcada quando dividimos a populacdo de
doentes em fungdo dos seus hébitos tabagicos (sig=0,007) ou mesmo quando dividimos
esta populacdo em fungdo do sexo e habitos tabagicos simultaneamente (sig=0,006). O
adenocarcinoma foi o tipo histologico prevalente nos individuos heterozigoticos para

GSTP1 (A/G), 70,0%. No entanto, ao considerar o grupo dos individuos do sexo
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masculino e/ou fumadores o tipo histoldgico prevalente para o gendtipo, G/G, foi o

carcinoma epidermoide.

Esta diferenciacdo dos tipos histologicos relativamente aos genotipos pode estar
relacionada com o0 exposto anteriormente relativamente a uma alteragdo da atividade
catalitica resultante da alteracdo de um residuo de isoleucina para um de valina. Esta
modificacdo da geometria do sitio catalitico vai alterar a deposicéo de carcinogénios no
tecido alvo, originando diferentes tipos histologicos. A alteragdo da histologia em
funcdo do tipo e quantidade de carcinogénios a que o0 6rgdo esta exposto esté claramente
evidenciado pela alteracdo ocorrida do tipo histoldgico de cancro do pulmdo, de
carcinoma das células pequenas para adenocarcinoma, durante a segunda metade do
século XX. Esta alteracdo parece ter resultado das alteragdes do design do cigarro, a
presenca de filtros, bem como dos tratamentos a que o tabaco é atualmente sujeito por

forma a reduzir os niveis de nicotina.

O estudo de regressdo logistica para avaliar qual o genotipo que mais
contribuiria para o adenocarcinoma revelou que o genétipo mutado apresentava um
risco 4,1 vezes superior relativamente ao gendtipo A/A, com maior prevaléncia nos
doentes. Este resultado corrobora o que atrés foi exposto e evidenciado pela primeira
vez por Hu (1997), em que a alteracdo do sitio catalitico da enzima, resultante da
substituicdo de isoleucina por valina, ira modificar a acdo desta enzima de modo a

catalizar reacGes com substratos maiores, tais como HPA [Hu et al., 1997].

A combinacdo dos trés genes revelou uma associacdo estatisticamente
significativa, com prevaléncia para GSTP1(A/G)/GSTT1(neg)/GSTM1(posit) no
carcinoma epidermoide e GSTP1(A/G) /GSTT1(posit) / GSTMI1(posit) para o
adenocarcinoma, no grupo dos fumadores (Tabela 3.26). Este resultado demonstra

claramente uma interacao entre genes, resultando numa modulacéo da resposta.

As enzimas N-acetiltransferases (NATSs) sdo responsaveis pela acetilacdo de
muitos grupos amino, hidroxil e sulfidril de diversos compostos, incluindo certas
arilaminas carcinogenicas. A distribuicdo bimodal na taxa de eliminagdo da isoniazida
(um farmaco anti-tubercolose) foi a base para a divisdo classica dos doentes em
“acetiladores rapidos” e “acetiladores lentos”. O gene NAT2 tem sido referido como o

responsavel pelas reacgdes de N-acetilagdo de aminas heterociclicas e da O-acetilagdo
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de metabdlitos N-hidroxil de aminas heterociclicas, referidas como procarcinogénios
[Lemos et al., 1999; Wormhoudt et al., 1999].

A anélise da distribuicdo dos diversos gendtipos encontrados para o gene NAT2
permitiu agrupar e classificar a populacdo, atraves dos fenotipos, em acetiladores lentos
e acetiladores rapidos. Embora a sua distribuicdo ndo revele uma associagdo
estatisticamente significativa entre as duas populacdes evidencia, porém, uma
associacao estatisticamente significativa entre doentes e o0s individuos do sexo
masculino, com prevaléncia para os acetiladores lentos. Esta associa¢do € confirmada
quando por regressdo logistica definimos um modelo para “ser doente com cancro do
pulmao” com todos os genes e respetivos alelos estudados. Na populacdo masculina, o
fendtipo acetilador lento, aumenta a suscetibilidade para o cancro em cerca de duas
vezes, relativamente ao fendtipo acetilador rapido.

Na presenca de “acetiladores lentos” maior quantidade de metabolitos N-
hidroxi-arilaminas sdo formados, os quais podem resultar na formacdo de aductos de
ADN. Esta situacdo estd descrita para o cancro da bexiga, justificando o elevado risco

observado para os acetiladores lentos neste cancro [Wormhoudt et al., 1999].

Alguns estudos evidenciaram a presenca do gene NAT2 nas células epiteliais
préximas dos bronquiolos, embora em concentra¢@es reduzidas, sugerindo que a enzima
pode desempenhar um papel importante no metabolismo de poluentes inalados
[Windmill et al., 2000]. No entanto, contrariamente aos nossos resultados, o fenétipo
“acetilador rapido” foi identificado como conferindo maior risco relativamente ao
cancro do pulmdo, em fumadores [Nyberg et al., 1998]. Os resultados relativamente ao
envolvimento de cada um dos fen6tipos na suscetibilidade para o cancro do pulméo tém
sido contraditorios, com estudos que demonstram uma auséncia de associacdo entre o
gene e o desenvolvimento da doenca [Cascorbi et al., 1996, Borlak et al., 2006].
Segundo Borlack et al. (2006), esta variabilidade resulta do tipo de acetilacdo, podendo
ser responsavel pela modulacdo do risco de um individuo para um tipo particular de
cancro. Assim, nos cancros onde a N-acetilagdo é um passo da desintoxica¢do, como no
caso do cancro da bexiga associado a presenca de aminas aromaticas, o fenotipo
acetilador lento confere um risco maior. Por outro lado, nos cancros onde a N-
acetilacdo é desprezavel e a O-acetilacdo é um passo de activagdo, como no caso do

cancro do colon, associado a aminas heterociclicas, o fendtipo “acetilador rapido”
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parece conferir maior suscetibilidade [Borlak et al., 2006]. Serd ainda necessario
considerar que o efeito deste gene, bem como de NAT-1, na susceptibilidade ao cancro
do pulm&o, estd provavelmente dependente do Orgdo afectado, reflectindo uma
dependéncia destes genes associada aos tecidos em que sdo expressos [Hayes et al.,
2000].

Segundo Oyama et al. (2007) a presenca de um fendtipo acetilador lento
associado a um genotipo nulo das glutationas pode aumentar a formagdo de adutos de
ADN no pulmdo. Assim, sendo os individuos do sexo masculino 0s maiores
consumidores de tabaco, na populacdo de doentes, é razoavel admitir que o fenotipo

acetilador lento esteja associado ao sexo masculino.

Dividindo a populacdo de doentes em duas sub-populac@es, acetilador rapido e
acetilador lento, a aplicacdo do teste x?, para as diversas caracteristicas da populacao,
revela um maior numero de associacdes estatisticamente significativas dentro da sub-
populacdo de acetiladores lentos, confirmando, assim, que esta sub-populacdo é

maioritaria, relativamente a sub-populagio “acetiladores rapidos”.

Na sub-populacdo de acetiladores rapidos, a presenca de individuos com
familiares em primeiro grau com alguma forma de cancro confere um aumento de
suscetibilidade para esta doenca. Parece ser, no entanto, a Unica caracteristica que se
evidéncia nesta sub-populacdo mas que confere um risco superior ao evidenciado pela

populacdo de doentes (OR (acetiladores rapidos): 6,9/OR (acetiladores lentos): 5,1).

Através do estudo de regressdo logistica foi possivel definir um modelo que
associasse o fenotipo acetilador lento com as caracteristicas demogréficas que realmente
contribuem para o perfil do individuo “doente com cancro do pulmao”. Das
caracteristicas que revelaram uma associacdo, por aplicacdo do teste do x? apenas o
sexo, consumo de alcool e cessacdo tabagica se revelaram importantes e com um
contributo no estudo de associacédo, conferindo ao fendtipo acetilador lento um aumento
do risco de 2,18 (Tabela 3.7), quando apenas os genes e alelos individuais foram
avaliados, para 3,88. Este resultado demonstra a importancia da caracterizacdo da
populacédo antes da abordagem a um estudo, onde a exposic¢éo ocupacional e ambiental,
os habitos de risco e algumas caracteristica herdadas, podem ser fundamentais para o
resultado e desenvolvimento da doenca. Este modelo confirma a importancia das

interacbes gene-ambiente (considerando como “interagdes do ambiente” todas as
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exposicdes ocupacionais ou ambientais, bem como comportamentos que envolvam o
consumo de substancias definidas como tdxicas ou passiveis de ser metabolizadas pelas
enzimas da fase | e 11 do metabolismo) no envolvimento da alteragdo da suscetibilidade

para o cancro do pulméo.

Relativamente as variaveis clinicas, os fenotipos evidenciaram diferencas
estatisticamente significativas para os tipos histologicos, com 89,6% dos doentes
acetiladores lentos com carcinoma epidermoide e 72,7% dos doentes acetiladores

rdpidos com adenocarcinoma.

A metastizacdo foi outra variavel que evidenciou uma associagdo
estatisticamente significativa com os acetiladores lentos, estando presente em 87,8%
dos individuos doentes, na altura do diagnostico. Este resultado estara provavelmente
associado com a presenca de estadios avancados, estadio 1V, na altura do diagnostico e
que caracteriza a nossa populacdo de doentes. A auséncia de actividade catalitica desta
enzima da fase Il, para individuos com grandes cargas tabagicas e elevado tempo de
consumo, ira facilitar a proliferacdo do tumor para zonas exteriores aos pulmdes,
promovendo a sua agressividade. Este resultado estara de acordo com o tipo histoldgico
encontrado para este fenotipo. O modelo da Tabela 3.30 evidéncia a presenca de duas
variaveis que mais contribuem para a presenca de metastases na altura do diagnéstico. O
polimorfismo “acetilador lento” foi o Unico que revelou uma associagdo entre esta
variavel clinica, de entre os polimorfismos estudados. Apesar da variavel cessacdo
tabagica ndo contribuir significativamente para a metastizacdo neste modelo, a cessacao
por um periodo inferior a um ano antes do diagndstico, parece modular o efeito do
polimorfismo sobre a capacidade do tumor em metastizar. Para este fato, pode
contribuir a acumulacdo de carcinogénios no pulméo, resultante da auséncia de
actividade da enzima. Neste processo ndo estardo alheios os fenémenos epigenéticos,
quer seja a metilacdo aberrante da molécula de ADN na sequéncia promotora de genes,
quer a perda de heterozigotia nos genes supressores tumorais, como seja 0 TP53,

resultando na sua inactivacéo [Risch et al., 2008].

Esta inactivacdo do gene por metilagdo do promotor foi inicialmente identificada
nos genes supressores tumorais. No entanto, é possivel que a metilagdo do promotor
silencie genes sem esta actividade ou com fraca actividade supressora. Estes genes terdo

funcbes celulares, quer seja na reparacdo da molécula de ADN, quer seja no
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metabolismo de farmacos ou xenobidticos, dos quais sdo exemplo o MLH1, MGMT e
GSTP1. A metilagdo aberrante demonstrou ser um processo importante na tumorigenese
do pulmé&o de modo a ser utilizado como biomarcador [Risch et al., 2008].

As Tabelas 3.32 e 3.33 representam estudos de regressdo logistica, evidenciando
modelos que permitem identificar as variaveis que mais contribuem para o individuo, da
regido centro de Portugal, ser “doente com cancro do pulmao”. Tendo em consideragao
as variaveis demograficas estudadas e que caracterizam as duas populagdes, bem como
as combinagdes de gendtipos encontradas relativas aos polimorfismos dos genes das
fases | e 1l do metabolismo, os modelos apresentados evidenciam a contribuicdo das
interacdes gene-gene e gene-ambiente. Considerando que o sexo foi uma das variaveis
que mais relevancia teve neste estudo e que o consumo de &lcool determinou um
acentuado aumento da suscetibilidade da populagédo de doentes para o cancro do
pulmao, introduzimos estas duas variaveis no modelo, em associa¢gdo com a combinacao
de gendtipos estudada relativo as glutationas e a variavel dicotomica relativa ao fenétipo
do NAT-2. Esta modelo identifica na populacdo de doentes, um grupo de individuos
cuja suscetibilidade para o cancro é modulada pela interacdo destas quatro variaveis.
Neste modelo, ser do sexo masculino possui um aumento da suscetibilidade 2,9 vezes
maior do que ser do sexo feminino. Este aumento da suscetibilidade do sexo masculino
deveréa estar relacionado com o consumo de tabaco. Serd importante relembrar que os
individuos doentes possuem a mesma carga tabagica do que os individuos do controlo e
0 mesmo tempo de consumo, mas tém maior percentagem de fumadores. Apesar da
contribuicdo do consumo de alcool ndo se revelar significativa, ela contribui para a
suscetibilidade das outras variaveis. No estudo de associacdo apresentado na Tabela 3.1,
o consumo de &lcool em fumadores conferia uma suscetibilidade 4,5 vezes superior,
relativamente a um ndo consumidor de &lcool. A interacdo gene-gene, revela um
aumento da suscetibilidade da combinacdo GSTP1(A/G)/GSTT1(-)/GSTT1(+), quando o
fendtipo acetilador lento estd presente, ao compararmos a contribuicdo desta
combinacdo na sua auséncia, 3,8 (Tabela 3.21). Podera falar-se que, estando perante
enzimas da fase Il do metabolismo, o efeito serd aditivo. Este efeito podera estar
relacionado com a acumulagdo de carcinogéneos no tecido pulmonar resultante da
biotransformac&o e inalacéo resultante do consumo de tabaco e que néo é excretado por
inativacdo ou auséncia das enzimas de conjugacdo. Esta acumulacdo de carcinogéneos

influenciara a formacdo de aductos de ADN-HPA no tecido pulmonar, 0s quais sdo
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iniciadores do processo da carcinogénese. Estes biomarcadores foram observados em
tecido pulmonar de individuos com cancro do pulm&o e homozigoticos para Vall05
GSTP1 bem como em células brancas do sangue de individuos fumadores, com
combinacdo de glutationas evidenciando homozigotia para Vall05 - GSTP1
[Butkiewicz, 2000, Risch, 2008].

No segundo modelo evidenciamos a contribuicdo das enzimas do citocromo
P450 em todo o mecanismo da carcinogénese quimica. A sua presenca no modelo
anteriormente proposto, aumenta os valores de OR para ambas as combinagdes das
glutationas, bem como o valor relativo ao fenotipo acetilador lento (Tabela 3.32).
Curiosamente o sexo deixa de representar uma variavel com contribuicdo
estatisticamente significativa para o modelo. As variacdes observadas neste modelo
estdo de acordo com a ideia anteriormente exposta. O facto das enzimas do citocromo
P450 estarem activas no processo da biotransformacao, ird promover a acumulacao de
carcinogéneos que ndo serdo excretados de forma a impedir o efeito nefasto destes ao

nivel do tecido pulmonar.

Os resultados obtidos relativamente aos genes do citocromo P450 bem como aos
genes das enzimas da fase Il demonstram uma contribuigéo resultante da interacdo entre
si. O envolvimento destes genes ndo demonstra resultados individuais significativos e a
ideia de uma contribuicdo individual de genes com baixa penetrancia, em mecanismos
que conduzem a morte de um individuo, mesmo quando associados a factores de risco
parece muito pouco provavel. Sem davida, a interacdo destes genes entre si, bem como
destes associados a outros envolvidos nos mecanismos de reparagdo ou Nnos mecanismos

hormonais parece ser a melhor via de entendimento da carcinogénese quimica.

Na auséncia deste mecanismo da fase Il, a célula ird direcionar e ativar outros
mecanismos alternativos por forma a eliminar os xenobidticos acumulados. No entanto,
estes meios alternativos poderdo ndo ser os mais eficazes ou poderdo nédo ser a solucéo
em todos os tecidos do organismo, tendo em conta que a expressdo das enzimas
metabolizadoras ndo é uniforme e que a sua suscetibilidade depende da exposicdo a
determinados compostos por forma a exercerem o seu efeito. Assim, na auséncia de um
metabolismo eficaz a célula poderd acionar outros mecanismos alternativos mas

eventualmente tal estara dependente do 6rgao e xenobioticos envolvidos.
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A inconsisténcia de resultados obtida nos estudos de caso-controlo resulta em
parte da heterogeneidade das populages estudadas, na falha em considerar efeitos
modificadores tais como a exposi¢do ambiental (interagdes gene-ambiente,) auséncia de
modelos estatisticos consistentes e falha de aplicacdo de multiplos testes estatisticos por
forma a creditar os resultados encontrados, eliminando desta forma os falsos positivos.
A aplicacdo do modelo de regressdo logistica sempre que os testes de associacdo

evidenciaram significancia estatistica teve como objetivo eliminar a situacéo referida.

4.2.3. Envolvimento do gene TP53. Contribui¢do na acdo das enzimas da

fase | e Il do metabolismo

As mutacdes no gene TP53 podem ocorrer em fumadores, antes de qualquer
evidéncia clinica de neoplasia, podendo ser um indicador de um risco aumentado para o
desenvolvimento do cancro do pulmédo [Wistuba et al., 2002]. O TP53 como gene
supressor tumoral, tem um papel fundamental na resposta celular a danos na molécula
de ADN [Perwez, 2006]. A metilagio do ADN na sequencia promotora de genes
evidenciou-se como parte de um mecanismo silencioso dos genes supressores tumorais
no cancro do pulmdo humano. A sua utilizacdo como biomarcador permitiria uma
deteccdo precoce do cancro com consequente beneficio para o prognostico. A
importancia deste gene no desenvolvimento do cancro do pulméo conduziu a um breve
estudo avaliando uma possivel associacdo deste com as enzimas da fase | e Il do

metabolismo.

A anélise da distribuicdo da proteina mutada na populacdo doente, dividida em
sexo masculino e feminino, ndo revelou uma associacdo estatisticamente significativa,
evidenciando uma prevaléncia de TP53 marcado (mutado), para individuos do sexo

masculino.

O estudo de associacdo entre TP53 mutado, e as diversas variaveis clinicas,
revelou uma associagdo estatisticamente significativa entre este e a localizagdo do
tumor. Esta associacdo parece evidenciar a o resultado da acdo dos elevados niveis de
carcinogéneos inalados sobre o epitélio do tecido pulmonar [Toledo et al., 2008]. A

diminuigcdo na sobrevivéncia dos doentes estd associada ao consumo de tabaco e ao
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aumento da formacao de adutos, resultantes da associacdo entre ADN e carcinogenios,
no tecido pulmonar. Adicionalmente, as células do tumor afetadas acumulam elevadas
quantidades de proteina mutada TP53 [Oren et al., 2010].

Diversos estudos revelaram que os gendtipos nulos de GSTs tém maior
tendéncia para formar aductos nos pulmdes, contribuindo para a carcinogénese. No
entanto, o alelo GSTP1105Val foi reconhecido como possuindo uma atividade
catalitica sete vezes superior para os diol-epoxidos. Estando claramente expresso no
tecido pulmonar, a sua actividade sugere uma possivel associagdo com a doenga e
suscetibilidade para o cancro. Assim, este gene foi avaliado relativamente a uma
possivel associacdo com a proteina TP53 mutada, embora néo tenha sido encontrada

qualquer associacdo estatisticamente significativa.

Considerando a localizacdo tumoral, a associacdo entre esta e a combinagéo
GSTP1 e TP53 mutada, revelou-se estatisticamente significativa, com
GSTP1(A/G)/TP53+ prevalente nos lobos superiores. Tal como explicado
anteriormente, esta prevaléncia de cancro no lobo superior de ambos os pulmdes é
evidenciada para consumidores de tabaco e parece resultar da frequéncia de inalacdo de
carcinogénios. O estudo de regressao logistica confirmou a prevaléncia da combinacéao
GSTP1(A/G)/TP53+ evidenciando, possivelmente, uma ac¢do moduladora conjunta
destes dois genes na suscetibilidade para o cancro do pulméo. Este resultado deveria ser
aprofundado e avaliado com um numero bastante superior de casos estudados, uma vez
que a associacao destes dois genes poderia reforcar a accdo da proteina TP53 como

indicador de um risco aumentado para o desenvolvimento de cancro.
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5. Conclusoes

O cancro é uma doenga multifatorial, 0 que traduz o envolvimento e a interaccao
de diversos factores genéticos e ambientais no seu desenvolvimento. Um exemplo
marcante desta afirmacédo é o cancro do pulmédo. Doenca que no inicio do século XX
possuia uma incidéncia pouco significativa mas que, a medida que a sociedade se tornou
mais industrializada e o consumo de tabaco se generalizou ao nivel mundial, teve uma
escalada vertiginosa da incidéncia, assumindo atualmente uma relevancia particular em
Oncologia, ndo s6 por ser a primeira causa de morte por cancro, mas também pelos

deficientes meios de rastreio disponiveis.

A evidéncias de que o ambiente poderia modular o desenvolvimento desta
doenca foram sendo reveladas pelos trabalhos desenvolvidos, reconhecendo-se, porém,
uma pequena contribuicdo das novas técnicas de diagnéstico para as possiveis causas da
crescente incidéncia. Os trabalhos de Doll e Hill, publicados em 1950, sdo marcantes na
identificacdo dos fatores ambientais e comportamentais como varidveis associadas ao
cancro do pulméo, quando estes apresentaram o consumo do tabaco como uma causa

determinante para o desenvolvimento desta doenca.

Os estudos que se sucederam, envolvendo o consumo do tabaco, a identificagéo
e classificagdo dos seus constituintes em substancias carcinogénicas e/ou pro-
carcinogénicas e a identificacdo, em laboratdrio, de substancias do meio ambiente com
efeitos semelhantes ou idénticos aos observados nos constituintes do tabaco
contribuiram, significativamente, para o conhecimento actual das associacfes entre
factores ambientais e cancro do pulmdo. Estas associagdes revelaram-se de tal modo

importantes que conduziram a formacdo de uma agéncia da OMS (“International
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Agency for Research on Cancer” - IARC), para coordenar e orientar a investigacdo

epidemioldgica e laboratorial das causas do cancro humano.

Desde cedo, os estudos evidenciaram uma grande variabilidade da resposta
individual, quer relativamente & accdo dos compostos carcinogénicos, quer & accao de
substancias utilizadas na terapéutica. Esta variabilidade interindividual orientou diversas
avaliacOes das caracteristicas individuais, como possiveis responsaveis pela modulacéo

da resposta aos fatores ambientais.

Sendo uma das explicagOes para a existéncia desta variabilidade a aquisicdo pela
espécie humana de mecanismos destinados a metabolizacdo de alcaldides e de outras
substancias produzidas pelas plantas, mas toxicas para 0 organismo humano, as enzimas
metabolizadoras de xenobidticos foram apontadas como responsaveis por esta
variabilidade interindividual. Mais tarde, foi evidenciado o papel dos produtos
codificados por genes supressores tumorais e por protooncogenes no trajecto de

multiplos passos da carcinogénese quimica.

Os resultados de estudos de associacdo que se seguiram, entre enzimas
metabolizadoras de xenobidticos e cancro do pulméo, sdo em grande nimero, embora
frequentemente controversos, mesmo quando abordam o mesmo gene e 0 mesmo tipo
de cancro. Com os estudos de “pool”-analise e de meta-analise foram encontradas
razGes para a genese de algumas das contradigdes registadas e foram conseguidos
avanc¢os adicionais no conhecimento das interaccdes entre os factores genéticos e 0s

factores ambientais.

A variabilidade das frequéncias alélicas registadas nas diferentes populagdes,
para os alelos que codificam as enzimas de metabolismo, veio esclarecer algumas das
contradicGes registadas por diferentes grupos de investigacdo. De facto, o0s
polimorfismos destas enzimas ndo se distribuem regularmente pelas diferentes
populagdes. Por outro lado, os estudos de “pool”-anélise e de meta-analise permitiram
verificar a grande diversidade presente na composi¢do das amostras populacionais
utilizadas, seja em termos de extraccao étnica, do sexo, da idade, de estilos de vida ou
da ocupacéo profissional, entre outras caracteristicas que podem interferir, isoladamente
ou em conjunto, na iniciacdo e desenvolvimento do cancro, sendo dificil a avaliagdo

individualizada de cada uma deles.



158

No presente trabalho, o estudo por regressdo logistica, de uma populacdo de
doentes com cancro do pulmao e de uma populacéo controlo da Regido Centro do Pais,
permitiu evidenciar que apenas 0 sexo, os antecedentes familiares de cancro, 0 consumo
de alcool e a cessacdo tabagica h4 menos de um ano em relacdo ao momento do
diagnostico, estdo associados, com forca estatisticamente significativa, ao perfil do
“doente com cancro do pulmao”. Registe-se ainda, como facto relevante, que ambas as
populacdes partilham o mesmo comportamento em termos de carga tabagica e tempo de
consumo. Sendo o fumo de tabaco, um fator etiolégico comprovado para o cancro do
pulméo, e ndo se tendo identificado, em termos ocupacionais, diferencas significativas
entre as duas populagdes, a similitude da carga tabégica e do tempo de consumo nas
duas populagbes sugere a existéncia de outras variaveis presentes nos individuos com

cancro que contribuem para a iniciacao e o desenvolvimento desta doenca.

Foi observada uma associagdo estatisticamente significativa entre alguns dos
alelos que definem caracteristicas das populacbes no &mbito do metabolismo de
xenobidticos e 0 sexo, na padronizacdo de um perfil para o individuo com esta doenca.
Assim, enquanto que GSTT1 nulo e o fenotipo acetilador lento de NAT2 contribuem
significativamente para o perfil “ser doente com cancro do pulmao do sexo masculino”,
os alelos CYP2D6*4 e GSTP1 (G/G) contribuem significativamente para 0 mesmo
perfil, na populacdo feminina. Relativamente as variaveis clinicas do doente e com
associacdo estatisticamente significativa, apenas GSTP1 estda associado ao tipo
histolégico, em individuos do sexo masculino, e o fen6tipo acetilador lento ao tipo
histol6gico do tumor e & metastizagao.

A anéalise multivariada relativa ao efeito conjunto de diversos genes, embora
negligenciada nos primeiros estudos, foi, posteriormente considerada em diversos
estudos de susceptibilidade. Neste trabalho, avaliamos a contribuicdo dos genes em

funcédo da fase do metabolismo em que estéo envolvidos.

A fase I do metabolismo ¢ uma fase importante mas eventualmente “perigosa”
para 0 organismo, dependendo eventualmente do ambiente em que este se insere e da
capacidade de conjugacdo das enzimas envolvidas na etapa subsequente, a fase Il. Os
resultados parecem justificar o que se acaba de afirmar. Foram encontradas duas
combinagbes, para os alelos do gene CYP1Al que se revelaram prevalentes na
populacdo de doentes e cujos fendtipos identificaram uma actividade catalitica normal
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das enzimas, CYP1A1*2A (T/T)/ CYP1A1*2C (A/A) ou com um dos alelos com
actividade aumentada, CYP1A1*2A (T/T)/ CYP1A1*2C (A/G). Duas combinagdes com
0s trés genotipos revelaram-se prevalentes em ambas as populagfes, CYP1A1*2A (T/T)/
CYP1A1*2C (A/A)/CYP2D6 (G/G)e CYP1A1*2A (T/T)/ CYP1A1*2C (A/A)/ICYP2D6
(G/A).

A combinacdo dos dois gendtipos CYPs, CYP1A1*2A (T/T)/ CYP1A1*2C
(A/A), revelou-se significativa para o estadiamento do tumor, conferindo um risco cinco
vezes superior relativamente a CYP1A1*2A (T/T)/ CYP1A1*2C (A/G). Quando
avaliada no subgrupo da populacdo com habitos tabéagicos, este risco € aumentado para
cerca de seis vezes, para a condicdo de ser doente em estadio IV, relativamente ao
estadio 111B. A combinacdo dos trés gendtipos revela uma associacdo de CYP1A1*2A
(T/T)/ CYP1A1*2C (A/A)ICYP2D6(G/A) com o estadio e a metastizacdo e de
CYP1A1*2A (T/T)I CYPLA1*2C (A/A)/CYP2D6(G/G) para o tipo histoldgico.

Realizando o mesmo estudo de combinacBes para as enzimas da fase II,
nomeadamente as isoformas das glutationas, a presenca das combinacGes
GSTP1(A/G)/GSTT1(-)/GSTM1(+) e GSTP1(A/A)/IGSTT1(-)/GSTM1(+) revelou um
risco 3,8 e 2,7 vezes superior para a condi¢do de ser doente, quando em associacdo com
habitos tabagicos e o sexo. Estas combinagdes revelaram-se importantes quando foi
avaliada a sua contribuicdo para o tipo histoldgico do tumor, no grupo dos fumadores. A
contribuicdo de GSTP1 neste resultado parece ser preponderante, tendo sido confirmado
através do estudo de regressao logistica entre este ultimo e os dois tipos histolégicos
principais, adenocarcinoma e carcinoma das pequenas células. O fendtipo acetilador
lento revelou uma associacdo com susceptibilidade aumentada, com um risco cerca de
3,9 vezes superior para os individuos doentes, quando em associacdo com 0 $exo, 0

consumo de alcool e a cessagdo tabagica, até um ano antes da altura do diagnostico.

Os resultados anteriores sugerem uma associagdo potencialmente nefasta entre a
actividade catalitica regular das enzimas da fase | com uma atividade nula ou deficiente
das enzimas da fase Il, quando sdo consideradas duas caracteristicas da populagéo, sexo
e héabitos tabagicos. Esta avaliagdo parece razodvel tendo em consideracdo que a
biotransformacdo dos constituintes do fumo do tabaco resulta num aumento da
concentracdo de carcinogénios no epitélio pulmonar e que estes ndo sdo excretados

devido a prevaléncia das combinacGes das enzimas da fase Il com actividade nula. A
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consequente acumulacdo de carcinogénios podera promover a formacdo de adutos de
ADN iniciadores da carcinogénese, para a qual contribuird ainda a presenca de radicais
livres de oxigénio (ROS) produzidos de forma enddgena e que nao sdo eliminados por

auséncia de actividade da glutationa peroxidase.

Esta contribuicdo das enzimas da fase Il é evidenciada pelo estudo de regressdo
logistica, associando o fendtipo acetilador lento e a cessacdo tabagica um ano antes do

diagnostico a presenca de metastases na altura do diagnostico.

Os dois estudos de regressao logistica avaliando, o primeiro a contribuicdo das
combinagbes das enzimas da fase Il e o segundo a contribuicdo das combinacgdes das
enzimas das fases | e I, em associa¢do com 0 sexo e 0 consumo de alcool, para o perfil
do individuo doente com cancro do pulmédo, parecem confirmar uma dependéncia da
actuacdo destas enzimas. A contribuicdo das enzimas da fase Il, para o perfil que
carateriza um doente com cancro do pulmdo, aumenta quando a esta associamos a
contribuicdo de uma combinacdo de enzimas da fase I, com fendtipo de actividade

regular ou aumentada.

A instabilidade génica é um dos factores para o desenvolvimento da
carcinogénese que se associa a mutacbes do gene supressor tumoral, TP53. Os
resultados obtidos parecem confirmar uma associacdo de TP53 mutado com um
aumento da genotoxicidade resultante da incapacidade de eliminacdo de carcinogénios

por enzimas da fase I, particularmente pela GSTP1.

A avaliacdo parcelar da contribuicdo de uma U(nica caracteristica de um
individuo, de uma s6 enzima do metabolismo de xenobidticos ou de um Unico factor
ambiental para o desenvolvimento da carcinogénese quimica num organismo, ndo
reflete a verdadeira contribuicdo deste para o desenvolvimento da doenca pois nao
considera as suas interac¢des ao nivel endégeno e/ou exdgeno. A Tabela 4.1 reflete, de
forma sumaria, as diferentes abordagens realizadas para cada gene e as respectivas
associagdes encontradas na populacdo de doentes. Foram, ainda, realizados estudos de

associacdo e construgdo de modelos, por regressdo logistica, de forma a permitir a definicdo de

um “perfil” do doente com cancro do pulmao.
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Desta forma, é fundamental proceder a analises multivariadas para se chegar a

uma condicdo mais proxima do que acontece in vivo. Este trabalho pretende refletir a

importancia destas intera¢es em todo 0 processo.

Tabela resumo 4.1. Resumo das associagOes encontradas na populagdo de doentes.

Estudos de associacdo e construcdo de modelos, por regressdo logistica, que possam

permitir definir um “perfil” do doente com cancro do pulmao:

a) Nas caracteristicas demograficas e associadas a fatores de risco

Carateristicas das
populagdes

Populacdo de doentes

Populacéo controlo

Idade

*prevaléncia [36; 66], N= 119, 59,5%,
*, AA: 63,06 + 10,17, [36; 87]

*sig <0,001

*prevaléncia [67; 97[, N= 161, 65,2%

* AA: 70,92 + 10,95, [40; 97]

Sexo

*prevaléncia sexo masculino (74,5%)

*sig= 0,010, OR= 1,7, IC=[1,13; 5,67]

* prevaléncia sexo masculino (63,2%)

Profissao de risco

* identificadas 29,6%

*identificadas 48,2%

*sig< 0,001, OR= 2,21, IC= [1,44; 3,39]

Historia familiar

*com familiares 1° grau: 31,2%

* sig= 0,001, OR= 5,34, IC= [3,05; 9,37]

*com familiares 1° grau: 7,2%

Habitos tabagicos

*prevaléncia sim 65,5%

* sig < 0,001, OR= 2,90, IC=[1,97; 4,27]

*Sim 39,6 %

Cessacdo tabagica

*prevaléncia “a < 1 ano” 71,8%

*sig < 0,001, OR= 5,33 , IC= [2,76; 10,27]

*prevaléncia “entre [1; 15] anos” 67,6%

. . *prevaléncia sim 65,9% *Sim 50,4 %
Habitos alcodlicos
*sig= 0,002, OR= 1,9, IC=[1,21; 2,84]
Fumadores c/ habitos *prevaléncia sim 82,6% *Sim 51,1 %

alcoodlicos

* sig < 0,001, OR= 4,5, IC= [2,42; 8,56]
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Nas distribuicOes das frequéncias genotipicas.

Genotipos

Populacdo de doentes

Populacéo controlo

CYP1A1*2A,
CYP1A1*2C

*individualmente sig>0,005

*sub-populagdes prevalentes:
CYP1AL*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A)(68,8%);
CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/G) (11,6%)
*subpopulagéo:
-CYP1AL*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A) com
5ig<0,005 para sexo (masculino 54,9%); consumo
alcool (sim 54,2%); habitos tabagicos (fumador
79,7%); cessagdo tabagica (“a<lano”79,7%);
histdria familiar (sim 83,3%)

- CYP1AL*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/G) consumo
alcool (sim 57,7%); habitos tabagicos (fumador
76,9%);

*sem associacdo (sig<0,05) com variaveis clinicas,
individualmente ou combinados;

*grupo de fumadores: subpopulagdo
CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A) com sig<0,05
para estadio (estadio 1V:79,3%)

*individualmente sig>0,005
* sub-populagdo prevalente:
CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A),(59,4%)
CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/G), (14,3%)
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CYP1A1*2A,
CYP1A1*2C,
CYP2D6*4

*prevaléncia individual (A/A, 12,5%) no sexo
feminino, sig= 0,017

*sub-populagdes prevalentes:
CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A)/CYP2D6*4
(G/G) (51,1%) ) com sig<0,005 para sexo
(feminino73,3%); consumo alcool (sim 42,0%);
habitos tabagicos (fumador 61,0%); cessagdo
tabagica (“a<lano”77,8%); historia familiar (sim
64,3%)
CYP1A1*2A(T/T)/CYP1A1*2C(A/A)/CYP2D6*4
(G/A)(19,7%) com sig<0,005 para consumo alcool
(sim 61,1%); habitos tabagicos (fumador 65,6%);
* com variaveis clinicas, com habitos tabagicos:
subpopulagdo

- CYP1A1*2A(T/T)ICYP1A1*2C(A/A)
/CYP2D6*4(G/G) com sig<0,05 para histologia
-CYP1A1*2A(T/T)ICYP1AL*2C(A/A)/
CYP2D6*4(G/A) ) com sig<0,05 para metastizagdo
e estadio

- modelo de regressdo logistica com“acetilador

lento”, GSTs, sexo e habitos alcodlicos, sig<0,005

*genotipo (A/A) no sexo feminino 2,4%
*sub-populagdes prevalentes:
CYP1AL*2A(T/T)/CYP1AL1*2C(A/A)/CYP2D6*
4(G/G) (40,1%)
CYP1AL1*2A(T/T)/ICYP1A1*2C(A/A)/ICYP2D6*
4(G/A)(22,3%)

GSTP1/GSTTL/G
STM1

*prevaléncia individual com sig<0,005 GSTT1(-)
(33,3%) na pop., GSTP1(G/G), 27,5% no sexo
feminino, GSTT1 (-),(33,6%) no sexo masculino
*GSTP1 sig<0,005 e variaveis clinicas: histologia
em fumadores, do sexo masculino;

*modelo de regressdo logistica, sig<0,005, indica:
-combinag¢do GSTP1(A/G)/GSTT1(-)/GSTM1 (+) ,
sexo masculino, consumidor alcool, OR=5,452

- combinagdo GSTP1(A/A)/GSTT1(-)/GSTM1 (+) ,
sexo masculino, consumidor alcool, OR=3,268
-modelo de regressdo logistica com*“acetilador

lento”, CYPs, sexo e habitos alcodlicos, sig<0,005

*prevaléncia para:
-GSTP1(A/G)/GSTTL(+)/GSTM1 (+)(27,2%)

NAT?2

*prevaléncia para acetiladores lentos (83,8%) sexo
masculino, sig<0,005

*subpopulacdo Acetilador lento, sig<0,005 para
sexo masculino (52,4%), historia familiar (76,8%),
hébitos tabagicos (<0,001), cessacdo tabagica “a <1
ano” (79,3%)

*Variaveis clinicas sig<0,005 para histologia,
metastizagdo

*modelo de regressdo , sig<0,005, com “acetilador

*prevaléncia para “acetiladores rapidos” para

ambos 0S Sexos,
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lento” e cessagdo tabagica e “acetilador lento” OR=
4,5

*modelo de regressdo logistica com“acetilador
lento”, GSTs, CYPs, sexo e habitos alcoodlicos,

sig<0,005

TP53

*prevaléncia de TP53 mutada no sexo masculino
*modelo de regressdo logistica para TP53 mutada e
localizagdo tumor, sig<0,005

*combinagdo GSTP1/TP53 e localizacéo do tumor,
sig<0,005

*modelo de regresséo logistica indica:
GSTP1(A/G)/TP53(+) OR=6,2;
GSTP1(A/G)/TP53(-) OR=3,7 para localiza¢éo do

tumor
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ANEXO A: Caracterizagao descritiva da populagdo para a variavel “Idade”.

Distribuicdo das idades das duas populacdes estudadas da populacéo Portuguesa. Tabela
das frequéncias absolutas e relativas. Estatistica descritiva; Teste de aderéncia a
normalidade, Kolmogorov-Smirnov.

Tabela A.1- Distribuicdo das idades pelas populacdes doente e controlo

Pop.
Pop.
Pop. Pop. IDADE o
IDADE Doente (%) | Controlo(%b) Doente (%) Controlo(%o)
36 1(0,5) 0 (0,0) 69 11 (5,5) 7(2,8)
37 1(0,5) 0 (0,0) 70 9 (4,5) 10 (4,0)
40 0 (0,0) 1(0,4) 71 5(2,5) 9(3,6)
41 1(0,5) 1(0,4) 72 4 (2,0) 5 (2,0)
44 2(1,0) 0 (0,0) 73 7(3,5) 9(3,6)
45 4 (2,0 1(0,4) 74 8 (4,0) 10 (4,0)
46 2(1,0) 0 (0,0) 75 5(2,5) 7(2,8)
47 1(0,5) 0 (0,0) 76 9 (4,5) 9(3,6)
48 2(1,0) 0 (0,0) 77 3(1,5) 7(2,8)
49 4 (2,0) 1(0,4) 78 0(1,0) 11 (4,5)
50 5(2,5) 2(0,8) 79 0 (0,0) 5(2,0)
51 6(3,0) 4 (1,6) 80 1(0,5) 7(2,8)
52 1(0,5) 2(0,8) 81 1(0,5) 9 (3,6)
53 9(4,5) 2(0,8) 82 2(1,0) 5(2,0)
54 2(1,0) 5(2,0) 83 1(0,5) 6 (2,8)
55 6 (3,0) 4 (1,6) 84 2 (1,0 31,2
56 6 (3,0) 3(1,2) 85 0 (0,0 5(2,0)
57 8 (4,0) 4 (1,6) 86 0 (0,0) 5(2,0)
58 6 (3,0) 8 (3,2) 87 1(0,5) 5(2,0)
59 5(2,5) 8 (3,2) 88 0 (0,0) 5(2,0)
60 10 (5,0) 4 (1,6) 89 0 (0,0 2(0,8)
61 9 (4,5) 4 (1,6) 90 0 (0,0) 2(0,8)
62 4 (2,0) 6 (2,4) 91 0 (0,0 2(0,8)
63 5(2,5) 1(0,4) 93 0 (0,0) 2(0,8)
64 6 (3,0) 9(3,6) 97 0 (0,0) 1(0,4)
65 7(3,5) 5(2,0) 200 0
66 5(2.5) 11 (4,5) TOTAL | 44740 | 247 (55,26%)
67 5(2,5) 6 (2,4)
68 5(2,5) 7 (2,8)
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A Tabela A.1 representa a distribuicdo das duas amostras da populacdo estudada,
controlo e doentes, em funcdo das idades. O resultado do estudo estatistico da
populacdo na globalidade (N=447) é apresentado na Tabela A.2. A populacdo possui
uma média de idades de 67,40 anos (dp=11,295; variacdo= 36-97anos), com uma
prevaléncia de individuos com 70 anos de idade. A distribuicdo do nimero médio de
idades é simétrica, para p=0,05, sendo o valor do coeficiente de Skweness igual a -
0,835. A média, média aparada a 5% e mediana, sdo medidas de tendéncia central que,
devido ha simetria da distribuicdo, apresentam valores muito proximos, respetivamente
67,40, 67,47 e 68,00. Muito embora a mediana, 68, se aproxime de um dos extremos do
intervalo de confianca a 95%, [66,35; 68,45], pertence ao referido intervalo, o que nos
permite inferir, pelo valor obtido do coeficiente de Skweness, que a nossa populacao
tem uma distribuicdo normal, para um erro do tipo | do analista, p=0,05. O valor para a
medida de achatamento da distribuicdo, coeficiente de Kurtosis, apresenta-se inferior a
Ip|<1,96, -1,94, pelo que se pode afirmar que a curva de distribuicdo é simétrica e
mesocurtica.

Tabela A.2. Estatistica descritiva para a populacdo portuguesa da zona Centro do pais
(n=447) - medidas de localizacdo e tendéncia central, medidas de dispersdo absolutas e
distribuicdo normal.

Média Intervalo de Média ':I Desvio Coefic. Coefic. Valor
de Confianca  Mediana aparada d Variancia Padrio de de Min. e
Idades (95%0) a5% a Skeweness Kurtosis  Max.
Idade da 7
Populacao 67,40 [66,35;68,45] 68,00 67,47 0 127,586 11,295 -0,835 -1,94 36; 97
(n=447)

A Tabela A.3 diz respeito a distribuicdo da populagdo por quartis e percentis. Verifica-
se que o primeiro quartil, 25% da populacéo, corresponde a 179 individuos com idades
compreendidas entre 0os 36 aos 59 anos. No segundo quartil ou mediana,
correspondendo a 50% da populacdo analisada, fazem parte individuos com idades até
aos 68 anos enquanto que no ultimo quartil estdo compreendidos os individuos com
mais de 76 anos, até aos 97 anos.
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Tabela A.3 Analise das estatisticas de ordem para a distribuicéo etaria da populagéo
global

“Média Pesada” “Turkey’s Hinges”
Percentis Idades Idades

5 49,00

10 53,02
25 59,00 59,00
50 68,00 68,00
75 76,00 76,00
90 82,00
95 86,00

As Tabelas A.4 e A5 apresentam o estudo relativo a estatistica descritiva das duas
amostras populacionais, doentes e controlo, da populagdo portuguesa da zona Centro do
pais.

A populacdo de doentes (Tabela A.4) € mais jovem, média de idade de 63,06 anos
(dp=10,170; amplitude amostral= 36; 87anos), do que a amostra da populagao controlo,
com uma média de idades de 70,92 anos (dp=11,243; amplitude amostral= 40; 97anos).
A populacdo de doentes apresenta prevaléncia (moda) para individuos com 69 anos de
idade, enquanto que a populacdo controlo tem duas prevaléncias etarias, a primeira para
0s 66 anos e a segunda para 0s 78 anos. A distribuicdo do numero médio de idades é
simétrica para ambas as populacdes (p=0,05), com um valor para o coeficiente de
Skweness igual a -0,965, para a populacdo de doentes e de -1,76, para a populagéo
controlo. A média, média aparada a 5% e mediana, sdo medidas de tendéncia central
que, devido a simetria da distribuicdo, apresentam valores muito proximos,
respectivamente 63,06, 63,17 e 63, para amostra de doentes e 70,92, 71,06 e 71, para a
amostra controlo (Tabela A.4). Pelos valores obtidos relativamente ao coeficiente de
Skeweness, podemos afirmar que as nossas amostras possuem uma distribui¢do normal,
para um erro do tipo | do analista (p=0,05). A medida de achatamento da distribuigé&o,
coeficiente de Kurtosis, apresenta-se inferior a |p|<1,96, com os valores -1,46 e -1,43
para as amostras de doentes e controlo, respectivamente. As curvas de distribuicao
individuais apresentam-se simétricas e mesocurticas.
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Tabela A.4 Estatistica descritiva para as duas populac6es, doentes e controlo, da zona
Centro do pais.

Médi M
Média Intervalo de a o Desvio Coefic. Coefic. Valor
de Confianca Mediana apara d Variancia Padrio de de Min. e
Idades (95%) daa a Skeweness Kurtosis  Max.
5%
Idade da
Pop. 6306  [61,64:64,48] 63 6317 69 103424 10,170 -0,965 1,46 36; 87
Doentes
(N=200)
Idade da (66)
Pop. 70,92  [69,55;72,29] 71 71,06 126,401 11,243 -1,76 -1,43 40; 97
Controlo 78
(N=247)

Na Tabela A.5 esta apresentada a distribui¢do por quartis e percentis das duas amostras
da populacéo, doentes (n=200) e controlo (n=247) em funcdo das idades. A populagéo
de doentes, no primeiro quartil (25% da populagdo) possui idades compreendidas entre
0s 36 e 0s 56 anos. O segundo quartil ou mediana, correspondente a 50% da populagéo
analisada, possui individuos com idades até aos 63 anos, no terceiro quartil estdo
compreendidos individuos com idades compreendidas entre os 63 anos aos 71,5 anos e
no ltimo quartil, fazem parte os individuos com idades entre os 71,5 e 0s 87 anos. A
populacdo controlo apresenta a seguinte distribuicdo etaria relativa aos quartis: dos 40
anos aos 64 anos, para 0 primeiro quartil, até os 71 anos para o segundo quartil, no
terceiro quartil estdo os individuos com idades entre os 71 anos e 0s 79,5 anos e no
ultimo quartil estdo os individuos com idades compreendidas entre os 79,5 anos e o0s 97
anos.

Esta distribuicdo evidencia claramente a idade avancada da populacdo controlo
relativamente a populacéo de doentes.
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Tabela A.5 Analise das estatisticas de ordem para a distribuicédo etaria das amostras da
populacéo estudada, doentes e controlo.

“Média Pesada” “Turkey’s Hinges”
Idades Idades
Percentis Pop Pop Pop Pop
Doentes Controlo  Doentes  Controlo
5 45,05 52,40
10 50,00 56,00
25 56,00 64,00 56,00 64,00
50 63,00 71,00 63,00 71,00
75 71,00 79,00 71,50 79,50
90 76,00 85,20
95 77,95 88,00
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Neste anexo B estdo incluidos alguns estudos de associacdo relativos as varidveis
demograficas e de risco como sejam sexo, habitos tabagicos, historia familiar e
consumo de alcool que, embora pertinentes, ndo foram incluidos no texto do capitulo 11,
relativo a Material e métodos (pag. 40).

Tabela B.1 Distribuicdo da populacdo em funcdo dos seus habitos tabagicos,
classificados como fumador e ex-fumador e apds estratificagdo pelo sexo. Avalia¢do das
associages por aplicacéo do teste do x* ou Teste Exato de Fisher™.

2

Habitos Tabagicos Pop. Doente  Pop.Controlo (s)%g)
Fumador 80 (40,0) 27 (11,0) 52 998
Ex-fumador 51(25,5) 70 (28,6) (<0,001)
N&o fumador 69 (34,5) 148 (60,4) ’
2
Habitos Tabagicos Fumador Ex-Fumador N&o Fumador (s)%g)
Sexo Masculino
(N=303)
Pop Doente 75 (50,4) 48 (32,2) 26 (17,4) 49 942
Pop Controlo 22 (14,3) 64 (41,6) 68 (44,2) (<0,001)
Sexo
Feminino (N=142)
Pop Doente 5(9,8) 3(5,9) 43 (84,3) 10531
Pop Controlo 5(5,5) 6 (6,6) 80 (87,9) (0,638)

(1) Por aplicacdo do texte Exato de Fisher
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Tabela B.2 Distribuicdo dos individuos das duas populacbes, em funcdo dos
antecedentes familiares, tendo em consideracdo os subgrupos populacionais relativos
aos hébitos tabagicos. Avaliacdo da distribuicdo por aplicacdo do teste do x> ou Teste

Exato de Fisher®.

Subpopulacéo
sem hab. tabag.

Historia familiar

X (sig)
OR:IC(95%)

Pop. Doentes

Pop Controlo

11,68 (0,001)
2,91 [1,55; 5,49]

Subpopulacédo
com hab. tabag.

Pop. Doentes

Pop Controlo

Sim (%) Na&o (%)
18 (28,1) 46 (71,9)
14 (9,7) 131 (90,3)
40 (32,8) 82 (67,2)
5(5,2) 91 (94,8)

24,94 (< 0,001)
6,30 [2,58; 15,34]

Tabela B.3 Distribuicdo dos individuos das duas populacbes, em funcdo dos
antecedentes familiares, tendo em consideracdo os subgrupos populacionais relativos ao
sexo. Avaliacao da distribuicio por aplicacéo do teste do x* ou Teste Exato de Fisher™.

Subpopulacéo
Feminina

Historia familiar

X (sig)
OR;IC(95%)

Pop. Doentes

Pop Controlo

11,31(0,001)
2,97[1,53:5,77]

Subpopulacéo
Masculina

Pop. Doentes

Pop Controlo

Sim (%) N&o (%)
18 (36,7) 31 (63,7)
11 (12,4) 78 (87,6)
40 (29,2) 97 (70,8)
8(5,2) 146 (94,8)

30,32 (< 0,001)
5,62 [2,73;11,59]
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Tabela B.4 Distribuicdo dos individuos das duas populaces em fungdo dos hébitos
alcoolicos, e tendo em consideracdo os subgrupos populacionais relativos aos habitos
tabagicos. Avaliacdo da distribuicdo por aplicacdo do teste do x* ou Teste Exato de
Fisher?.

. o X' (sig)
Habitos alcoolicos Pop. Doente  Pop.Controlo
OR [IC]
Sim 120 (65,9) 118 (50,4) 10,056(0,002)
Né&o 62 (34,1) 116 (49,6) 1,903 [1,21; 2,84]
s ,y- 2 far
« Habitos alcodlicos X (sig)
Subpopulacéo OR;1C(95%)
sem hab. tabag. Sim (%) Né&o (%)
Pop. Doentes 25 (37,3) 42 (62,7)
4,937 (0,087)
Pop Controlo 70 (50,0) 70 (50,0)

Subpopulacédo
com hab. tabag.

Pop. Doentes 95 (82,6) 20 (17,4) 23,576 (< 0,001)
Pop Controlo 47 (51,1) 45 (48,9) 4,5[2,42; 8,56]
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Neste anexo € apresentada a distribuicdo da populacdo de doentes pelas respetivas
carateristicas clinicas avaliadas e apos estratificacdo pelo sexo.

Tabela C.1- Distribuicao das frequéncias encontradas para as diversas caracteristicas
clinicas avaliadas na populacdo de doentes e ap0s estratificacdo pelo sexo.

Populacdo Doentes

Caracteristica Pop. doentes Sexo masculino Sexo feminino
(%) (%) (%)
Bilateralidade
Sim 32(16,9) 26 (18,6) 6 (12,2)
Néo 157 (83,1) 114 (81,4) 43 (87,8)
Multifocalidade
Sim 33(18,1) 26 (19,4) 7 (14,6)
Néo 149 (81,9) 108 (80,6) 41 (85,4)
Histologia do tumor
Carc. pequenas celulas 43 (22,5) 34 (23,9) 9 (18,4)
Carc.epidermoide 50 (26,2) 46 (32,4) 4(8,2)
Adenocarcinoma 81 (42,4) 49 (34,5) 32 (65,3)
Carc. pleomorfico 13 (6,8) 10 (7,0) 3(6,1)
Outros (Carc. neuroenddcrino,
Carc.adenoescamoso) 4@1) 3@1) 10
Localizagdo do tumor
Lobo superior, pulmé&o esq.dir. 80 (65,0) 59 (65,6) 21 (63,6)
Lobo inferior, pulmé&o esq. dir. 43 (35,0) 31 (34,4) 12 (36,4)
Estadio
Até 1A 17 (13,5) 12 (12,2) 5(17,9)
B 14 (11,1) 9(9,2) 5(17,9)
Y 95 (75,4) 77 (78,6) 18 (64,3)
Metastizagdo
Sim 76 (39,2) 61 (41,8) 15 (31,3)
Nzo 118 (60,8) 85 (58,2) 33 (68,8)
Terapeutica citostatica
Sim 190 (98,4) 142 (98,6) 48 (98,0)
Nzo 3(1,6) 2 (1,4) 1(2,0)
Sobrevivéncia
<2 anos 52 (63,4) 38 (62,3) 14 (66,7)

>2 anos 30 (36,6) 23 (37,7) 7(33,3)
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Neste anexo é apresentada a distribuicdo da populacdo controlo pelas respetivas
carateristicas clinicas avaliadas e apés estratificacdo pelo sexo.

Tabela D.1- Distribuigdo das caracteristicas associadas ao estado clinico da populagéo
controlo e apds estratificagdo pelo sexo.

Pop. Controlo

Carateristicas Freqg.Absoluta (%) Sexo masculino (%) Sexo feminino (%)

Razdo do internamento (N=227)

DPOC* 30 (12,4) 19 (12,4) 11 (12,1)
Insuficiéncia respiratoria® 146 (59,8) 91 (59,5) 55 (60,4)
Infecdo pulmonar 61 (25,0) 38 (24,8) 23 (25,3)
Silicose 3(1,2) 3(2,0) -
Fibrose pulmonar idiopatica 4 (1,6) 2(1,3) 2(2,2)

! DPOC (Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica)

? Insuficiéneia respiratoria é uma categoria da variavel “razio do internamento” que compreende
todos os individuos que deram entrada no Servi¢o de Pneumologia, dos HUC, no periodo a que
diz respeito este trabalho, e a quem foi diagnosticada uma das seguintes patologias: insuficiéncia

cardio-respiratoria, asma/bronquite, enfisema pulmonar, dispneia.



