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RESUMO



A citocromo P- 450 1A1 (CYPIAIl) é uma importante enzima do metabolismo
carcinogénico, em virtude da regulacdo polimoérfica, a CYPIA1 é um marcador genético
promissor para susceptibilidade de certas malignidades, particularmente o cancer de
pulmio (CP). A primeira varia¢do detectada (chamada de m1 ou *2A) foi a transi¢do de
T->C no exon 7 com 1194pb, criando um sitio de clivagem para a enzima Mspl. Esta
alteracao foi mais prevalente em Asidticos do que em Caucaséides. Os genes GSTMI,
GSTTI1 e GSTPI vem sendo estudados extensivamente em relagdo ao CP, pois estdo
relacionados com a perda completa ou reducdo da atividade de certos xenobidticos
metabolizados por enzimas. O gendtipo variante Val/Val do gene GSTP1*B tem uma maior
atividade para com o epoxido diol hidrocarbono e BPDE, portanto um menor potencial de
detoxificagdo, resultando em um grande risco para o cancer. O objetivo deste estudo foi
analisar a susceptibilidade dos genes polimérficos para o risco em CP e a correlacdo dos
gendtipos com as interagdes das varidveis clinicas. Para cumprir tais objetivos, o DNA
gendmico de 200 pacientes com CP e 264 doadores de sangue (controles), foram analisados
por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e digestdo enzimatica. Freqii€ncias
similares da delecdo homozigética dos genes polimorficos isolados GSTMI
(45,5% vs 48,1% p= 0,14), GSTTI (13,5% vs 12,9% p=0,54), GSTM1/T1 ambos nulos
(6,0% vs 4,9% p=0,83), da variante Val/Val do gene GSTPI (12,5% vs 11,4% p=0,87) e da
variante CYPIAI*2A (5,5% vs 3,4% p= 0,69) foram observadas em pacientes e controles.
Nao foram observadas diferengas significativas entre as freqiiéncias de todos estes
gendtipos. Os resultados sugerem que os gendtipos isolados e combinados ndo
influenciaram o risco para CP, mas podemos sugerir que na populacdo Afro-Brasileira
estudada, hd indicios de uma associagdo dos gendtipos hetero/ variante do gene

CYPIAI*2A e GSTs possam levar a uma maior susceptibilidade para o CP.

Resumo
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ABSTRACT



Cytochrome_P-450 A1 (CYPIAI) is an important enzyme of carcinogen metabolism. Due
to polymorphic regulation, CYPIAI is a biomarker of genetic susceptibility to certain
malignancies, especially lung cancer (LC). The first detected variation, named m1 or *2A,
was a T-to-C transition in exon 7, with 1194bp, which produced a breakage point for the
Mspl enzyme. Originally, more Asians than Caucasians presented with LC. Intensive
studies have shown that GSTM 1, GSTTI and GSTPI genes are related to LC, which may
lead to whole loss or certain hazard reduction. The GSTP/ Val/Val variant genotype has a
strong activity, especially along with hydrocarbon diol epoxide and BPDE, leading to
detoxification potency. The purpose of this study was to analyze the susceptibility of
polymorphism genes to LC risk and the correlation of genotypes with clinical variations. In
order to achieve these objectives, the genomic DNA of 200 patients with LC and 264 blood
donors (controls) were analyzed through PCR and enzymatic digestion. Similar frequencies
of homozygotic deletion of polymorphic isolated genes were observed in patients and
controls, as follows: GSTMI (45.5% vs 48.1%, p= 0.14), GSTTI (13.5% vs 12.9%,
p= 0.54), GSTM1/T1 both null (6.0% vs 4.9%, p= 0.83), GSTPI gene Val/Val variant
(12.5% vs 11.4%, p= 0.87) and the CYPIAI*2A variant (5.5% vs 3.4%, p= 0.69). The
differences observed among the frequencies of all combined genotypes were not
significant. The final results suggested that isolated and combined genotypes did not
influence LC risk; on the other hand, there is a high susceptibility for LC in African-

Brazilian people with CYPIAI*2A and GSTs hetero/variant genotypes.

Abstract
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INTRODUCAO



1-Consideracoes Gerais

Cancer ¢é a designacdo dada ao conjunto de manifestacdes patolégicas que se
caracterizam pela perda de controle da proliferacdo celular, pela capacidade de invadir
tecidos adjacentes e disseminar para tecidos distantes. Esta perda de controle da
proliferacdo celular é conseqiiéncia direta de danos nos mecanismos de regulacio e, deste
modo, podemos afirmar, que cancer € o resultado dos danos ocorridos nos genes que

controlam o ciclo celular (Pinto e Felzenszwalb, 2003).

Ha uma crescente evidéncia que fatores genéticos podem aumentar o risco de
cancer de pulmdo, principalmente os que envolvem carcinégenos e metabolismos, mas nao
ha nenhum relato de alteracao genética, que de forma decisiva, aponte maior risco para esta

neoplasia (Younes, 2006).

O cancer de pulmao (CP) € a neoplasia de maior mortalidade e a sua principal
causa € o consumo do tabaco, segundo Younes (2006) e Zambon et al. (2006), além de
fatores genéticos que potencializam seus riscos, como os genes polimoérficos que codificam
enzimas envolvidas no metabolismo de componentes carcinogénicos, podem estar
relacionados com as diferencas inter individuais na susceptibilidade ao cancer

(D’Errico et al, 1996).

O tabagismo € considerado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a
principal causa de morte evitdvel em todo o mundo. Estima-se que um terco da populagcao
mundial adulta, isto €, um bilhdo e duzentos milhdes de pessoas sejam fumantes. Nos
paises desenvolvidos, 42% da populacdo masculina e 24% da feminina sao fumantes, mas
esta situacdo vem mudando. Entretanto, nos paises em desenvolvimento, quase a metade da

populacdo masculina ainda é fumante (INCA, 2006).

O total de mortes devido ao uso do tabaco atinge a cifra de 4 milhdes de mortes
anuais, o que corresponde a mais de 10 mil mortes/ dia. Se mantidas as tendéncias atuais,
esses nuimeros aumentardo para 8,4 milhdes de mortes/anuais por volta do ano 2020

(INCA, 2006).

Introducado
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Em 2001, o CP foi responsdvel por mais de 1 milhdo de mortes em todo o
mundo, com aumento global de 0,5% ao ano. Nos EUA, em 2003, foram diagnosticados
170.000 casos novos, com expectativa de 160.000 mortes, superior a soma de Gbitos por
carcinoma de mama, c6lon e préstata. A sobrevida em 5 anos nos paises desenvolvidos € de

aproximadamente 13%, sendo esta imutdvel por vérias décadas.

No Brasil, segundo a estimativa de incidéncia de cancer do INCA, o CP atingiu

27.170 brasileiros, dentre os quais 17.850 homens e 9.320 mulheres em 2006 (INCA 2006).

2- Aspectos clinicos

A grande maioria dos pacientes com sintomas decorrentes do CP apresenta
doenca avancada ao diagndstico e casos descobertos na fase inicial, geralmente sdo
decorrentes de achados radioldgicos. A faixa etdria mais freqiilentemente acometida esta

entre 55 e 65 anos de idade, sendo raro antes dos 40 anos (Younes, 20006).

Os sinais e sintomas do CP podem advir do crescimento local, do acometimento
de estruturas adjacentes, das metastases e de sindromes paraneopldsicas

(Zambon et al., 2006).

Quanto a localizagdo, os tumores podem ser centrais ou periféricos. Os centrais
sdo aqueles localizados em grandes bronquios e que podem ser visualizados pela
broncoscopia, manifestado por tosse, escarro hemoptdico e dispnéia. Em relacdo aos
tumores periféricos, quando sintomdticos, a dor tordcica € sua manifestacdo mais comun.
Em relacdo a extensdo tumoral para estruturas adjacentes as mais comuns sdo o derrame
pleural, disfagia, rouquiddo, compressdo da veia cava superior, paralisia diafragmadtica e

acometimento do corag¢do (Zambon et al., 2006).

Os sitios mais freqlientes de metastases sdo: sistema nervoso central, figado,
0ss0s, supra-renais e pulmdo contra-lateral. O principal sintoma decorrente do
comprometimento dsseo € a dor. As metdstases cerebrais sdo mais comuns nos
adenocarcinoma e apresentam extensa gama de manifestacdes neurologicas

(Younes, 2006; Zambon et al., 2006).

Introducao
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3- Etiologia

Cerca de 80% dos canceres estdo relacionados a fatores externos
(Hatagima, 2002), mas no CP, em 90% dos casos ha historia de exposicao direta ao tabaco,
tendo os fatores genéticos um papel importante no mecanismo de aparecimento desta
neoplasia, seja por alteragcdes de genes relacionados com a biometabolizacio de
carcindgenos ou genes relacionados com a diferenciacdo celular e supressdao de tumores. O
que parece claro, é que o aparecimento do CP se deve a multiplos fatores externos e
genéticos e que envolvem muitos genes, o que, em parte, pode explicar a dificuldade de
desenvolvimento de terapéuticas mais efetivas, quando se compara com outras neoplasias

(Zambon et al.,2006).

3.1- Fatores Externos

O tabaco contém muitos elementos com poder carcinogénicos, sendo o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, o antraceno e o benzopireno, os representantes

mais importantes na inducdo da carcinogénese.

O asbesto € outro agente etioldgico importante, tendo um papel de destaque na
potencializacdo do tabaco. Outros fatores relacionados sdo agentes quimicos como o

arsénico, berilio, cromo, raddnio, niquel, cidmio e cloreto de vinila (INCA, 2006).

3.2- Fatores Genéticos

A susceptibilidade individual ao cancer pode resultar em varios fatores
relacionados ao metabolismo de xenobidticos, reparo de DNA, expressdo de genes

supressores de tumores, protooncogenes e estado nutricional (Hatagima, 2002).
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O metabolismo € o principal mecanismo para manter a homeostasia durante a
exposi¢ao dos organismos a xenobidticos. O equilibrio das taxas de absor¢do e eliminagao
dos xenobidticos tem um papel importante na prevencdo de danos ao DNA, provocados por

carcindgenos quimicos (Hatagima, 2002).

Sendo assim, a habilidade em metabolizar e eliminar xenobidticos podem ser
considerados uma das primeiras linhas de defesa dos organismos. Variacdes no
metabolismo individual estdo relacionadas aos polimorfismos enzimaticos, envolvidos na
ativacdo e detoxificacdo de carcinégenos quimicos (Hatagima, 2002). Polimorfismos sdo
alteracdes na seqiiéncia do DNA que estdo presentes em pelo menos 1% da populagcdo
normal (sem doengas correlacionadas ao gene polimorfico). Estes polimorfismos
manifestam-se, na maioria das vezes, sob forma de trocas de nucleotideo simples na regido
codificadora do gene, em alguns de seus introns, ou ainda nas regides flanqueadoras do
gene, produzindo formas diferentes de uma mesma enzima, levando a variagdo na sua
cinética, ou seja, alteram a sua capacidade e/ou velocidade de ativar, ou inativar um

composto quimico (Pinto, 2007).

Os polimorfismos genéticos sdo considerados fatores internos de baixo risco,
pois a presenga dos polimorfismos por si s6 ndo € capaz de gerar cancer. A formacdo do
tumor depende da interagdo entre genes e ambiente. Os polimorfismos podem aumentar ou
diminuir a susceptibilidade de uma pessoa ao cancer, mas € a exposicdo ao fator de risco

ambiental que desencadeia o processo, segundo Hatagima (2005)"

O metabolismo xenobidtico possui dois tipos de enzimas: o metabolismo
oxidativo mediado ou de fase I, representadas pelo gene polimérfico CYP, e as enzimas
conjugadas ou de fase II, representadas pelos genes polimérficos GSTs. Muitos compostos
sdo convertidos a metabolitos altamente reativos pelas enzimas oxidativas da Fase I que
sdo, principalmente, enzimas da familia do citocromo P450 (CYP). Como exemplo, a
conversao do benzopireno em epdxido de benzopireno, através da introducdo de uma

molécula de oxigénio.

" http://www.saude.ribeiraopreto.sp.gov.br/ssaude/noticias/2005/0501/116indice.htm
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Em contraponto, as reacdes da fase II envolvem a conjugacdo com um substrato
endégeno (glutationa, sulfato, glicose, acetato) através das glutationas S-transferase
(GSTs), UDP- glucoroniltransferases e N-acetiltransferases (NATSs), que agem entdo como
enzimas inativadoras dos produtos da Fase I, tornando- os mais hidréfilos e passiveis de

excrecdo (Nebert, 1991; Persson et al., 1995).

Nas ultimas décadas, um grande nimero de estudos tem demonstrado, embora
nem todos os resultados estejam de acordo, que o polimorfismo genético de certas enzimas
ativadoras de carcindgenos, como o citocromo P450 (CYP) e as enzimas metabolizadoras
de carcinégenos, como a glutationa S-transferase (GSTs) podem modificar o risco para o
CP relacionado ao tabaco devido as mudangas na atividade enzimatica (Gonzalez, 1997;

Houlston, 1999; Bartsch et al., 2000; Larsen et al., 2006).

3.2.1-Gene polimorfico CYPIAI (fase I do metabolismo xenobidtico)

O citocromo humano P450 (CYP) se localiza no reticulo endoplasmaético e na

membrana mitocondrial (Buckpitt e Cruskshank, 1997).

A citocromo P-450 (CYP) € uma familia de enzimas que catalisa numerosas
reacgoes, incluindo o metabolismo de dcidos graxos, biotransformag¢dao xenobidtica, além da
sintese e metabolismo de substratos endégenos (Gonzalez, 1988; Juchau, 1990; Ryan e
Levin, 1990, Ioannides, 1996). As varias isoformas de CYP envolvidas com a
biotransformacao xenobidtica e metabolismo de drogas estdo agrupados nas subfamilias

CYP1, CYP2 e CYP3 (Oinonen e Lindros, 1998).

As principais isoformas envolvidas na ativagdo de carcindgenos ambientais sao
as CYPIA1 que ativam hidrocarbonetos policiclicos aromadticos, presentes na fumaga do

cigarro.

O gene CYPIAI estd localizado no cromossomo 15, banda 15q22-24. A
primeira variacdo detectada, chamada CYPIAImlI ou CYPIAI*2A, foi a transi¢do T para C,

na regido 3’ flanqueadora do gene CYPIAI, exon 7 (Fig. 1), criando um sitio de clivagem
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para a enzima Mspl (Bale et al, 1987; Spurr et al, 1987, Kawajiri et al., 1990). O gendtipo
variante no exon 7 estd associado com o aumento da indugdo e ativacdo da enzima
CYPI1A1 (Kawajiri et al., 1990; Crofts et al., 1994). A presenca da proteina variante
CYPIALI pode resultar no aumento da formacao de metabdlitos carcinogénicos devido a

hiper-atividade da enzima de fase I (Sreeja et al., 2005).

m4 m2 m3 m1i
C4887A A4889G T5639C T6235C
(Thr/Asn)ag1 (lle/Val)ss2

—_—

1000 2000 3000 4000 5000 so]oo
l | | | |

N N

Exon 1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6 Exon?7

Figura 1- Localizacdo atualmente conhecida das variagdes do gene CYPIAI em humanos.
Os numeros das variantes estdo em ordem cronolégica de descobrimento.
Variantes m1 e m3 ganham um novo sitio de clivagem Mspl, m2 tem um sitio
de clivagem para BsrDI e m4 pode ser detectada pela digestio com Bsal

(Cascorbi et al., 1996).

A variacdo homozigética no gene CYPIAI*2A foi observada por estar
representada em pacientes Japoneses com CP (Nakachi et al., 1991). Estudos em
Caucasianos nao confirmam este achado (Tefre et al., 1991; Hamada et al., 1995), talvez
devido a baixa freqiiéncia do gendtipo homozigoto variante (7,3%) (Drakoulis et al., 1994)

comparada com os 33,2% nos Japoneses (Nakachi et al., 1991).

O genétipo CYPIAI variante com GSTM1/T1 nulos estiveram associados com o
aumento do risco para CP (Hayashi et al., 1991). Este mesmo estudo de Hayashi relatou,
mais tarde, um aumento de 5,8 vezes do risco para o CP em individuos com CYPIAI
variante e GSTM I nulo (gendtipos combinados). Sobti et al, 2004, em um estudo no norte
da India, reportaram duas vezes mais o risco elevado para individuos com CP e genétipo

variante CYPIAI e GSTM | nulo.
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3.2.2- Genes polimoérficos GSTM 1, GSTT1 e GSTP1*B (fase II do metabolismo

xenobidtico)

GSTs sao proteinas diméricas codificadas por uma familia de genes distintos
com limitada homologia estrutural. Seis classes de genes codificadores destas proteinas
foram identificadas em humanos: alfa, mu, pi, sigma, theta e dmega (Mannervik et al.,

1985; Meyer et al., 1991).

O papel dos genes GSTM 1, GSTTI e GSTPI no CP, tem sido muito estudado,
principalmente se o polimorfismo altera a atividade de certos xenobidticos metabolizados
por enzimas ligadas a estes genes, aumentando a chance do aparecimento desta neoplasia,

mas os resultados sdo conflitantes na literatura conforme a recente revisao (Ye et al., 20006).

O gene GSTM1, da classe mu, compreende 5,9 Kb de DNA gen6mico, contém
oito exons e estd localizado no bragco curto do cromossomo 1, na regido 1pl3. Estd
envolvido na detoxificagdao dos carcinégenos relacionados ao tabaco, como os epoxidos e

os metabdlitos hidroxilados do benzopireno (Ketterer et al., 1992)

Individuo homozigoto nulo para GSTMI pode ter um aumento no risco de
desenvolver varios tipos de doencas neoplasicas, incluindo pulmao, célon, pele, mama e
estdbmago (Harada et al. 1987; Zhong et al., 1993; Hayes e Pulford, 1995; Raunio et al.,
1995; Ford et al., 2000; Johns e Houlton, 2000).

De acordo com Kihara et al. (1994), o desenvolvimento do CP depende do
habito tabdgico e do gendtipo nulo para GSTM 1, que € um dos fatores genéticos envolvidos

na resposta individual para o desenvolvimento do cancer.

Zhong et al. (1991) e Hirvonen et al. (1993), usando métodos para
genotipagem, mostraram que genotipos nulos foram significantemente mais comuns em

pacientes com CP do que em controles.

Diferentes grupos étnicos podem mostrar a presengca ou a auséncia do gene
GSTM1, os quais podem influenciar a eficiéncia e interpretacio dos estudos

epidemioldgicos (Lin e Kadlubar, 1994).
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Em trés estudos brasileiros a freqiiéncia da populacdo-controle para GSTM1
nulo foi 33%, 41,2% e 36,9% nos estudos de D’ Arce e Colus (2000), Cabral et al. (1999) e
Arruda et al.(2001), respectivamente. Nos estudos de Matsuzoe et al. (2001) ndo houve a
correlagdo entre o gendtipo GSTM I nulo em pacientes fumantes, com freqiiéncias de 51,3%

e 51,2% entre os fumantes habituais e ndo fumantes, respectivamente.

A elaboracdo de estudos para determinar a freqii€ncia deste gene em uma

populacdo € de grande importincia na orientagdo e prevencdo do cancer

(Kihara et al., 1994).

A dele¢do do polimorfismo similar a observada para o gene GSTM foi também

observada para o gene GSTT1 (Hayes e Pulford, 1995).

O gene GSTT1, da classe theta, compreende 7,6 Kb de DNA gendmico, contém
cinco exons e estd localizado no brago longo do cromossomo 22, na regido 22qll

(Webb et al., 1996).

Em humanos, o GSTT1 est4 envolvido na detoxificacdo de vdrias toxinas de
baixo peso molecular como os 6xidos etilenos e a butationa, os quais sdo constituintes do

tabaco (Guengerich et al., 1995; Norppa et al., 1995).

Uma revisdo feita por Hatagima (2002) observou uma expressao cromossomica
com maior significincia no GSTTI nulo em trabalhadores expostos ao 1,3 butationa. Em
fumantes com GSTTI nulo houve mais aberragdes cromossomicas do que a expressdao do

gene em ndo fumantes (El-Zein et al., 1997).

A prevaléncia de individuo GSTTI nulo mostrou uma ampla variagdo entre as
diferentes populacdes étnicas. Em Caucasianos a prevaléncia foi de 11 a 18%

(Rebbeck, 1997).

To Figueras et al. (1997) avaliaram uma possivel susceptibilidade para o CP e
acharam um leve aumento, mas ndo significante, no genétipo GSTT1 nulo (24%) quando

comparado com a populacdo em geral (19,2%) e com grupo de fumantes pesados (22,5%).
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No estudo Finlandés de Saarikoski et al. (1998) observaram uma prevaléncia do
GSTTI nulo na populacido-controle 13,3%. Esta freqiiéncia foi comparada e observada

previamente em outras populacdes Caucaséides (Rebbeck, 1997; Arruda et al., 2001).

O gene GSTPI foi mapeado em uma regido do cromossomo 11q13, no qual esta
localizado um grande nimero de genes associados ao cancer (Moscow et al., 1988; Board
et al, 1989). A transi¢do da adenina para guanina no exon 5, associado com a substitui¢ao
da isoleucina para valina, no cédon 105, leva a uma reducdo na atividade enzimatica

(Gresner et al.,2007)

A enzima GSTPI € codificada por um gene polimérfico GSTP1, que € o maior

metabolizador dos produtos do benzopireno (Nakajima et al.,1995; Fields et al., 1998).

A GSTPI € a isoforma mais abundante no pulmio. Os genodtipos na forma
variante tém uma menor atividade enzimdtica. Portanto, € possivel que a deficiéncia ou
reducdo desta atividade enzimadtica possibilite o aumento a susceptibilidade ao CP
(Coles et al., 2000 e Wenzlaff et al., 2005). Adutos € a formacdo de ligacdes covalentes
entre os carcindgenos e a molécula de DNA, mais especificamente com a base guanina.
Tais adutos podem levar a mutacdo em proto- oncogenes ou genes supressores tumorais e

iniciar o processo de carcinogénese (Toniolo et al., 1997).

Os adutos de DNA ocorrem mais freqiientemente em individuos com GSTPI
Val do que em individuos Ile (Ryberg et al., 1997), em relacdo a alguns outros epdxidos
diol na fumaga do tabaco, incluindo o 5- metilcrisene e benzo© fenantrene (Hu et al., 1997;

Coles et al., 2000).

A freqii€ncia genotipica do polimorfismo GSTPI no grupo-controle em um
estudo feito em Taiwan em cancer de esdfago foi 63%, 35% e 2% para os genétipos Ile/lle;
lle/Val e Val/Val, respectivamente (Lee et al., 2000), semelhantes as observadas por outros

autores. (Morita et al., 1998 e Watson et al., 1998).

Examinando a associacdo entre GSTP! polimérfico e o CP, ndo foi
demonstrada associacdo estatisticamente significante nos estudos de Miller et al.(2002) em
uma populacdo Americana. A freqii€ncia da populacido-controle foi de 44%, 46% e 10%

para os genotipos lle/lle, Ile/Val e Val/Val, respectivamente.
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Rossini et al. (2002) estudaram as freqii€ncias dos genes polimérficos
GSTP1 em uma populagdo Brasileira sauddvel, encontrando os seguintes dados:
49,7% (Ile/lle- homozigoto), 38,1% (lle/Val heterozigoto) e 12,2% (Val/ Val

homozigoto variante).

No estudo de Ryberg et al. em 1997, individuos com gendétipo variante Val/Val
tiveram um maior risco de desenvolvimento do CP do que individuos com o genétipo

lle/lle..

A presenga dos gen6tipos GSTM I nulo e GSTP1 variante levam a uma redugdo
enzimadtica na fase II, havendo portanto, um acimulo de carcinégenos e ao aparecimento de

adutos de DNA em pessoas com esses gendtipos (Casarett et al.,1996).

Ambos os genes GSTM1 e GSTPI podem catalisar a detoxificacio do HPAs
(hidrocarbonetos policiclicos aromadticos) in vitro, contudo eles podem ser diferentemente
expressos em diferentes tecidos (Antila et al., 1993; Awasthi et al., 1994; Hayes e Pulford,
1995). A expressao do GSTM1 € elevada no figado, mas a nivel pulmonar € baixa. O oposto

achado no padrao para o gene GSTP]I.

O intuito deste estudo € avaliar a possibilidade de selecionar grupos na
populacdo com maior risco de desenvolver CP através do estudo de genes envolvidos na

metabolizacdo de xenobidticos contidos no tabaco.
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mm OBJETIVOS



1- Objetivo geral

Estudar a freqiiéncia dos gendtipos dos genes CYPIAI*2A, GSTM1, GSTTI e
GSTPI*B nos pacientes com CP e controles, visando a criagdo de um banco de dados para

comparar com outros estudos.

2- Objetivos especificos

e Verificar se os polimorfismos génicos isolados e combinados determinam

uma pré-disposi¢ao ao CP.

e Verificar se os polimorfismos génicos apresentam correlacio com a idade,

género, etnia, tabagismo, histologia e estadio da doenca.

Objetivos
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CAS QiSTICA E
METODO



O comité de ética da Universidade Estadual de Campinas aprovou este estudo e

todos os pacientes assinaram o termo de consentimento.

Foram incluidos neste estudo, sob o numero do protocolo n° 620/2004, 168
pacientes com CP ndo pequenas células (CPNPC) e 32 pacientes com CP pequenas células
(CPPC), no periodo de fevereiro de 2004 a janeiro de 2007. Foram coletadas amostras de
sangue periférico dos pacientes do ambulatorio e enfermaria de Pneumologia e Cirurgia
Toracica (Servico de Oncopneumologia) da Faculdade de Ciéncias Médicas/ HC/
(UNICAMP). Os critérios de inclusdo foram: ter mais de 50 anos, estar de acordo com o
estudo proposto, assinar o termo de consentimento ¢ ndo ter antecedentes de CP na familia.
Foram excluidos da casuistica os pacientes que apresentaram antecedentes com CP na

familia, com mais de 85 anos e aqueles que ndo aceitaram participar do estudo proposto.

O grupo-controle foi formado por 264 doadores de sangue, sem antecedente
familiar com CP e foram obtidos no Hemocentro da UNICAMP e no Hospital Estadual de

Sumaré.

1- Avaliacao Clinica

Os dados relativos a identificagdo como idade, género, etnia e tabagismo foram
obtidos através de uma entrevista realizada pela pesquisadora sob supervisao do orientador,
ap6s o paciente ter recebido orientagdes sobre a pesquisa e assinado o termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexos V e VI). Os dados em relag@o a etnia do grupo
dos pacientes com CP, foram obtidos diretamente com o paciente e questionada até a
segunda geracdo. Os exames laboratoriais necessarios ao diagnostico, a determinagdo do
tipo histologico e estadio do tumor foram obtidos dos prontudrios de cada paciente de

forma prospectiva.

O diagnostico do CP foi realizado em biopsia ou cortes histoldgicos de
fragmentos do tumor incluidos em parafina e corados com hematoxilina- eosina, bem como
algum exame mais especifico como a imunohistoquimica para auxiliar no diagnostico. A
classificagdao histologica foi realizada segundo a classificacdo de Franklin (2000), e o
estadiamento anatdémico foi realizado pelo sistema TMN proposto por Mountain (1997),

vide anexo VII.
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2- Analise molecular dos genes CYPIA1%2A, GSTM1, GSTTI e GSTPI1*B
2.1- Extra¢do do DNA a partir dos leucdcitos

O sangue periférico dos 200 pacientes com CPNPC e CPPC e 264-controle
foram coletados em tubos contendo EDTA. O DNA foi extraido dos linfocitos pela digestao
com proteinase K (Miller et al., 1998) e precipitagdo com cloreto de litio. Foi usado
também um kit para extragdo de DNA da marca Gentra Systems (Puregene DNA

Purification System).

2.2- Identificacdo dos polimorfismos do gene CYPIAI*2A

A PCR para o gene CYPIAI*2A foi realizada com 10mM de Tris-HCI, pH 8,4,
1,5mM de MgCl,, 0,2mM de cada nucleotideo trifosfato, 10pmol de cada “primer”
(observar desenho dos “primers” no Quadro 1), 2ul de DNA genomico e 1,5U Taq
Polimerase para um volume final de 50ul. A reagdo envolveu um passo inicial de
desnaturagdo a 94°C (5min), 35 ciclos a 94°C(0,5min), 63°C (I1min), 72°C (Imin) e 10

minutos de extensdo a 72°C. O tamanho do fragmento foi de 899pb.

A presenca ou auséncia do polimorfismo CYPIAI*2A foi avaliada por meio da
digestdo enzimatica dos fragmentos amplificados. Esta foi realizada com a utilizagcdo de
uma mistura de 6,25ul do produto da PCR que foi digerido com 25 unidades da enzima
Msp I (New England Biolabs) a 37° C overnight para a analise do polimorfismo
CYPIAI%2A (Cascorbi et al., 1996). Os fragmentos foram avaliados em gel de agarose 3%,
corados com brometo de etideo. O fragmento para o alelo selvagem *2A foi de 899 pb, o
heterozigoto apresentou fragmentos de 899pb, 693pb e 206pb, e homozigoto variante de
692pb e 206pb (Figura 2).

As freqiiéncias do polimorfismo CYPIAI*2A foram avaliadas em pacientes e
controles. Foram também analisados em pacientes estratificados de acordo com a idade
(< 64 anos e > 64 anos), género (masculino, feminino), a etnia (Caucasodides,
Afro-Brasileiros), tipo histologico (CPNPC e CPPC), tabagismo (fumantes, ndo fumantes),

anos/mago (< 40 anos/maco ou > 40 anos/mago) e estadiamento (I+1I e II[+1V),
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2.3- Identificagdo dos polimorfismos do gene GSTM1I e GSTT 1.

O método multiplex PCR (Chen et al., 1996; Hirvonen et al., 1996) foi usado
para detectar a presenca ou a auséncia dos genes GSTM1 e GSTTI. Este método exige
“primers” GST especifico na mesma mistura de amplificag@o e inclui um terceiro iniciador
para a - globina (Saiki et al., 1988), que ¢ amplificado na mesma reacdo e serve de

controle da amostra de DNA (observar desenho dos “primers” no Quadro 1).

O multiplex- PCR foi realizado com a utilizagdo de uma mistura de 10mM de
Tris- HCI, pH 8,4, 2,0mM de MgCl,, 50mM de KCI, 0,2 mM de cada nucleotideo
trifosfato, 2ul de DNA de cada individuo e 25pmol de cada “primer”. A reacdo
compreendeu 35 ciclos de incubagdo a 95°C(1min), 62°C(1min) e a 72°C (1min), com
extensdo final de 72°C por 10 minutos. Fragmentos de 273pb, 480pb e 630pb foram
obtidos com a amplificacdo das regides especificadas para os genes GSTMI, GSTTI e
[~ globina, respectivamente. A presenca ou a delecdo homozigotica dos genes GSTM1 e
GSTTI foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Os genotipos foram
avaliados apenas quando foi identificada uma banda correspondente a amplificacao do

fragmento do gene da /- globina (Figura 3).

Os pacientes e controles foram distribuidos de acordo com os polimorfismos
dos genes GSTM1 e GSTTI. Os polimorfismos dos genes GSTMI e GSTT1 foram também
analisados em pacientes estratificados de acordo com a idade (< 64 anos ¢ > 64 anos),
género (masculino, feminino), a etnia (Caucasoides, Afro-Brasileiro), tipo histologico
(CPNPC e CPPC), tabagismo (fumantes, ndo fumantes), anos/maco (< 40 anos/mago ou >

40 anos/maco) e estadiamento (I+II e [II+IV).

2.4- Identificacdo do polimorfismo do gene GSTPI*B.

A analise do alelo GSTP1*B foi realizada utilizando 10pmol de cada “primer”
(observar o desenho dos “primers” no Quadro 1), 10mM de Tris-HCL, pH 8,4, 1,5mM de
MgCl,, 50mM de KCI, 0,2 mM de cada nucleotideo trifosfato, 2ul de DNA gendmico de
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cada individuo e 1,5 unidades de Taq Polimerase ( Invitrogen Life Technologies) A reacao
compreendeu 30 ciclos de incubagdao a 94°C (30 segundos), 55°C (segundos) e 72°C
(30 segundos), com extensdo a 72°C por 10 minutos. Resultando em um fragmento de

176pb (Harries et al., 1997).

O produto da PCR foi digerido com cinco unidades da enzima de restri¢do
Alw261 (New England Biolabs- Beverly MA) a 55°C por uma hora. A digestao foi

observada na eletroforese em gel de agarose 3,5%, corado com brometo de etideo.

O genotipo homozigoto permaneceu ndo digerido com um fragmento de 176pb,
o heterozigoto (Ile/Val) teve fragmentos de 176, 91 e 85pb, e para o homozigoto variante

(Val/Val) obtivemos fragmentos de 91 e 85pb (Figura 4).

As freqiiéncias do polimorfismo GSTPI*B foram avaliadas em pacientes e
controles. Foram também analisados em pacientes estratificados de acordo com a idade
(< 64 anos e > 64 anos), género (masculino, feminino), a etnia (Caucasoide,
Afro-Brasileiros), tipo histologico (CPNPC e CPPC), tabagismo (sim, ndo), anos/mago

(< 40 anos/macgo ou > 40 anos/mago) e estadiamento (I+II e III+IV).
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Quadro 1- Seqiiéncia dos “primers” utilizados ( Imprint Genetics Corp), tamanho do

fragmento amplificado e temperatura de anelamento utilizados para o

rastreamento dos genes CYPIAI*2A, GSTM1, GSTTI e GSTPI*B.

Gene/ Exon SEQUENCIA Fragmento T.A
Amplificado (°C)

CYPIAI*2A PU7 | 5°-GGC TGA GCA ATC TGA CCC TA-3’ 899pb 63
CYPIAI*2A PD7 5’-TGA GAG TCT TGT CTC ATG CCT-3’
GSTMIPU4¢e5 5’-CTG CCC TAC TTG ATT GAT GGG-3’ 273pb 60
GSTMIPD4e5 5’-CTG GAT TGT AGC AGA TCA TGC-3’
GSTTI PU 4** 5’-TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC-3’ 480pb 60
GSTTI PD 4** 5’-TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-3’
B-globina PU3Yq| 5’-ATA CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC-3° 630pb 60
B-globina PD3¢q 5’-GTS TTT TCC CAA GGT TTG AAC TAG CTC-3’
GSTPI PUS 5’-ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA-3° 176pb 55
GSTPI PD5 5’-TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT-3’

PU: “Primer Sense”; PD: “ Primer anti-sense”; T.A: temperatura de anelamento; **intron 4 do gene GSTT1I;

introns 2 e 3 do gene da globina beta.

3- Aspectos Eticos

O estudo molecular foi realizado em amostras de sangue periférico, obtidas por
ocasido da puncao venosa realizada para a coleta de exames necessarios ao diagndstico ou

acompanhamento clinico dos pacientes, e de uma unica pung¢do venosa em controles.

Os procedimentos foram realizados apos a obtencdo das cartas de

consentimento pos informagao, assinadas por pacientes e controles que aceitaram participar
do estudo (Anexos V e VI), e ap6s aprovacdo do Comité de ética da Faculdade de Ciéncias

Médicas da UNICAMP (processo n°. 620/2004).
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4- Analise Estatistica

Os dados foram avaliados através de média, desvio padrio, freqiiéncias

absolutas (n) e relativas (%).

A associacdo entre os genes, variaveis de controle e dependentes, foram
avaliadas através do teste de Qui-quadrado ou Teste de Fisher, adotando como nivel de

significancia p< 0,05.

As determinagdes dos riscos de ocorréncia do CP, a que os pacientes e controles
foram submetidos, foram obtidas por meio das razdes das chances (ORs) e foram

calculadas considerando um intervalo de confianga de 95%.

A OR e as OR ajustadas pelas variaveis de controle, foram obtidas através da

regressao logistica simples e multipla respectivamente.

O teste de verificagdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg (Beiguelman, 1995) foi
realizado com o intuito de verificar se houve distribuicdo preferencial de algum dos
gendtipos avaliados do gene CYPIAI*2A e GSTPI*B no grupo de pacientes e controles

utilizados no estudo.

O software utilizado foi SAS System for Windows (Statistical Analysis

System), versdo 8.2.

Casuistica e Método
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RESULTADOS



1-Aspectos Clinicos

As caracteristicas clinicas dos 200 pacientes com CP e dos 264 casos-controle,

estdo apresentadas nos anexos I e II.

A tabela 1 correlaciona os pacientes com CP e casos-controle com a idade,
género, etnia ¢ tabagismo. Os pacientes apresentaram idade entre 39 e 85
(média £ DP: 63,9 + 9,7 anos; mediana 64 anos). Nos controles, a idade foi de 50 a 79 anos
(média £ DP: 55,4 £ 5,7; mediana 54 anos). Houve um predominio do CP no género
masculino (72% versus 28%), também observado no grupo-controle, com 60% dos casos.
Em relagdo a etnia, 79% dos casos com CP foram considerados Caucasdides, enquanto no
grupo-controle, esta porcentagem foi de 81,4%. O habito tabagico esteve presente em

89,5% dos casos com CP e em 32,6% dos casos- controles.

Tabela 1- Distribuicdo dos 200 CP e 264 controles de acordo com idade, género, etnia e

tabagismo.
Variaveis n° CP (%) n° controles (%) Valor P
< 64 anos 100 (50,0) 250 (94,7) <0,0001
Idade
> 64 anos 100 (50,0) 14 (5,3)
Masculino 144 (72,0) 160 (60,6) 0,0106
Género
Feminino 56 (28,0) 104 (39,4)
Caucasoides 158 (79,0) 215 (81,4) 0,5122
Etnia
Afro-Brasileiros 42 (21,0) 49 (18,6)
Sim 179 (89,5) 86 (32,6) <0,0001
Tabagismo
Nao 21 (10,5) 178 (67,4)

A distribuicdo dos 200 pacientes com CP, de acordo com o estadiamento,
histologia e anos/mago esta representada na tabela 2. Os resultados mostram que 66% dos
pacientes estavam no estadio mais avangado da doenga (III+IV) e a grande maioria (84%)
eram CPNPC (epidermoide, adenocarcinoma e grandes células). Em relagdo a intensidade

do tabagismo, 116 (64.8%) dos casos, consumiram mais de 40 anos/maco.
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Tabela 2- Distribuicao de 200 pacientes com CP de acordo com o estadiamento, histologia

€ anos/mago.

Variaveis n (%)
[+11 68 (34,0)
Estadiamento

1 +1v 132 (66,0)
CPNPC 168 (84,0)

Histologia
CPPC 32 (16,0)
<40 anos/mago 63 (35,2)

Anos/Maco
> 40 anos/mago 116 (64,8)

CPNPC: carcinoma pulmonar ndo pequenas células; CPPC: carcinoma pulmonar pequenas células

2- Analise molecular do gene CYPIAI*2A
2.1- Polimorfismos génicos em CP e controles

As distribuicdes individualizadas, segundo a genotipagem do gene CYPIAI*2A

dos 200 pacientes com CP e 264 controles, estao apresentadas nos anexos Il e I'V.

As amostras de CP e controles, avaliadas para o gene CYPIAI*2A, estdo em

equilibrio de Hardy-Weinberg (xz =0,148, P=0,76 ¢ xz = 1,124, P= 0,79, respectivamente).

As freqiiéncias do polimorfismo CYPIAI*2A em CP e controles, estdo

representadas na tabela 3, bem como a combinag¢ao de CYPIAI*2A com GSTs.

Resultados
62



Tabela 3- Freqiiéncias dos polimorfismos CYPIAI*2A e GSTs em CP e controles isolados

e combinados.

Gendtipos Pacientes Controles OR* Valor de P
n (%) n (%) (IC 95%)
CYPIAI*2A
cC 11 (5,9 9 (34 1,39 (0,40-4,84) 0,69
TC 76 (38,0) 94 (35,6) 1,17 (0,70-1,98) 0,99
CC+TC 87 (43,5 103 (39,0) 0,84 (0,51-1,39) 0,49
TT 113 (56,5) 161 (61,0) 1,00  (referéncia)
TC+TT 189 (94,5) 255 (96,9) 1,31  (0,38-4,46) 0,67
CcC 11 (5,5 9 (G4 1,00 (referéncia)
GSTs
M1 Nulo 91 (45,5) 127 (48,1) 0,69 (0,42-1,13) 0,14
M1 Presente 109 (54.5) 137 (51,9) 1,00  (referéncia)
T1 Nulo 27 (13,5) 34 (12,9) 1,26  (0,61-2,61) 0,54
T1 Presente 173 (86,5) 230 (87,1) 1,00 (referéncia)
M1/T1 Nulo 12 (6,0) 13 (4,9 0,79  (0,27-2,30) 0,83
M1/T1 Presente 94 (47,0) 116 (43.9) 1,00  (referéncia)
CYPIAI*2A + GSTs
CC e M1 nulo 3 (L5 3 (L,7) 0,56  (0,07-4,32) 0,61
TC e M1 nulo 38 (19,0) 46 (174) 0,91 (0,44-1,92) 0,74
CC+TC e M1 nulo 41 (20,5) 49 (18,6) 0,71 (0,37-1,35) 0,22
TT + TC e M1 nulo 88 (44,0) 124 (46,9) 0,70  (0,43-1,38) 0,38
TT e M1 presente 63 (31,5) 83 (314 1,00  (referéncia)
CCe Tl nulo 0 1 (04) 0
TC e T1 nulo 9 4)5) 8 (3,0 2,47  (0,66-9,27) 0,98
CC+TCe Tl nulo 9 4)5) 9 (34 1,00 (0,42-2,41) 0,48
TT + TC e T1 nulo 27 (13.5) 33 (12,5) 1,31 (0,61-2,83) 0,49
TT e T1 presente 95 (47,5) 136 (51,5) 1,00  (referéncia)
CC e MI/T1 nulo 0 0 0
TC e M1/T1 nulo 3 (L,5) 3 (L1 2,81 (0,33-23,71) 0,34
CC+ TC e M1/T1 nulo 3 (1,05 3 (L1 1,24 (0,58-2,65) 0,73
TT +TC e M1/T1 nulo 12 (6,0) 13 (4,9 0,83  (0,28-2,46) 0,73
TT e M1/T1 presente 54 (27,0) 68 (25,8) 1,00 (referéncia)

n: numero de casos; OR: risco de ocorréncia; IC: intervalo de confianga; * resultado obtido pelo
ajuste do modelo logistico politdmico corrigido pela idade, género, etnia e fumo. TT: selvagem; TC:

heterozigoto; CC: variante
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Nao foram observadas diferengas significativas entre as freqliéncias do
polimorfismo na forma isolada ou combinada.
O polimorfismo do gene CYPIAI*2A de alguns pacientes com CP incluidos no

estudo estdo apresentados na Figura 2.

Figura 2-Anélise do PCR —RFLP para o gene CYPIAI*2A. Gel de agarose 3% corado
com brometo de etideo. A primeira coluna representa o marcador de tamanho
do DNA 100pb. Individuos com o genotipo selvagem (899pb) estdo
representados nas colunas 3 e 8. Individuos com o genétipo heterozigoto
(899, 693 e 206pb) estao apresentados nas colunas 4, 5, 6 ¢ 7. Individuos com

o genotipo homozigoto variante (693 e 206pb) esta apresentada na coluna 2.

2.2-Aspectos clinicos X gendtipos

Na tabela 4 estdo representadas as andlises das freqiiéncias dos genes
CYPIAI*2A e GSTMI (isolados) em pacientes com CP. Em relacdo a etnia, encontra-se
uma freqiiéncia maior do gendtipo TT do gene CYPIAI*2A em pacientes Caucasodides do
que em Afro-Brasileiros (62,0% versus 35,7%) P= 0,004. Ao comparar pacientes
Caucasoides com controles Caucasoides, foram encontradas as mesmas porcentagens
(62,0% versus 62,8%). Em relagdo aos outros dados clinicos ndo se encontrou nenhuma

correlacdo significante.
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Tabela 4- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes CYPIAI*2A e GSTM1 (isolados) em

pacientes com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas:

CYPIATI*2A GSTM1
Variaveis N° TT TC CcC Presente  Nulo
n (%) n(%) n(%) ValorP n (%) n(%) Valor P

Idade

< 64 anos 100 56 (56,0) 39(39,0) 5(5,0) 0,9266 56 (56,0) 44 (44,0) 0,6701*

2 64 anos 100 57 (57,0) 37(37,0) 6(6,0) 53 (53,0) 47 (47,0)
Género

Masculino 144 84 (58,3) 51(354) 9(6,3) 0,4792 78(54,2) 66 (45,8) 0,8793*

Feminino 56 29 (51,8) 25(44,6) 2(3,6) 31 (55,4) 25 (44,6)
Etnia

Caucasoides 158 98 (62,0)f 54 (34,2) 6(3,8) 0,0042 84 (53,2) 74 (46,8) 0,4620*

Afro-Brasileira 42 15(35,7) 22(52,4) 5(11,9) 25(59,5) 17 (40,5)
Histologia

CPNPC 168 98(58,3) 61(36,3) 9(5.4) 0,4988 91 (54,2) 77 (45,8) 0,8283*

CPPC 32 15(46,9) 15(46,9) 2(6,3) 18 (56,3) 14 (43,8)
Estadiamento

[+1I 68 39(57,4) 28(41,2) 1(1,5 0,1956 34 (50,0) 34 (50,0) 0,3590*

I +1v 132 74 (56,1) 48 (36,4) 10(7,6) 75 (56,8) 57 (43,2)
Tabagismo

Sim 179 101 (56,4) 68 (38,0) 10 (5,6) 0,9245 97 (53,6) 84 (46,4) 0,4257*

Nao 21 10(47,6) 10(47,6) 14,7 13(61,9) 8(38,1)
Anos/Macgo**

<40 63 32(50,8) 25(39,7) 6(9,5 0,1794 32 (50,8) 31(49,2) 0,5748*

>40 116 70(60,3) 42(36,2) 4(3.4) 64 (55,2) 52 (44,8)

N°: nimero de casos; *Qui-quadrado; CPNPC: carcinoma de pulmdo ndo pequenas células, CPPC:

carcinoma de pulmio pequenas células; T genotipo TT do gene CYPIAI*2A, maior freqiiéncia em pacientes

Caucasoides; TT: homozigoto; TC: heterozigoto; CC: variante; ** 21 pacientes nunca fumaram;
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A tabela 5 mostra a freqii€ncia dos polimorfismos dos genes CYPIAI*2A e
GSTM1 em pacientes com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas. Quanto a etnia, a
combina¢do do gendtipo TC/CC do gene CYPIAI*2A com GSTMI presente, foi mais
freqliente em Afro-Brasileiros (40,5%) quando comparados aos pacientes Caucasoides
(18,4%), tendo um valor de P=0,01. Ao comparar pacientes Afro-Brasileiros com controles
Afro-Brasileiros, observou-se uma diferenca (40,5% versus 26,5%), mas sem significancia
estatistica P= 1,36. Em relacdo a histologia, esta combinagdo dos genotipos, foi mais
freqliente nos CPPC com 40,6%, quando comparados a 19,7% dos CPNPC apresentando
um valor de P= 0,02. Ao comparar CPPC com controles (40,5% versus 20,5%), ndo

observou-se significancia estatistica (OR=1,455, IC 95% 0,709- 2,98, P=0,3788).
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Tabela 5- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes CYPIAI*2A e GSTM1 em pacientes

com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas:

Polimorfismo CYPIAI%*2A e GSTM1

Variaveis N° TTePres TC/CCeNulo TTeNulo TC/CC ePres
n (%) N (%) n (%) n (%) Valor P
Idade
< 64 anos 100 32(32,0) 20 (20,0) 24 (24,0) 24 (24,0) 0,97
Z 64 anos 100 31 (31,0) 21 (21,0) 26 (26,0) 22 (22,0)
Género
Masculino 144 48(33,3) 30 (20,8) 36 (25,0) 30 (20,9) 0,65
Feminino 56  15(26,8) 11 (19,6) 14 (25,0) 16 (28,6)
Etnia
Caucasoides 158 55 (34,8) 31 (19,6) 43 (27,2) 29 (18,4) 0,01
Afro-Brasileiros 42 8 (19,0) 10 (23,8) 7 (16,7) 17 (40,5)1
Histologia
CPNPC 168 58 (34,5) 40 (23,8) 7 (22,0) 33 (19,7) 0,02
CPPC 32 5(15,6) 4 (12,5) 12 (37,5) 13 (40,6)§
Estadiamento
[+1I 68  21(30,9) 16 (23,5) 18 (26,5) 13 (19,1) 0,74
mr+1v 132 42 (31,8) 25(18,9) 32 (24,2) 33 (25,0)
Tabagismo
Sim 179 57 (3198) 38 (21,2) 44 (24,6) 40 (22,4) 0,82
Nao 21 7 (33,3) 3(14,3) 5(23,8) 6 (28,6)
Anos/Maco**
<40 63 14(22)2) 13 (20,6) 18 (28,6) 18 (28,6) 0,20
>40 116 42 (36,2) 24 (20,7) 28 (24,1) 22 (19,0)

N°: nimero de casos; CPNPC: carcinoma de pulmdo ndo pequenas células; CPPC: carcinoma de pulmédo
pequenas células; fgenotipo TC/CC do gene CYPIAI*2A e GSTMI presente, apresentou uma maior
freqiiéncia em Afro-Brasileiros; § gendtipo TC/CC do gene CYPIAI*2A e GSTMI presente, apresentou
uma maior freqiiéncia no tipo histologico CPPC; TT: selvagem; TC: heterozigose; CC: variante; ** 21

pacientes nunca fumaram
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A tabela 6 mostra as freqiiéncias dos polimorfismos dos genes CYPIAI*2A e
GSTTI(isolados) em pacientes com CP, distribuidos pelas varidveis clinicas. Na andalise da
tabela ndo foi observada nenhuma diferenca significativa entre as freqiiéncias isoladas dos
genes com as varidveis clinicas analisadas, com exce¢do da etnia onde houve um
predominio dos pacientes Caucasodides (P= 0,004) e também aos anos/maco, observou-se a

correlagao com o geno6tipo GSTT1 nulo (P=0,01).
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Tabela 6- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes CYPIAI*2A e GSTTI (isolados) em

pacientes com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas:

CYPIATI*2* GSTT1
Variaveis N TT TC CC Presente  Nulo
n (%) n(%) n(%) ValorP n (%) n (%) Valor P
Idade
< 64 anos 100 56 (56,0) 39 (39,0) 5(5,0) 0,9266 85(85,0) 15 (15,0) 0,5348*
> 64 anos 100 57 (57,0) 37 (37,0) 6 (6,0) 88 (88,0) 12(12,0)
Género
Masculino 144 84 (58,3) 51(35,4) 9(6,3) 0,4792 123 (85,4) 21 (14,6) 0,4722*
Feminino 56 29(51,8) 25(44,6) 2(3,6) 50(86,3) 6(10,7)
Etnia
Caucasoides 158 98 (62,0)1 54 (34,2) 6 (3,8) 0,0042 136 (86,1) 22 (13,9) 0,7336*
Afro-Brasileiros 42 15(35,7) 22(52,4)5(11,9) 37(88,1) 5(11,9)
Histologia
CPNPC 168 98 (58,3) 61 (36,3) 9 (5,4) 0,4988 148 (88,1) 20(11,9) 0,1304*
CPPC 32 15(46,9) 15(46,9) 2(6,3) 25(78,1)  7(21,9)
Estadiamento
I[+11 68 39(57,4) 28(41,2) 1(1,5) 0,1956 62(91,2) 6(8,8) 0,1648*
I+ 1V 132 74 (56,1) 48 (36,4) 10 (7.6) 111 (84,1) 21(15,9)
Tabagismo
Sim 179 101 (56,4) 68 (38,0) 10 (5,6) 0,9245 152 (85,0) 27 (15,0) 0,0821
Nao 21 10(47,6) 10(47,6) 1 (4,7) 21 (100,0) 0
Anos/Maco**
<40 63 32(50,8) 25(39,7) 6(9,5) 0,1784 59 (93,7) 4(6,3) 0,0164
>40 116 70 (60,3) 42 (36,2) 4 (3,4) 93 (80,2) 23(19,8)§

N°: nimero de casos; *Qui-quadrado; CPNPC: carcinoma de pulméo ndo pequenas células; CPPC: carcinoma

de pulmio pequenas células; T genotipo TT do gene CYPIAI*2A, maior freqiiéncia em pacientes

Caucasodides; § GSTT1 nulo, maior freqiiéncia em >40 anos/mago; TT: selvagem; TC: heterozigoto; CC:

variante; ** 21 pacientes nunca fumaram.
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A tabela 7 mostra as freqiiéncias de forma combinada dos polimorfismos dos

genes CYPIAI*2A e GSTTI em pacientes com CP, distribuidos pelas varidveis clinicas.

Novamente em relagdo a etnia, as combinagdes dos genotipos TC/CC do gene
CYPIAI*2A com GSTTI presente, foram mais freqlientes em Afro-Brasileiros (54,8%) do
que em pacientes Caucasoides (34,8%), valor de P=0,009. Ao comparar as freqii€ncias das
combinagdes acima citada com controles Afro-Brasileiros (54,8% vs 47,0%), foram

observadas as mesmas freqiiéncias.
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Tabela 7- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes CYPIAI*2A e GSTTI em pacientes

com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas:

Polimorfismo CYPIAI%2A e GSTTI

Variaveis N° TTePres TC/CCeNulo TTeNulo TC/CC ePres
n (%) n (%) n (%) n (%) Valor P
Idade
< 64 anos 100 47 (47,0) 6 (6,0) 9(9,0) 38 (38,0) 0,84
2 64 anos 100 48 (48,0) 33,0 9(9,0) 40 (40,0)
Género
Masculino 144  51(354) 12 (8,3) 9(6,3) 72 (50,0) 0,68
Feminino 56  25(44,6) 4(7,2) 2 (3,6) 25 (44,6)
Etnia
Caucasoides 158  81(51.,3) 53.2) 17 (10,8) 55 (34,8) 0,009
Afro-Brasileiros 42 14 (33,3) 4(9,5) 1(2,4) 23 (54,8)1
Histologia
CPNPC 168 84 (50,0) 6 (3,6) 14 (8,3) 64 (38,1) 0,19
CPPC 32 11(344) 3(9,4) 4 (12,5) 14 (43,8)
Estadiamento
[+11 68  36(52,9) 3(4.4) 3(4.4) 26 (38,2) 0,38
nr+1v 132 59 (44,7) 6 (4,5) 15(11,4) 52 (39,4)
Tabagismo
Sim 179 84 (46.9) 9(5,0) 18 (10,0) 68 (37.,9) 0,48
Nao 21 11(52,3) 0 0 10(47,6)
Anos/Macgo**
<40 63  31(49,2) 3(4,8) 1(1,6) 28 (44,4) 0,02
>40 116 53 (45,7) 6(5,2) 17 (14,7)§ 40 (34,5)

*Qui-quadrado; CPNPC: carcinoma de pulmdo ndo pequenas células; CPPC: carcinoma de pulmao
pequenas células; 1 genodtipo TC/CC do gene CYPIAI*2A e GSTTI presente, maior freqiiéncia em Afro-
Brasileiros; § gendtipo CYPIAI*2A Selv e GSTTI nulo, maior freqiiéncia em >40 anos/mago; TT:

selvagem; TC: heterozigoto; CC: variante; ** 21 pacientes nunca fumaram
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A freqiiéncia da combinagdo do genétipo TT do gene CYPIAI*2A e GSTTI
nulo, foi maior no grupo dos fumantes de > 40 anos/mago (14,7% versus 1,6%) com valor
de P=0,02. Os dados anos/maco ndo foram obtidos para os controles. Em relagdo a outras

variaveis nao foram observadas diferencas significativas.

A tabela 8 mostra as freqiiéncias dos polimorfismos dos genes CYPIAI*2A e
GSTM1/TI (isolados) em pacientes com CP, estratificados segundo os aspectos clinicos. Os
resultados apresentados na tabela mostram que ndo foram observadas diferencas
significativas entre as freqliéncias isoladas dos genes CYPIAI*2A e GSTMI/T]1 em

pacientes com CP.
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Tabela 8- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes CYPIAI*2A e GSTM1/TI (isolados)

em pacientes com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas:

CYPIAI*2A GSTM1/TI

Variaveis N° TT TC CC Presente Um Nulo Nulos

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

Idade
< 64 anos 100 56 (56,0) 39 (39,0) 5(5,0) 0,9266 48 (48,0) 45 (45,0) 7(7,0) 0,7611*
= 64 anos 100 57 (57,0) 37 (37,0) 6 (6,0) 46 (46,0) 49 (49,0) 5(5,0)
Género
Masculino 144 84 (58,3) 51 (35,4) 9(6,3) 0,4792 68 (47,2) 65 (45,1) 11 (7,6) 0,3010
Feminino 56 29 (51,8) 25 (44,6) 2 (3,6) 26 (46,4)29 (51,8) 1(1,8)
Etnia
Caucasoides 15898 (62,0)1 54 (34,2) 6 (3,8) 0,0042 73 (46,2) 74 (46,8) 11 (7,0) 0,6974
Afro-Brasileiros 42 15 (35,7) 22 (52,4)5 (11,9) 21 (50,0) 20 (47,6) 1(2,4)
Histologia
CPNPC 168 98 (58,3) 61(36,3) 9 (5,4) 0,4988 80 (47,6) 79 (47,0) 9(5,4) 0,6320
CPPC 32 15(46,9) 15 (46,9) 2 (6,3) 14 (43,8) 15 (46,9) 3 (9.4)
Estadiamento
I+11 68 39 (57,4) 28 (41,2) 1(1,5) 0,1956 32 (47,1)32 (47,1) 4(5,9) 1,0000
ar+1v 132 74 (56,1) 48 (36,4) 10 (7,6) 62 (47,0) 62 (47,0) 8(6,1)
Tabagismo
Sim 179101 (56,4) 68 (38,0) 10 (5,6) 0,9245 81 (45,2) 86 (48,0) 12 (6,6) 00,3432
Nao 21 10(47,6) 10(47,6) 1 (4,7) 13 (61,9) 8(38,1) 0
Anos/Maco**
<40 63 32(50,8) 25(39,7) 6(9,5) 0,1794 28 (44,4)35(55,6) O 0,0781
>40 116 70 (60,3) 42 (36,2) 4 (3,4) 53 (45,7) 51 (44,0) 12 (10,3)

n% namero de casos; *Qui-quadrado; CPNPC: carcinoma de pulmdo ndo pequenas células; CPPC:
carcinoma de pulmio pequenas células; fgendtipo TT do gene CYPIAI*2A, maior freqiiéncia em

Caucasoides; TT: selvagem; TC: heterozigose; CC: variante; ** 21 pacientes nunca fumaram
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A tabela 9 mostra resultados de dois genes de forma combinada e distribuida

pelos dados clinicos. Os resultados mostram que ndao foram observadas diferencas

significativas nas freqiiéncias dos genotipos combinados em relacdo a idade, género,

histologia, estadiamento, tabagismo e anos/mago.

Tabela 9- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes CYPIAI*2A e GSTM1/T1 combinados

em pacientes com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas:

Polimorfismo CYPIA1%*2A e GSTM1/T1

Varidveis N° TT e Pres TC/CCe TC/ICCe TC/CCe TT e Um TTe
Pres Um Nulo Nulos Nulo Nulos
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) Valor P
Idade
< 64 anos 100 27 (27,0) 21 (21,0) 20 (20,0) 3(3,0) 25 (25,0) 4 (4,0) 0,68
2 64 anos 100 27 (27,0) 19 (19,0) 24 (24,0) 0 25 (25,0) 5(5,0)
Género
Masculino 144 12 (21,4) 14 (25,0) 12 (21,4) 1(1,8) 17 (30,4) 0 0,22
Feminino 56  42(29,2) 26 (18,1) 32(22,2) 2(1,4) 33(22,9) 9 (6,3)
Etnia
Caucasoides 158 47 (29,7) 26 (16,5) 32 (20,3) 2(1,3) 42 (26,6) 9(5,7) 0,03
Afro-Brasileiros 42 7 (16,7) 14 (33,3)f 12(28,6) 1(2,4) 8 (19,0) 0
Histologia
CPNPC 168 50 (29,8) 30(17,9) 37 (22,0) 3(1,8) 42 (25,0) 6 (3,6) 0,13
CPPC 32 4(12,5) 10 (31,3) 7(21,9) 0 8(25,0) 3(9,4)
Estadiamento
I+10 68 21(30,9) 11(16,2) 17 (25,0) 1(1,5) 15 (22,1) 3 (4,4) 0,83
I +1v 132 33 (25,0) 29 (22,0) 27 (20,5) 2 (1,5) 35(26,5) 6 (4,5)
Tabagismo
Sim 179 47 (26,2) 34 (19,0) 40 (22,3) 0 46 (27,5) 9 (5,0) 0,76
Nao 21 7(31,6) 6 (31,6) 4 (15,8) 3(1,7) 4 (21,1) 0
Anos/Maco**
<40 63 13 (20,6) 15 (23,8) 16 (25,4) 0 19 (30,2) 0 0,06
>40 116 34 (29,3) 19 (16,4) 24 (20,7) 3(2,6) 27 (23,3) 9(7,8)

N°: niimero de casos; *Qui-quadrado; CPNPC: carcinoma de pulmédo ndo pequenas células; CPPC: carcinoma

de pulmdo pequenas células; fgenotipo TC/CC do gene CYPIAI*2A e GSTM1/TI ambos presentes, maior

freqiiéncia em Afro-brasileiros; TT: selvagem; TC: heterozigoto; CC: variante; ** 21 pacientes nunca

fumaram;

Resultados
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As combinagdes dos genotipos TC/CC do gene CYPIAI*2A com GSTMI1/TI
ambos presentes foram mais freqiientes em Afro-Brasileiros (33,3%) que em pacientes
Caucasoides(16,5%), valor de P=0,03. A freqiiéncia dos pacientes Afro-Brasileiros foi um
pouco maior do que a observada em controles Afro-Brasileiros (33,3% vs 20,4%), mas sem

significancia estatistica P= 0,09.

A tabela 10 mostra as freqiiéncias dos polimorfismos CYPIAI*2A ¢ GSTPI*B
em CP e controles e suas combina¢des e ndo mostrou nenhum resultado significativo em

suas correlagdes.
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Tabela 10- Freqiiéncias dos polimorfismos CYPIAI*2A e GSTPI*B em CP e controles

1solados e combinados:

Genétipos Pacientes Controles OR* Valor de
n (%) n (%) (IC 95%) P
CYPIATI*2*
cC 11 (5,5) 9 (34 1,39 (0,40-4,84) 0,69
TC 76 (38,0) 94 (35,6) 1,17 (0,70-1,98) 0,99
CC+TC 87 (43.5) 103 (39,0) 0,84 (0,51-1,39) 0,49
TT 113 (56,5) 161 (61,0) 1,00 (referéncia)
TC/TT 189 (94,5) 255 (96,9) 1,31 (0,38-4,46) 0,67
CC 11 (5,9 9 (34 1,00 (referéncia)
GSTPI*B
Val/Val 25 (12,9) 30 (11,4) 1,35 (0,54-3,41) 0,35
Ile/Val 93 (46,5) 129 (48,9) 0,78 (0,47-1,32) 0,18
Val/Val+lle/Val 118 (59,0) 159 (60,2) 0,95 (0,58-1,56) 0,83
Ile/lle 82 (41,0) 105 (39,8) 1,00 (referéncia)
Ile/Val +1le/Ile 175 (87,5) 234 (88,6) 0,94 (0,44-2,00) 0,86
Val/Val 25 (12,5) 30 (11,4) 1,00 (referéncia)
CYPIAI*2A + GSTPI*B
CCe Val/Val 1 (0,5 1 (0,4) 3,93 (0,11-140.35) 0,43
CC elle/Val 3 (L)) 4 (1,5 0,44 (0,03-6,53) 0,37
TC e Val/Val 9 4.)5) 9 (34 1,40 (0,32-6,15) 0,85
TC e Ile/Val 34 (17,0) 46 (17,4) 1,12 (0,47-2,69) 0,87
CC + TC e Val/Val+1/V 47 (23,5) 60 (22,7) 1,28 (0,67-2,46) 0,92
CC+TCelle/lle 40 (20,0) 43 (16,3) 1,93 (0,88-4,23) 0,10
CC + TC e lle/lle+le/Val 77 (38.5) 93 (35,2) 1,38 (0,71-2,69) 0,34
TT e lle/Ile 42 (21,0) 62 (23,5) 1,00 (referéncia)
TT e Val/Val+lle/Val 71 (35.5) 99 (37.,5) 0,61 (0,13-2,89) 0,53
TT +TC e Val/Val+lle/Val 114 (57,0) 154 (58,3) 0,59 (0,12-2,91) 0,51
TT +TC e Ile/Ile+le/Val 165 (8.5) 226 (85,6) 0,56 (0,12-2,64) 0,46
CC e lle/lle 7 3,5 4 (1,5 1,00 (referéncia)

n: namero de casos; OR: risco de ocorréncia; IC: intervalo de confianga; * resultado obtido pelo ajuste do
modelo logistico politomico corrigido pela idade, género, etnia e fumo. TT: selvagem; TC: heterozigoto;

CC: variante; Ile/Ile: selvagem para o gene GSTPI; Ile/Val: heterozigoto GSTP1; Val/Val: variante GSTP1
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A tabela 11 mostra as freqiiéncias isoladas dos genes CYPIAI*2A e GSTPI*B
e suas associagdes com os dados clinicos e que ndo foram observadas diferencas

significativas na correlacdo dos dados.

Tabela 11- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes CYPIAI*2A e GSTP1*B (isolados)

em pacientes com CP, distribuidos pelas varidveis clinicas:

CYPIAI*2A GSTPI*B
Variaveis N°  TT TC CcC Ile/Ile Ile/Val Val/Val
n (%) n(%) n(%) ValorP n(%) n((%) n(%) Valor P
Idade
< 64 anos 100 56 (56,0) 39 (39,0) 5(5,0) 0,9266 47 (47,0)42 (42,0) 11 (11,0) 0,2246*
= 64 anos 100 57 (57,0) 37 (37,0) 6 (6,0) 35(35,0)51 (51,0) 14 (14,0)
Género
Masculino 144 84 (58,3) 51 (35,4) 9(6,3) 0,4792 56 (38,9)71 (49,3)17 (11,8) 0,4431%*
Feminino 56 29(51,8) 25 (44,6) 2 (3,6) 26 (46,4)22 (39,3) 8 (14,3)
Etnia
Caucasoides 15898 (62,0)1 54 (34,2) 6 (3,8) 0,0042 69 (43,7) 68 (43,0)21 (13,3) 0,1916
Afro-Brasileiros 42 15 (35,7) 22 (52,4)5 (11,9) 13 (31,0)25 (59,5) 4(9,5)
Histologia
CPNPC 168 98 (58,3) 61 (36,3) 9(5,4) 0,4988 71 (42,3)75 (44,6)22 (13,1) 0,5650
CPPC 32 15(46.,9) 15(46,9) 2 (6,3) 11 (34,4)18 (56,3) 3(9,4)
Estadiamento
I+11 68 39(57,4) 28 (41,2) 1 (1,5) 0,1956 24 (35,3)34 (50,0) 10 (14,7) 0,2892
ar+1v 132 74 (56,1) 48 (36,4)10 (7,6) 58 (43,9) 59 (4,7) 3(2,3)
Tabagismo
Sim 179101 (56,4) 68 (38,0) 10 (5,6) 0,9245 74 (41,4) 82 (45,9)23 (12,7) 0,9397
Nao 21 10 (47,6) 10 (47,6) 1 (4,7) 8(38,0) 11 (52,4) 2(9,5)
Anos/Maco**
<40 63 32(50,8) 25(39,7) 6 (9,5) 0,1794 29 (46,0)26 (41,3) 8 (12,7) 0,5840%*
>40 116 70 (60,3) 42 (36,2) 4 (3,4) 45 (38,8)57 (49,1)14 (12,1)

N°: niimero de casos; *Qui-quadrado; CPNPC: carcinoma de pulmao ndo pequenas células; CPPC: carcinoma de
pulm@o pequenas células; fgenotipo TT do gene CYPIAI*2A, maior freqiiéncia em pacientes Caucasoides; TT:
selvagem; TC: heterozigoto; CC: variante; Ile/lle: selvagem para o gene GSTPI*B; lle/Val: heterozigoto
GSTP1; Val/Val: variante GSTPI; ** 21 pacientes nunca fumaram
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A tabela 12 mostra que ndo foram observadas diferencas significativas entre as
freqiiéncias dos genotipos combinados CYPIAI*2A e GSTPI*B em relagao a idade,

género, histologia, estadiamento, tabagismo e anos/mago.

As combinagdes dos genotipos TC/CC do gene CYPIAI*2A e dos genotipos
I/V + V/V do gene GSTPI*B, foram mais freqiientes em Afro-Brasileiros (40,5%) do que
em pacientes Caucasoéides (19,0%), valor de P=0,005. A freqiiéncia do gendtipo TC/CC do
gene CYPIAI*2A e do gendtipo I/'V + V/V do gene GSTPI*B foi igual a observada em
controles Afro-Brasileiros (40,5% vs 38,8%).
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Tabela 12- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes CYPIAI*2A e GSTPI*B combinados

em pacientes com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas:

Polimorfismo CYPIA1%2%e GSTPI*B

Variaveis N° TTell TC/CCel/l TTel/V+V/V Te/cCe
I/V+V/IV
n (%) n (%) n (%) n (%) Valor P
Idade
< 64 anos 100 24 (24,0) 23 (23,0) 32 (32,0) 21 (21,0) 0,39
2 64 anos 100 18 (18,0) 17 (17,0) 39 (39,0) 26 (26,0)
Género
Masculino 144 30(20,8) 26 (18,1) 17 (30,4) 13 (23,2) 0,66
Feminino 56  12(214) 14 (25,0) 54 (37,5) 34 (23,6)
Etnia
Caucasoides 158 39 (24,7) 30 (19,0) 59 (37,3) 30 (19,0) 0,005
Afro-Brasileiros 42 3(7,1) 10 (23,8) 12 (28,6) 17 (40,5)t
Histologia
CPNPC 168 37 (22,0) 34 (20,2) 61 (36,3) 36 (21,4) 0,44
CPPC 32 5(15,6) 6 (18,8) 10 (31,3) 11 (34,4)
Estadiamento
I+11 68 12(17,6) 12 (17,6) 27 (39,7) 17 (25,0) 0,69
ar+1v 132 30(22,7) 28 (21,2) 44 (33.,3) 30 (22,7)
Tabagismo
Sim 179 40 (22,3) 34 (18,8) 61 (34,0) 44 (24,3) 0,13
Nao 21 2(9,5) 6 (28,6) 10 (47,6) 3(14,3)
Anos/Maco**
<40 63 14(22)2) 15 (23.8) 18 (28,6) 16 (25.,4) 0,48
>40 116 27(23,3) 18 (15.5) 43 (37,1) 28 (24,1)

N°: numero de casos; CPNPC: carcinoma de pulmio n3o pequenas células; CPPC: carcinoma de pulméo
pequenas células; fgenotipo TC/CC do gene CYPIAI*2A e genotipo I/V+V/V do gene GSTPI*B,
apresentaram maior freqiiéncia em Afro-Brasileiros; TT: selvagem; TC: heterozigoto; CC: variante; ** 21

pacientes nunca fumaram,;
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3-Anélise Molecular dos genes GSTM1 , GSTT1 e GSTPI*B
3.1- Polimorfismos génicos em pacientes e controles.

As distribuigdes individualizadas dos 200 pacientes com CP e 264 controles, de
acordo com os polimorfismos génicos GSTM1 e GSTT1, estdao apresentadas nos anexos Il e

IV.

As amostras de CP e controles, avaliadas para o gene GSTPI, estio em
equilibrio de Hardy-Weinberg (3 = 0,030, P=0,64 ¢ *> = 1,050, P= 0,64,

respectivamente).

As freqiiéncias dos polimorfismos dos genes GSTMI,GSTTI ¢ GSTPI*B em

pacientes CP e controles estdo apresentadas na tabela 13.
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Tabela 13- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes GSTMI, GSTTI ¢ GSTPI*B

(isolados e combinados) em pacientes com cancer de pulmao e controles.

Pacientes Controles OR* Valor de P
Genéti

enotpos n (%) n (%) (IC 95%)

GSTs
M1 nulo 91 (45.5) 127 (48,1) 0,69 (0,42-1,13) 0,14
M1 Presente 109 (54,5) 137 (51,9) 1,00 (referéncia)
T1 Nulo 27 (13,5) 34 (12,9) 1,26 (0,61-2,61) 0,54
T1 Presente 173 (86,5) 230 (87,1) 1,00 (referéncia)
M1/T1 Nulo 12 (6,0) 13 4,9) 0,79 (0,27-2,30) 0,83
M1/T1 Presente 19 9,5) 25 9,5) 1,00 (referéncia)

GSTPI*B
Val/Val 25 (12,5) 30 (11,4) 1,03 (0,46-2,30) 0,87
Ile/Val 93 (46,5) 129 (48,9) 0,93 (0,55-1,57) 0.75
Val/Val + Ile/vVal 118 (59.0) 159 (60,2) 0,95 (0,58-1,56) 0,83
Ile/lle 82 (41,0) 105 (39,8) 1,00 (referéncia)
Ne/Ile + Ile/Val 175 (87,5) 234 (88,6) 0,94 (0,69-1,28) 0,77
Val/Val 25 (12,5) 30 (11,4) 1,00 (referéncia)

GSTs + GSTPI*B
M1 nulo e 12 (6,0) 11 (4.,2) 1,15 (0,30-4,38) 0,47
Val/Val
Ml nulo e Ile/Val 44 (22,0) 61 (23,1) 0,52 (0,23-1,17) 0,11
M1 nulo e 56 (28,0) 72 (27.,3) 0,63 (0,31-1,29) 0,65
Val/Val+lle/Val
M1 presente e 47 (23,5) 50 (18,9) 1,00 (referéncia)
Tle/Tle
Tl nuloe 4 (2,0) 7 2,7 0,72 (0,14-3,74)
Val/Val 0,60
T1 nulo e Ile/Val 12 (6,0) 15 5,7 1,29 (0,40-4,18) 0.55
Tl nuloe 16 (8,0) 22 (8,3) 0,78 (0,52-1,18) 0,27
Val/Val+lle/Val
T1 nulo ¢ 23 (11,5) 27 (10,2) 1,51 (0,52-3,67) 0,36
Ile/Tle+Ile/Val
T1 presente e 71 (35,5) 93 (35,2) 1,00 (referéncia)
Ile/Tle
M1/T1 nulo e 1 (0,5) 3 (1,1) 0,60 (0,04-9,29)
Val/Val 0,71
M1/T1 nulo e 7 3,5) 4 (1,5) 1,02 (0,17-6,10)
Ile/Val 0,80
M1/T1 nulo e 8 4,0) 7 2,7 0,86 (0,21-3,61)
Val/Val+lle/Val 0,82
M1/T1 nulo ¢ 11 (5,5) 10 (3.8) 0,76 (0,20-2,82)
Ile/Tle+1le/Val 0,68
M1/T1 presente e 40 (20,0) 44 (16,7) 1,00 (referéncia)
Ile/Tle

n: numero de casos; OR: risco de ocorréncia; IC: intervalo de confianga; * resultado obtido pelo ajuste do
modelo logistico politdmico corrigido pela idade, género, etnia e fumo, para cada variavel

Resultados
81



Observamos freqiiéncias similares do GSTMI e GSTTI nulos em CP e
controles. Risco similar da doenga foi observado em individuos com genotipo nulo para

GSTM1 e GSTT 1.

Nao foram observadas diferengas significativas entre as freqliéncias do

polimorfismo GSTPI*B em CP ¢ controles (tabela 13).

Os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTTI de alguns pacientes com CP

incluidos no estudo estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3- PCR Multiplex para deteccdo dos alelos homozigotos nulos da glutationa S-
transferase mul (GSTM1) e tetal (GSTTI). Gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo, mostrando os produtos da PCR de 273pb e 480pb
correspondendo a presenga normal do alelo para os genes GSTMI e GSTT1,
respectivamente. O fragmento de 630pb da PCR ¢ do gene da p- globina
humana, o qual serve como controle para as amostras de DNA. A primeira
coluna representa o marcador de tamanho DNA de 100pb (Invitrogen). As
colunas 2 e 5, mostram dele¢des homozigoticas para o alelo GSTM 1. As colunas
3 e 6 representam delegdes homozigoticas para o alelo GSTTI. A coluna 4
representa delecdes homozigdticas nos alelos GSTTI e GSTMI. A coluna 7
mostra um individuo com alelo GSTTI e GSTM 1 normal. A coluna 8 representa

o controle negativo da reagao.
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O polimorfismo do gene GSTPI*B de alguns pacientes com CP incluidos no

estudo estdo apresentados na Figura 4.

1 2 3 4 5 6 7

Figura 4- Digestdo enzimatica para a identificacdo do polimorfismo do gene GSTPI*B no
exon 5. Gel de agarose 3,5% corado com brometo de etideo mostrando os
produtos da digestao 176pb, 91 e 85pb. A primeira coluna representa o marcador
de tamanho do DNA de 100pb (Invitrogen). Individuos com gendtipo
homozigotos (176pb) estdo representados nas colunas 2 e 4. Individuos com
genotipo heterozigotos (176, 91 e 85pb) estdo representadas nas colunas 3 € 6. E
individuos homozigotos variantes (91 e 85pb) estdo representadas nas colunas

5e7.

A tabela 14 mostra as freqiiéncias dos polimorfismos dos genes GSTMI e
GSTT1 (isolados) em pacientes com CP, distribuidos pelas varidveis clinicas. Foi observada
uma correlagdao do genotipo GSTT1 nulo em pacientes fumantes pesados (= 40 anos/Maco),

com valor de P=0,01. Os dados anos/mag¢o ndo foram obtidos para os controles.
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Tabela 14- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes GSTMI e GSTTI (isolados) em

pacientes com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas:

GSTM1 GSTTI1
Variaveis N°  Presente Nulo Presente Nulo
n(%) n(%) ValorP n (%) N (%) Valor P
Idade
< 64 anos 100 56 (56,0)44 (44,0)0,6701* 85 (85,0) 15 (15,0) 0,2246*
> 64 anos 100 53 (53,0)47 (47,0) 88 (88,0) 12 (12,0)
Género
Masculino 144 78 (54,2) 66 (45,8)0,8793* 123 (85,4) 21 (14,6) 0,4431%*
Feminino 56 31(55,4)25 (44,6) 50 (89,3) 6 (10,7)
Etnia
Caucasoides 158 84 (53,2) 74 (46,8) 0,4620* 136 (86,1) 22 (13,9) 0,7336*
Afro-Brasileiros 42 25(59,5)17 (40,5) 37 (88,1) 5(11,9)
Histologia
CPNPC 168 91 (54,2)77 (45,8)0,8283* 148 (88,1) 20(11,9) 0,1304*
CPPC 32 18 (56,3) 14 (43.8) 25 (78,1) 7(21,9)
Estadiamento
I[+11 68 34 (50,0) 34 (50,0) 0,3590* 62 (91,2) 6 (8,8) 0,1648*
a1 +1v 132 75(56,8)57 (43.2) 111 (84,1) 21(15,9)
Tabagismo
Sim 179 97 (53,6) 84 (46,4)0,4257* 152 (85,0) 27 (15,0) 0,9397
Nao 21 13 (61,9) 8(38,1) 21 (100,0) 0
Anos/Maco**
<40 63 32 (50,8)31 (49,2) 0,5748* 59 (93,7) 4 (6,3) 0,0164
>40 116 64(55,2)52 (44.8) 93 (80,2) 23 (19,8)F

N°: niimero de casos; *Qui-quadrado; CPNPC: carcinoma de pulmio ndo pequenas células; CPPC: carcinoma de
pulmao pequenas células; T genoétipo GSTTI nulo, maior freqiiéncia em tabagistas pesados (= 40 anos/mago); **

21 pacientes nunca fumaram

A tabela 15 mostra as freqiiéncias dos polimorfismos dos genes GSTMI e
GSTTI] em pacientes CP, distribuidos pelas varidveis clinicas. Foi observada uma
correlacdo dos gendtipos GSTMI e GSTTI ambos nulos em pacientes fumantes pesados
(= 40 anos/Mago), com valor de P= 0,01. Os dados anos/mago nao foram obtidos para os
controles. Em relagdo a outras variaveis como idade, género, etnia, histologia, estadiamento

e tabagismo, nao foram observadas diferengas significativas.

Resultados
85



Tabela 15- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes GSTMI e GSTTI combinados em

pacientes com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas:

Polimorfismo GSTM1 e GSTT1

Variaveis N° Ambos Um Nulo  Ambos Nulos
Presentes
n (%) n (%) n (%) Valor P
Idade
< 64 anos 100 48 (48,0) 45 (45,0) 7 (7,0) 0,76
2 64 anos 100 46 (46,0) 49 (49,0) 5(5,0)
Género
Masculino 144 68 (47,2) 65 (45,1) 11 (7,7) 0,29%*
Feminino 56  26(46,4) 29 (51,8) 1(1,8)
Etnia
Caucasoides 158 73 (46,2) 74 (46,8) 11 (7,0) 0,68%*
Afro-Brasileiros 42 21 (50,0) 20 (47,6) 1(2,4)
Histologia
CPNPC 168 80 (47,6) 79 (47,0) 9(54) 0,66
CPPC 32 14 (43.8) 15 (46,8) 3(9.4)
Estadiamento
I+1I 68  32(47,1) 32 (47,1) 4 (5,8) 1,00
I +1v 132 62 (47,0 62 (47,0) 8 (6,0)
Tabagismo
Sim 179  81(45,2) 86 (48,0) 12 (6,6) 0,35%
Nao 21 13 (61,9) 8 (38,1) 0
Anos/Macgo**
<40 63  28(444) 35 (55,6) 0 0,01%*
>40 116 53 (45,7) 51 (44,0) 12 (10,3)7

N°: ntimero de casos; *Teste Fisher; CPNPC: carcinoma de pulmdo ndo pequenas células; CPPC:
carcinoma de pulmdo pequenas células; T gendtipo GSTTI nulo, maior freqiiéncia em tabagistas

pesados (> 40 anos/mago).
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A tabela 16 mostra as freqiiéncias dos polimorfismos dos genes GSTMI e
GSTPI1*B em pacientes com CP distribuidos pelas varidveis clinicas. Os resultados ndo

mostraram nenhuma correlacao entre os polimorfismos e as variaveis clinicas.

Tabela 16- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes GSTMI e GSTPI*B em pacientes

com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas:

Polimorfismo GSTM1 e GSTPI*B

Variveis Presente e Nulo e Nulo e Presente e
11 1 I/V+V/V I/V+V/V
n (%) n (%) n (%) n (%) Valor P

Idade

< 64 anos 100 27 (27,0) 20 (20,0) 24 (24,0) 29 (29,0) 0,36

2 64 anos 100 20 (20,0) 15 (15,0) 32 (32,0) 33 (33,0)
Género

Masculino 144 32 (22,2) 24 (16,7) 42 (29,2) 46 (31,9) 0,81

Feminino 56 15(26,8) 11 (19,6) 14 (25,0) 16 (28,6)
Etnia

Caucasoides 158  37(23.4) 32 (20,3) 42 (26,6) 47(29,7)  0,21*

Afro-Brasileiros 42 10(23,8) 3(7,1) 14 (33,3) 15 (35,7)
Histologia

CPNPC 168 41 (24,4) 30 (17,9) 47 (28,0) 50 (29,8) 0,81

CPPC 32 6(18,8) 5(15,6) 9(28,1) 12 (37,5)
Estadiamento

[+11 68  13(19,1) 11 (16,2) 23 (33,8) 21 (30,9) 0,53

nr+1v 132 34 (25.,8) 24 (18,2) 33 (25,0) 41 (31,1)
Tabagismo

Sim 179 41 (22,9) 33 (18,4) 51(28,5) 54 (30,2)  0,86*

Nao 21 6 (28,0) 2(9,5) 5(23,9) 8(38,0)
Anos/Maco**

<40 63  15(23.8) 14 (22,2) 17 (27,0) 17 (27,0) 0,69

>40 116 27 (23.3) 18 (15,5) 34(29,3) 37(31,9)

N°: nimero de casos; *Teste Fisher; CPNPC: carcinoma de pulmdo ndo pequenas células;

CPPC: carcinoma de pulmiao pequenas células; **21 pacientes nunca fumaram;
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A tabela 17 mostra as freqliéncias dos polimorfismos dos genes GSTTI e
GSTPI1*B (isolados) em pacientes com CP, distribuidos pelas varidveis clinicas. Os
resultados ndo mostraram nenhuma correlagdo entre os polimorfismos e as variaveis

clinicas.

Tabela 17- Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes GSTTI ¢ GSTPI*B (isolados) em

pacientes com CP, distribuidos pelas varidveis clinicas:

GSTTI GSTPI*B
Variaveis N° Presente Nulo Ile/lle  Ile/Val Val/Val
n (%) n(%) ValorP n (%) n (%) n (%) Valor P

Idade
< 64 anos 100 85(85,0) 15(15,0) 0,5348* 47 (47,0) 42 (42,0) 11 (11,0) 0,2246*
2 64 anos 100 88(88,0) 12(12,0) 35(35,0) 51(51,0) 14 (14,0)
Género
Masculino 144 123 (85,4) 21 (14,6) 0,4722* 56(38,9) 71(49,3) 17 (11,8) 0,4431*
Feminino 56 50(89,3) 6(10,7) 26 (46,4) 22(39,3) 8(14,3)
Etnia
Caucasoides 158 136 (86,1) 22(13,9) 0,7336* 69 (43,7) 68 (43,0) 21(13,3) 0,1916
Afro-Brasileiros 42 37(88,1) 5(11,9) 13 (31,0) 25(59,5) 4(9.,5)
Histologia
CPNPC 168 20(11,9) 148(88,1) 0,1304* 71 (42,3) 75(44,6) 22(13) 0,5650
CPPC 32 7(21,9) 25(78,1) 11 (344) 18(56,3) 3(9.4)
Estadiamento
[+11 68 111(84,1) 6(8,8) 0,1947* 24 (35,3) 34(50,0) 10 (14,7) 0,4746*
I +1v 132 62(91,2) 21(15,9) 58 (43,9) 59 (44,7) 15(11,4)
Tabagismo
Sim 179 152 (85,0) 27(15,0) 0,0821 74 (41,3) 82 (45,8) 23(12,7) 0,9397
Nao 21 21(100,0) 0 8(38,0) 11(52,4) 2(9,9)
Anos/Maco**
<40 63 59(93,7) 4(6,3) 0,0164 29 (46,0) 26 (41,3) 8(12,7) 0,5840*
>40 116 93(80,2) 23(19,8) 45 (38,8) 57(49,1) 14 (12,1)

N° numero de casos; *Teste Fisher; CPNPC: carcinoma de pulmio ndo pequenas células; CPPC:

carcinoma de pulméo pequenas células; ** 21 pacientes nunca fumaram
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A tabela 18 mostra as freqliéncias dos polimorfismos dos genes GSTTI e
GSTPI1*B em pacientes com CP distribuidos pelas variaveis clinicas. Foi observada uma
correlagdo do genotipo GSTTI nulo e genotipo I/V+V/V do gene GSTP1*B em pacientes
fumantes pesados (> 40 anos/macgo), com valor de P= 0,04. Os dados anos/mago ndo foram
obtidos para os controles. Nao foram observadas diferencas significativas entre outras

variaveis.
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Tabela 18-Freqiiéncias dos polimorfismos dos genes GSTTI ¢ GSTPI*B combinados em

pacientes com CP, distribuidos pelas variaveis clinicas:

Polimorfismo GSTTI e GSTPI*B

Variaveis N° Presente e I/I NuloeI/IT' Nulo e I/'V+V/V Presente ¢
I/V+V/IV
n (%) n (%) n (%) n (%) Valor P
Idade
< 64 anos 100 40 (40,0) 7(7,0) 8(8,0) 45 (45,0) 0,33
2 64 anos 100 31(31,0) 4 (4,0) 8(8,0) 57 (57,0)
Género
Masculino 144 47 (32,6) 9(6,3) 12 (8,3) 76 (52,8) 0,61
Feminino 56 24 (42,9) 2 (3,6) 4(7,1) 26 (46,4)
Etnia
Caucasoides 158 59 (37.,3) 10 (6,3) 12 (7,6) 77 (48,7) 0,50%*
Afro-Brasileiros 42 12 (28,6) 1(24) 4 (9,5) 25 (59,5)
Histologia
CPNPC 168 63 (37.,5) 8 (4,8) 12 (7,1) 85 (50,6) 0,30
CPPC 32 8(25,0) 309.4) 4 (12,5) 17 (53,1)
Estadiamento
I[+11 68 22 (32,4) 2(2,9) 4(5,9) 40 (58,8) 0,39*
nr+1v 132 49 (37,1) 9 (6,8) 12(9,1) 62 (47,0)
Tabagismo
Sim 179 63 (35,2) 11 (6,1) 16 (9,0) 89 (49,7) 0,48%
Nao 21 9(38,0) 0 0 13 (62,0)
Anos/Maco**
<40 63 26 (41,3) 3(4.,8) 1(1,6) 33 (52,3) 0,04*
>40 116  37(31,9) 8(6,9) 15 (12,9)F 56 (48,3)

N°: niimero de casos; *Teste Fisher; CPNPC: carcinoma de pulméo ndo pequenas células; CPPC: carcinoma
de pulmido pequenas células; fgendtipo GSTTI nulo e gendtipo I/'V+V/V do gene GSTPI*B, maior

freqiiéncia em tabagistas pesados (= 40 anos/mago); ** 21 pacientes nunca fumaram

Resultados
90



mm DISCUSSAO



O CP € a neoplasia de maior letalidade, com taxa de incidéncia quase
semelhante a da mortalidade. A compreensdo dos seus mecanismos etiopatogé€nicos €&
fundamental na tentativa de melhorar seu progndstico. A reducdo da mortalidade depende
do desenvolvimento de técnicas de diagndstico precoce e desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas, ja que a cirurgia parece ter atingido a sua maxima resolutividade.
Entretanto, as tentativas de diagndstico precoce como politica de saide publica foram
ineficazes até o momento (Frost et al., 1984). A biologia molecular € um campo recente

onde recaem esperancas na melhora do progndstico desta doenca.

A idade média dos pacientes em nossa casuistica com CP foi de 64 anos
(tabela 1), semelhantes as observadas nas populacdes estudadas por Schneider et al. (2004),
cuja média foi de 64,4 anos, por Wenzlaff et al. (2005), com a média de 62,4 anos e Sreeja
et al. (2005), em uma populagdo da India, com a média de 60 anos. Esta média de idade
estd dentro da faixa etdria onde o CP € mais diagnosticado, entre 60 e 70 anos. Em relagao
ao grupo-controle, a média foi de 54 anos de idade, justificada porque a grande maioria dos
casos (95%) eram doadores de sangue. A diferenca de idade entre os grupos ndo interfere
sobre a andlise dos resultados, porque a grande maioria dos polimorfismos € herdada e ndo

adquirida.

A doenca foi mais comum, no género masculino, em uma propor¢ao de 2,6: 1
(tabela 1). Interessante notar que, em dados obtidos no mesmo Servico de
Oncopneumologia, entre os anos de 1988 e 1990, esta propor¢ao foi de 4:1
(Zambon, 1994). A evolugdo da distribuicdo por género observada neste servico esta de
acordo com a tendéncia atual do aumento em CP em mulheres. Dados referentes a
mortalidade por CP, de 1979 a 1999, mostraram um crescimento de 57% em homens e de
122% em mulheres (World Health Organization, 1999). O tabagismo no Japao cresceu mais
de dez vezes entre os homens e mais de oito vezes entre as mulheres desde 1950
(Chollat-Traquet, 1992), fato que se repete em outros paises Asidticos. Nos dltimos anos,
hd uma estabilidade da incidéncia do CP em homens nos EUA, provavelmente por
mudanca do habito tabagico (Zamboni, 2002), fato que ndo € observado entre as mulheres.
Além do tabaco deve haver outros fatores, principalmente endogenos, que potencializam a

acdo dos carcindgenos contidos no tabaco.
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Em relacdo a etnia, o CP predominou nos pacientes Caucasdides, 79% dos
casos contra 21% em Afro- Brasileiros, semelhantes aos encontrados por
Losi-Guembarovski et al. (2002). Os resultados deste estudo podem ter refletido a
distribuicao étnica da populaciao que procura assisténcia médica no Hospital das Clinicas da
UNICAMP. A populagdo brasileira € altamente heterogénea e composta
predominantemente por individuos miscigenados (Alves-Silva et al., 2000; Carvalho- Silva
et al., 2001), o que indica que os estudos que avaliam a etnia, apenas por meio da
observagdo do bidtipo, como neste estudo, ndo sdo confidveis. De qualquer maneira, os
resultados encontrados no grupo- controle quanto a etnia sdo muito semelhantes as
encontradas no grupo dos pacientes com CP (tabela 1). Outros estudos mostram que fatores
étnicos podem ter importancia na ocorréncia da doenga. (Kelsey et al., 1997; Ford et al.,
2000; Ozturk et al., 2003; Pinarbasi et al., 2003; Barnholtz-Sloan et al. 2005; Cote e Celli,
2005). Gadgeel et al. (2001) mostraram uma incidéncia 37% maior de CP em negros
quando comparados aos Caucaséides, em uma populacdo Americana. Este estudo de
diferencas raciais e héabitos tabagicos, revelam que os negros geralmente comecam a fumar
mais cedo, fumam menos cigarros ao dia e demonstram menor preocupacao em abandonar

o habito.

A relagdo causal entre tabagismo e CP € bem conhecida desde a década de 50 e
que também se repetiu nesta casuistica, pois 90% dos doentes faziam uso do tabaco. Em
relacdo ao hébito tabdgico, 64,8% dos doentes com CP fumaram mais que 40 anos/maco, o
que é concordante com a literatura, pois o aparecimento da doenca estd diretamente
relacionado com a intensidade da exposi¢do (Sreeja et al.,2005). Nos casos-controle ndo se
obteve informacdes relativas a intensidade de exposi¢ao. Em relacdo ao estadiamento, 66%
deste estudo foram considerados como doenca avancada (estadio III e IV). Estudos
realizados no mesmo Servico de Oncopneumologia por Zambon (1994) e Perroud (2002)
demonstraram que, respectivamente, 73% e 85% dos doentes tinham doenca avangada no
momento do diagndstico. Infelizmente os resultados apresentados devem estar
sub-dimencionados, porque o estadiamento anatdomico (TNM) para o CP € complexo e
muito dispendioso e pode estar refletindo o momento dificil que a Instituicdo, na qual
estamos inseridos, estd passando. A comparacdo de dados com a literatura é complicada,

pois o resultado de 66% de doenca no estadio III e IV no neste estudo € semelhante as
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encontradas nos EUA (Nazar-Stewart et al, 2003), mas provavelmente ndo € o aumento do
diagndstico precoce em nossa macrorregido. De qualquer maneira, o nimero € bastante

alto e refletem o progndstico sombrio do CP.

Em relacdo a histologia, 84% foram compostos por CPNPC (epidermdide,
adenocarcinoma e grande células) e 16% CPPC, resultados similares encontrados na

literatura (Schneider et al., 2004).

As amostras de pacientes e controles avaliados para o gene polimorfico
CYPIAI*2A estao em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Assim, os controles foram adequados
para a avaliacdo da freqliéncia do polimorfismo génico na populacdo geral e,
conseqiientemente, para a comparagdo com a freqii€ncia obtida em pacientes com CP. As
freqliéncias do genétipo CYPIAI*2A em pacientes e controles foram semelhantes

(Tabela 3).

Sreeja et al. (2005) observaram em uma populacdo Indiana com CP, uma alta
freqliéncia para o gene CYPIAI polimérfico em heterozigotos e na variante homozigota
(P=0,012), resultados também observados em estudos Chineses (Song et al, 2001) e em
outra populagdo do Norte da India com CP (Sobti et al, 2003). Nio obtivemos essa
correlacio do gene CYPIAI*2A com maior susceptibilidade para o CP (OR=0, 84,
1C95%:0.51-1.39, P=0,49). Estes resultados podem sugerir que a variante do gene CYPIAI

estd associada com o CP em Asidticos e Indianos (Kawajiri, 1990; Garte et al, 2001).

Muitos estudos investigam a associagdo entre CYPIAI*2A e os polimorfismos
GSTs para a susceptibilidade ao CP. Os genétipos CYPIAI*2A variante com GSTMI e
GSTT1I nulos estiveram associados com o aumento do risco para CP no estudo de Hayashi
et al. (1991). Este estudo relatou mais tarde, um aumento de 5,8 vezes o risco de CP em
individuos com CYPIAI variante e GSTM 1 nulo (genodtipos combinados). Estudo feito por
Daniel et al. (2005) mostra que esta correlacao dos gendtipos variantes combinados teve um
risco de 1,7 (IC 95% 0,9-3,3). Sobti et al. (2004), em um estudo no norte da India,
reportaram duas vezes mais risco para CP com genétipo variante CYPIAI e GSTM1 nulo.
Estudando os genes em associacio CYPIAI*2A e GSTMI/TI nulos, ndo se obteve
significancia estatistica (P=0,73). Estes resultados reforcam a importincia da etnia e o

polimorfismo génico destas enzimas ativadoras e metabolizadoras dos carcinégenos.
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Na correlagdo do polimorfismo do gene CYPIAI*2A com as varidveis clinicas
deste estudo (Tabela 4), nao se encontrou diferengas nas freqii€ncias deste gene, em relagao
a idade (< 64 anos , > 64 anos), género (masculino, feminino), tabagismo (sim, nao),

histologia (CPNPC, CPPC) e estadiamento (I+I1, III+1V).

Daniel et al. (2005) correlacionaram o genétipo CYPIAI*2A variante com o
risco de CP em 2,4 em mulheres chinesas que nunca fumaram e com baixa exposi¢do a
poluicdo tabdgica ambiental. Nesta casuistica ndo obtivemos correlagdo nos polimorfismos

pesquisados em relagdo ao género.

Nas tabelas 4, 6, 8 e 11, encontrou-se uma freqiiéncia maior do gendétipo
selvagem do gene CYPIAI*2A em pacientes Caucasdides que em Afro-Brasileiros
(62,0% vs 35,7%). Ao comparar estes pacientes controles Caucaséides, foram observadas

as mesmas porcentagens (62,0% vs 62,8%).

As combinagdes do genodtipo TC/CC do gene CYPIAI*2A com GSTMI
presente, foi mais freqiiente em Afro-Brasileiros (40,5%) que em pacientes Caucasdides
(18,4%), valor de P= 0,01 (Tabela 5). A freqiiéncia da combina¢do acima citada foi maior
que a observada em controles Afro-Brasileiros (40,5% vs 26,5%), mas sem significancia

estatistica P=1,36.

As combinagdes dos genétipos TC/CC do gene CYPIAI*2A com GSTTI
presente, foram mais freqiientes em Afro-Brasileiros (54,8%) do que em pacientes
Caucasoéides (34,8%), valor de P= 0,009 (Tabela 7). Ao comparar a freqiiéncia da
combinacdo acima citada com controles Afro-Brasileiros (54,8% vs 47,0%) as freqii€ncias

foram semelhantes.

As combinagdes dos genétipos TC/CC do gene CYPIAI*2A com GSTMI/TI,
ambos presentes, foram mais freqiientes em Afro-Brasileiros (33,3%) que em pacientes
Caucasoides (16,5%), valor de P= 0,03 (Tabela 9). A freqii€ncia desta combina¢do acima
citada foi um pouco maior a observada em controles Afro-Brasileiros (33,3% vs 20,4%),

mas sem significancia estatistica P= 0,09.
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Ao correlacionar CYPIAI*2A, com o GSTPI encontrou-s€ uma maior
freqii€éncia na etnia Afro-Brasileira (CYPIA1*2A TC/CC e GSTPI 1/V+V/V com valor de
P=0,005) - tabela 12. Entretanto, ao comparar as freqii€ncias dos genétipos TC/CC do
gene CYPIAI*2A e dos gendtipos I/V + V/V do gene GSTPI com controles Afro-

Brasileiros (40,5% vs 38,8%) nao foi observada nenhuma significancia estatistica.

Nao se pode afirmar que os resultados deste trabalho sobre a presenca
CYPIAI*2A TC/CC associados a diferentes polimorfismos dos GSTs indiquem que haja
um maior risco de CP em Afro-Brasileiros, apesar das freqiiéncias e valores de P serem
seguidamente maiores na etnia Afro-Brasileira no grupo dos pacientes com CP, porque
essas diferencas ndo foram observadas no grupo-controle. E importante, que haja um
aumento do nimero de casos estudados, principalmente no grupo-controle, para avaliar
melhor a possibilidade da etnia Afro-Brasileira desta populacdo estudada ter algum fator
endégeno ou ser mais susceptivel aos carcindgenos contidos no tabaco e,

conseqiientemente, em ter mais CP.

Ao correlacionar o gendtipo TC/ CC do gene CYPIAI*2A e GSTM1 presente
com a histologia, obteve-se uma correlagio com CPPC (P= 0,02) - tabela 5, mas esta
correlacdo deixa de existir ao compara-los com controles (P=0,37). Yang et al. (2007)
observaram uma maior associacdo de CYPIAI*2A com o tipo histolégico epidermdide do
que com adenocarcinomas. O estudo de Saarikoski et al. (1998) mostrou na populacdo
Finlandesa uma correlacdo dos genodtipos GSTMI e GSTTI variantes com carcinoma
epidermédide em fumantes com grande consumo de tabaco (2 40 anos/mago). Estes dados
compativeis com a literatura indicam que o carcinoma epidermdide e, principalmente o

carcinoma de pequenas células, ttm maior relacdo com o tabaco do que o adenocarcinoma

(De Stefani et al., 2005).

A associagdo dos pacientes com CP que fumaram mais de 40 anos/mago e que
apresentaram CYPIAI*2A homozigoto e GSTTI nulo (tabela 7), mostra um P=0,02 na
andlise estatistica. Entretanto, como ndao héd informagdes relativas a varidvel clinica
anos/maco no grupo-controle, ndo foi possivel compara-los. Em relagdo a estes resultados,
pode-se apenas sugerir a associacdo destes gendtipos com fumantes com grande consumo

de tabaco (= 40 anos/ mago).
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Nao foram encontradas diferencas nas freqiiéncias de delecao homozigética do
gene GSTM 1 em pacientes com CP e controles (Tabela 13). Revisdo realizada por Hosgood
et al. (2007) sobre os genes GSTM1, GSTTI e GSTPI e a susceptibilidade para o CP na
populacdo Asidtica, encontraram uma forte associacdo do genétipo GSTMI nulo com o
risco de CP (P=0,0003). Um outro estudo de Mohr et al. (2003) também mostrou uma forte
associa¢do do gendtipo GSTM I nulo com risco de CP em populacdes Afro-Americanas e
em Asidticos, enquanto que nos Caucasoides ndo houve esta correlagdo. Saarikoski et al.
(1998) estudando uma populacdo Finlandesa ndo encontraram esta correlacdo. Estudos
feitos na macro-regiao de Campinas (Arruda et al, 2001) e outros estados brasileiros
(Hatagima et al, 2000 e Rossini et al, 2002) encontraram as mesmas freqii€ncias da delecao

do GSTM1 i1solada ou combinada dos nossos resultados.

Nesta casuistica, ndo se observou correlacdo do genétipo GSTT1 nulo com a
maior susceptibilidade para o aparecimento do CP, sendo que a freqiiéncia deste genotipo
foi de 12,9% em controles e 13,5% nos pacientes com CP, com valor de P=0, 54, (tabela
13). Outros estudos feitos na populagdo brasileira por Arruda et al. (2001), mostram 18,1%
genotipo GSTT1 nulo, mas inferiores aos encontrado por Rossini et al. (2002) que

observaram uma freqii€ncia de 25,4%.

A prevaléncia de individuos com genétipo GSTT! nulo, mostra uma ampla
variacdo entre as diferentes populagdes étnicas. Nelson et al. (1995) relataram que o
genotipo nulo para GSTT1 esteve presente em 64% dos Chineses, 60% em Coreanos, 28%
em Caucasianos e 22% em Afro-Americanos. Rebbeck (1997), estudando uma populagdo
Caucasiana encontraram 20%, Saarikoski et al. (1998) em uma populacdao Finlandesa
obtiveram 13,3% e Bailey et al. (1998) estudando populacdes Caucasianas e Americana-
Africana, acharam 14% dos casos do genotipo GSTTI nulo. Preliminarmente, podemos

afirmar que este gen6tipo nulo € mais comum nas populacdes Asidticas que Caucasianas.

Sreeja et al. (2005) demonstraram que o gendtipo nulo para GSTTI esteve
associado com o aumento significativo para o risco do CP, com OR 2,870. Este achado
reafirma os resultados encontrados por Taioli et al. (2003), em uma populacdo Caucasiana,
e por Sorensen et al. (2004) em uma populacdo Caucasiana com CP, mas ndo encontrado

por Lan et al. (2000).
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Os dados encontrados neste estudo e os da literatura reforcam a hipétese que o
polimorfismo génico das enzimas metabolizadoras dos carcinégenos contidos no tabaco
tem uma forte relacdo com diferentes etnias. Estudos populacionais sdo de dificil
interpretacdo, pois além dos fatores étnicos, estdo envolvidos fatores ambientais como
habito de cozinhar em casa no fogdo a lenha e exposic¢do passiva do tabaco. As exposicoes
ocupacionais sao outras causas envolvidas na etiopatogenia do CP e de dificil
quantificagdo.

As amostras de pacientes e controles avaliados para o gene polimérfico GSTP/
estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg (Beiguelman, 1995). Assim, os controles foram
adequados para a avaliagdo da freqiiéncia do polimorfismo génico na populacdo geral e,
conseqiientemente, para a comparacdo com a freqiiéncia obtida em pacientes com CP
(tabela 13).

Recentes estudos examinando a associacdo entre o gene GSTPI e o CP, ndo
encontraram  associagdo  estatisticamente  significante =~ com  esta  patologia
(Schneider et al, 2004), resultado este, parecido com o estudo proposto, onde nao foi
encontrado associacao com o CP (P=0,87).

Nos estudos de Miller et al., 2002, em uma populacdo de Boston, a freqii€éncia
da populagdo- controle foi de 44%, 46% e 10% para os gendtipos lle/lle, lle/Val e Val/Val,
respectivamente. Freqiiéncias estas muito parecidas com os nossos resultados em pacientes
com CP: 41,0% (Ile/lle), 46.5% (lle/Val) e 12,5% (Val/Val) e também com 0S nossos
controles: 39,8% (Ile/lle), 48,9% (Ile/Val) e 11,4% (Val/Val). Estas freqiiéncias acima
citadas foram um pouco diferentes das encontradas em uma populacdo Tailandesa 63%
(Ile/Tle), 35% (Ile/Val) e 2% (Val/Val) segundo Lee et al. (2000), mas similar a observada
nos controles normais em Japoneses e Tailandeses (Morita et al., 1998; Watson et al.,
1998).

A correlacdo dos polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTTI na forma isolada
(Tabela 14) e combinada (tabelas 15) com as varidveis clinicas do estudo, nos pacientes
com CP, ndo mostraram diferencas nas freqiiéncias deste gene isolado ou combinado, nas
varidveis: idade (<64 anos, 264 anos), género (masculino, feminino), etnia (Caucasoéide,
Afro-brasileiro), tabagismo (sim, nao), histologia (CPNPC, CPPC) e estadiamento
(I+11, TIT+IV).
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Em relacdo a varidvel intensidade do tabagismo (>40 anos/mago), encontramos
no genotipo GSTTI nulo (tabela 14) um valor de P= 0,016. Este resultado se repete na
tabela 15, na forma combinada dos genétipos GSTM I nulo e GSTTI nulo, nos pacientes

que fumaram mais de 40 anos/ macgo.

Em relagdo as associacdes dos polimorfismos dos genes GSTM1 ¢ GSTPI com
variaveis clinicas do estudo, nos 200 casos de CP, ndo se encontrou nenhuma diferenca
estatisticamente significante nos resultados (tabela 16). O mesmo ocorre nas freqii€ncias

dos polimorfismos dos genes GSTT1 e GSTP1 (tabela 17).

As freqiiéncias dos polimorfismos dos genes GSTTI e GSTPI estratificadas
pelos aspectos clinicos do estudo, mostram uma correlagao dos genétipos GSTT1 nulo com
I/V+V/V do gene GSTPI em pacientes que fizeram uso de mais de 40 anos/mago com valor
de P=0,04 (tabela 18). Novamente, pelo fato de ndo haver quantificagdo do habito tabagico
no grupo-controle, pode-se apenas sugerir que esta alteracdo génica, leva a uma maior

incidéncia de CP neste grupo de tabagistas.

Os resultados do estudo proposto sdo coincidentes com a literatura. Nesta,
parece claro que os polimorfismos dos genes aqui estudados t€ém papel importante na
susceptibilidade para CP entre os Asidticos e talvez na etnia negrdide. Nos Caucasdides,
parece ndo ter esta importancia, o que foi coincidente com os resultados apresentados na
literatura. Finalmente, este estudo tem indicios que a etnia Afro-Brasileira foi mais
susceptivel ao CP, mas esta resposta talvez possa ser dada, se houver um aumento da

casuistica do grupo- controle, bem como uma melhor caracterizacdo da etnia.
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mm CONCLUSOES



e O inicio da formacdo de um banco de dados, com as freqiiéncias dos genes
metabolizadores de substincias contidas no tabaco, foram obtidos. A
comparacdo com outros estudos foi possivel, mas hi necessidade do
aumento do nimero e de uma melhor definicio dos padrdes de etnia no

grupo-controle.

e Os polimorfismos génicos isolados e combinados, ndo determinaram maior

risco CP neste estudo, quando comparado ao grupo-controle.

e Em relacdo a etnia, pode-se sugerir que na populacdo Afro-Brasileira
estudada, haja indicios que o polimorfismo dos genétipos TC+CC do gene
CYPIAI*2A e GSTs levou o aumento da susceptibilidade para o CP. Na

populacao caucaséide estudada, nao houve nenhuma correlacao.

e Nao houve correlagdo dos polimorfismos estudados com as outras varidveis

clinicas.

Conclusoes
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ANEXOS



ANEXO 1

Distribuic¢ao dos 200 pacientes com CP de acordo com o género, a etnia, a idade, o tipo

Pacientes
JVT
MLC
EB
AO
BAS
FGF
BPO
ARS
LM
AS
BK
JAN
MLS
VFC
AMA
BAF
ECS
LMS
NGS
SJA
1P
AF
ACF
JLS
LPC
MC
MFO
FAF
JANG
OM
NA
MAMD
AFS
BPB
BFF
BAP
NP
EAS
LFS
JFF
MPS
OGS
SABM
SFA
AF

Género

STl nL

histologico, o estadio, anos/ mago e tabagismo.

Etnia

PRSI B SR ST N WA W W W WSS W W WS W W W W W W W

Idade
70
62
71
51
58
67
61
70
85
64
71
56
69
48
70
63
76
64
46
39
69
56
53
63
78
54
74
74
63
76
62
74
59
62
45
65
63
66
52
47
66
66
45
72
61

Tipo
Histol
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
CPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
CPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC

Estadio
I+11
+1v
T+I1
I+1V
I+1V
HI+1v
HI+1v
+1V
I+11
I+11
1+1v
I+11
1+1vV
I+1I
I+1vV
1+1V
I+1V
I+11
T+I1
+1vV
I+11
I+11
I+11
I+11
I+IvV
I+IV
I+11
I+11
I+11
HI+1v
+1v
+1v
+1V
1I+1v
1I+1V
I+1I
+1V
+1vV
II+1V
I+1V
1I+1V
HI+1v
I+1I
1+1V
I+1V

Anos/mago
45
NF
50
35
30
50
18
NF
60
80
60
70
56
82
13
80
75
NF
34
10
30
40
70
86
35
35
59
25
90
40
60
NF
60
40
37
30
75
40
30
54
56
53
20
60
50

Tabagismo
S/N
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
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ESS
JIDS
JOSA
LSM
MJJC
IT
CCS
ABG
LAF
AF
ES
MLEFS
MLO
ND
JBS
AAVL
JAL
CG
OCTP
GPP
JEP
LCS
HLF
AFL
JAO
IC
LL
SRS
CBS
OR
JRPS
IBC
MACF
JPS
AU
LAC
NV
ANRF
PP
M
ASC
AMR
LFP
AR
ASM
ABS
IDS
CR
FRB
AB
LC
OovM
FBS
FGF
SG
TBP

MEELEELEEEELEHEHEEEEEEEREE 719999l mamagEE

vs)
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vs)

Zoiorrrrwiviwwwwwww s wew oo oo oo o w

vs)

CECECEACECECECEC R R

BwEE

NB

Z
Zww

Z
gEwmw

64
72
53
68
62
82
73
62
66
69
67
52
73
69
55
64
75
62
54
51
56
75
64
66
53
67
75
74
51
69
46
69
50
85
62
56
51
56
72
73
46
51
60
71
51
82
57
69
57
58
64
68
78
63
73
75

NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC

I+II
I+II
I+1v
I+II
MI+1v
MI+1v
11530
M+1V
I+1v
I+
I+II
I+II
II+1v
II+1v
II+1v
I+
I+1v
M+1V
[I+1v
M+1v
M+1v
I+1v
II+1v
I+II
I+1v
I+II
I+II
I+II
M+1v
+1v
+1v
I+II
M+1v
I+1v
+1v
MI+1v
+1v
+1v
I+
M+1v
11630
m+1v
I+II
I+II
M+1v
M+1v
I+II
I+II
+1v
I+II
I+
M+1v
+1v
I+II
I+II
I+II

25
50
35
NF
80
NF
35
NF
100
30
100
30
60
55
120
240
120
80
NF
33
50
NF
115
NF
30
NF
50
63
20
110
33
45
20
45
70
80
30
40
60
65
15
70
80
60
70
20
45
50
60
80
20
75
50
80
50
NF

SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
Nao
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
SIM
Nao
SIM
Niao
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
Nao
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EBS
SPF
DPQ
ASM
BMRC
HMLN
MMS
DC
MG
BAM
DAB
MFS
RSJ
JNM
MHB
APO
AGL
VD
IT
OMB
MISP
GF
BOP
JVE
JEP
AIM
DGF
EAR
EA
BC
OCL
AF
PRA
AA
AMGN
BEC
JAN
MAS
MAS
SM
ERA
MTSM
LCAS
AA
MCJ
LSCR
APM
GG
GGL
VGA
SEM
AM
MLS
DN
AB
AAR

S99 7SS0 amEEl™

Z
g™

Z. Z,
B P @
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TEEEEEE WS W W W W

Z Z
w w

ssllvsRiveRiveliveRiveRiveRivvRive v Moy

Z Z
w w

PR ir T wwiivwwlwwwwww

66
83
51
58
68
65
46
72
59
71
55
77
67
73
57
67
49
78
61
61
51
69
73
62
73
60
51
73
68
69
69
42
52
64
61
67
55
47
78
75
65
60
48
79
51
61
65
64
82
64
73
51
68
72
80
50

NPC
NPC
CPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
CPC
NPC
NPC
CPC
CPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
CPC
NPC

I+II
I+II
MI+1v
I+II
MI+1v
M+1v
HI+1V
I+II
+1v
I+II
I+II
I+II
I+II
II+1v
I+II
+1v
I+
I+
I+II
I+II
M+1v
I+II
I+1I
M+1v
I+1v
+1v
II+1v
I+1v
I+
I+
+1v
+1v
M+1v
II+1v
I+II
I+1v
+1v
MI+1v
I+
M+1v
HI+1V
+1v
+1v
I+II
MI+1v
M+1v
M+1v
I+II
II+1v
I+1v
I+II
M+1V
+1v
I+II
+1v
+1v

15
15
20
40
25
15
NF
80

30
70
62
40
60
20
60
NF
56
NF
48
80
50
54
48
110
90
30
50
36
75
54
56
64
80
44
20
50
38
67
55
24
NF
70
80
80
20
56
50
116
50
50
20
1,5
64
55
60

SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM

Anexos

125



MG
JRS
MLV
Al
GBS
JPC
LT
LF
JSCF
AJS
AF
MSR
WM
SPS
AOS
MTD
KDB
ELS
ACB
NC
MSS
TEM
MIDC
FMP
oM
LF
GG
JRAC
SAP
IGS
DOS
CCG
GMP
ASD
BRA
LMO
JFF
PPF
MEMB
AS
PA
SS
JFF

SS9

W W W W W W S W S W W W S o W W

67
72
52
53
62
79
76
66
71
53
76
79
54
72
67
54
54
72
54
68
52
61
65
66
68
75
73
72
61
51
56
61
67
64
74
70
60
78
53
64
74
64
58

NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
CPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
NPC
CPC
NPC
CPC
NPC

I+1v
I+1v
I+1v
I+1v
M+1v
M+1v
I+11
+1v
I+II
+1v
M+1v
I+1v
II+1v
I+1v
II+1v
+1v
+1v
MI+1v
MI+1v
+1v
M+1v
II+1v
M+1v
MI+1v
I+1v
I+II
I+1v
I+
HI+1v
HI+1v
+1v
+1v
I+II
+1v
I+II
+1v
I+1v
M+1v
M+1v
M+1v
M+1v
+1v
+1v

NF
60
30
18

NF
40
67

100

54
159
240

90
100

35

48

30
NF

80

45
46
100
100
NF
80
40
100
30
100
NF
45
100
15
44
86
200
35
180
105
52
100

Nao
SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
Nao
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
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ANEXO 11

Distribui¢ao dos 264 controles de acordo com o género, a etnia, a idade e o tabagismo

Tabagismo
Doador Género Etnia Idade S/N
MARC F B 57 NAO
PBS M B 51 NAO
MLVS F B 57 NAO
MHPS F B 51 NAO
EPT M NB 59 SIM
NPS M B 55 NAO
NGAB F B 50 NAO
MVG M B 57 SIM
AAG M B 54 SIM
FB M B 54 SIM
WMC M B 52 NAO
JEN M B 59 SIM
NMJG F B 53 NAO
IC M B 52 SIM
CD M B 54 NAO
BE M B 53 NAO
JAS M NB 51 SIM
CSF F B 52 NAO
JAN M NB 52 NAO
MPSL F B 57 NAO
JES M B 57 SIM
NS M NB 56 SIM
ET M B 55 SIM
JCAN M NB 53 NAO
JRC M B 50 NAO
DISD F B 51 SIM
Ics M B 50 NAO
MSS F NB 57 NAO
VO M B 50 SIM
MJS M B 53 NAO
LTG F B 51 NAO
JML M B 50 SIM
HIM M B 50 NAO
EPA F B 50 NAO
ADC M B 52 NAO
BFPC M NB 58 NAO
VPT M NB 50 NAO
APM M B 56 SIM
JBBM M B 51 NAO
MGB M B 54 NAO
GPS M B 51 NAO
JS M NB 50 NAO
LTO F B 58 SIM
EBN M B 52 NAO
UT M B 50 NAO
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JGAS
ASL
DAS
PAS
JGSS

JPS
JCL
JMF
IRP
LAS
oM

DAA

VSPF
JAF
JAC

CD
AD
HCL

LGO

WMS
ABS

EB
MABB
ACF
TAF
ABCM
PNOS
VA
CJF
LGT
AR
EFS
VA
ORP

MCP
JAS
HPL
JSN

AS
JSFP
FD
SFR
EFS
JPA

ACB
RRE

NC

ARP

MPM
RFM

LC
ECB
MJB

ST

LASB

oC

SEEETEE7EEEEEEEEEEEELET1EEEEEEEEEMEEEEE K9 nL

Z Z Z Z Z Z, Z Z
wwwwwwmwwwwwwwwwwwwwwwwwwmwwwmmwmwwwwwwwwwwwmmwwwwwwwwwm

55
57
53
55
52
55
53
51
56
56
50
50
56
59
58
53
52
56
57
57
51
56
51
50
50
55
56
54
52
59
50
51
55
56
50
57
58
58
51
50
52
56
52
57
56
55
51
50
59
58
56
50
58
50
55
51

SIM
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
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GTL
JVF
CAF
WF
GTS
JS
ALF

JPLF
MS
CR

AFDO
ACSR
ST

ACS

MFN
ZF

ESR
FS

JMHM
JRS
TJPR
LSS
SPB

ECL
DB

LAL
AR
Al

MRS
LG

MCT
SN

FAZ
AG

LFS

LOR

MAT
AB
JIA

FBF
RM
CM

DLS

JVR

MBM
IMLC
CCpP
TFM
AMSC
JLS

JAS2

ASF
WF
LS

MJS
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53
53
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60
51
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51
56
52
54
51
59
52
54
50
51
54
60
51
55
55
54
53
51
50
52
54
58
52
53
56
58
55
50
52
51
58
52
56
55
52
54
54
56
54
58
52
57
53
54
52
51
52
56
52
53

NAO
NAO
NAO

SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO

SIM
NAO

SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO

SIM
NAO
NAO

SIM

SIM
NAO
NAO
NAO

SIM
NAO
NAO
SIM
NAO

SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
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WAC
AB
ALR
JAS
CVS
JAR
WVS
JS
EPI
DMB
JSN
EAC
CSF
MSF
CMC
BA
MSOR
EF
MPSG
GMC
NRP
MJC
TAF
SCM
MDAL
DAA
MVCN
1ZS
ASS
LFC
MLGF
MGR
MCS
FB
UFL
DAC
DGN
ADCN
FFG
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GDB
MCM
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60
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58
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60
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53
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53
55
50
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53
55
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56
62
78
56
59
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53
75
63
55
62
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79
51
60
52
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79
63
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58
50

NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
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NAO
NAO
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JDF
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MAV
FWCO
MFS
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MDS
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51
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61
52
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52
56
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54
56
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SIM
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NAO
NAO
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NAO
NAO

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
NAO

SIM
NAO

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
NAO
NAO

SIM

SIM
NAO

SIM

SIM

SIM

SIM
NAO

SIM
NAO
NAO
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ANEXO 111

Genotipagem dos genes polimoérficos GSTP1#*B, GSTM1, GSTTI e CYPIAI*2A em

pacientes com CP.

Pacientes GSTPI*B GSTM1 GSTTI CYPI*2A
VT lle/Val nulo presente SELV
MLC lle/Val presente presente SELV
EB Ile/Val presente presente SELV
AO Ile/Tle presente nulo SELV
BAS Ile/Tle nulo presente HETERO
FGF Ile/Tle presente presente SELV
BPO Ile/Val nulo presente SELV
ARS Ile/Val nulo presente SELV
LM Ile/Val nulo presente SELV
AS Val/Val presente presente HETERO
BK Ile/Val presente presente SELV
JAN Ile/Val presente presente HETERO
MLS Ile/Val nulo presente HETERO
VFC Ile/Val presente presente SELV
AMA Ile/lle presente presente HETERO
BAF Ile/Val presente presente SELV
ECS lle/Val presente presente HETERO
LMS Ile/lle presente presente HETERO
NGS Ile/lle nulo presente HETERO
SJA Ile/Val presente presente SELV
1P Val/Val nulo presente HETERO
AF Ile/lle nulo presente HETERO
ACF Ile/Val presente presente HETERO
JLS Ile/Tle nulo presente HETERO
LPC Val/Val nulo presente SELV
MC Ile/Tle nulo presente SELV
MFO Val/Val presente nulo HETERO
FAF Ile/Val nulo presente HETERO
JANG Ile/lle nulo presente SELV
OM Ile/lle presente presente SELV
NA Ile/Val presente presente SELV
MAMD Ile/lle presente presente MUTANTE
AFS Val/Val presente presente HETERO
BPB Ile/lle presente presente HETERO
BFF Ile/Val presente presente SELV
BAP Ile/lle nulo presente HETERO
NP Ile/lle presente presente SELV
EAS Val/Val nulo presente SELV
LFS Ile/le presente nulo HETERO
JFF Ile/lle presente presente HETERO
MPS Ile/Tle presente presente HETERO
OGS Ile/Val nulo presente HETERO
SABM Ile/Val presente presente SELV
SFA Ile/Val presente presente HETERO
AF Ile/lle presente presente MUTANTE
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ESS Ile/Val nulo presente SELV
JIDS Ile/Val nulo presente SELV
JOSA Ile/Tle presente presente HETERO
LSM Ile/Tle nulo presente HETERO
MIJIC Ile/Val presente nulo SELV
IT Ile/Val presente presente SELV
CCS Val/Val presente presente HETERO
ABG Ile/Val presente presente SELV
LAF Ile/Val presente presente HETERO
AF Ile/Val nulo presente HETERO
ES Ile/lle presente presente SELV
MLFS Ile/Tle presente presente SELV
MLO Ile/Val nulo nulo SELV
ND Ile/lle nulo presente HETERO
JBS Ile/Val presente presente HETERO
AAVL Val/Val presente presente SELV
JAL Ile/Val nulo presente HETERO
CG Ile/Val presente presente SELV
OCTP Ile/lle nulo presente HETERO
GPP Ile/lle presente presente HETERO
JEP Ile/lle presente nulo SELV
LCS Ile/Val presente presente SELV
HLF Ile/lle presente nulo SELV
AFL Ile/Val presente presente SELV
JAO Ile/Tle presente nulo HETERO
IC Ile/Tle presente presente HETERO
LL Ile/Tle presente presente HETERO
SRS Ile/Val presente presente HETERO
CBS Ile/Val nulo presente MUTANTE
OR Ile/Val nulo nulo SELV
JRPS Ile/Val nulo presente SELV
IBC Val/Val nulo presente SELV
MACF Ile/Tle nulo presente SELV
JPS Val/Val nulo presente HETERO
AU Ile/Val presente nulo SELV
LAC Ile/lle nulo presente SELV
NV Ile/Ile presente presente HETERO
ANRF Ile/Val nulo presente SELV
PP Ile/lle nulo presente SELV
IM Ile/Val nulo presente HETERO
ASC Ile/lle presente presente MUTANTE
AMR Ile/Val presente presente SELV
LFP Ile/lle presente presente HETERO
AR Ile/lle presente presente SELV
ASM lle/Val presente nulo HETERO
ABS Ile/Val presente presente MUTANTE
JDS Val/Val nulo nulo HETERO
CR le/Tle nulo presente HETERO
FRB Ile/le presente presente SELV
AB Ile/lle presente presente SELV
LC Ile/Tle nulo presente SELV
OovVM Ile/Tle presente presente SELV
FBS Ile/Val presente presente SELV
FGF Ile/Tle presente presente SELV
SG Ile/lle presente presente SELV
TBP Val/Val nulo presente SELV
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EBS lle/Val nulo presente SELV
SPF Ile/Val presente presente HETERO
DPQ Ile/Val nulo presente SELV
ASM Val/Val presente presente SELV
BMRC Ile/Ile nulo presente HETERO
HMLN Ile/lle presente presente SELV
MMS Val/Val nulo presente SELV
DC Ile/Val nulo presente HETERO
MG Ile/Val nulo presente HETERO
BAM Ile/Val nulo presente HETERO
DAB Ile/Val nulo presente SELV
MFS Ile/Val nulo presente SELV
RSJ Ile/Val presente presente SELV
INM Ile/Val presente presente SELV
MHB Val/Val presente presente MUTANTE
APO Ile/Val presente presente HETERO
AGL Ile/Val presente presente SELV
VD Ile/Val nulo nulo SELV
IT Ile/Val nulo presente HETERO
OMB Ile/Val nulo presente HETERO
MIJSP Ile/Val nulo presente SELV
GF Ile/lle nulo presente HETERO
BOP Val/Val presente presente SELV
JVE Ile/lle presente presente SELV
JEP Ie/Tle presente nulo SELV
AIM Ile/Tle nulo presente HETERO
DGF Ile/Tle nulo presente MUTANTE
EAR Ile/lle presente presente MUTANTE
EA Ile/lle presente presente SELV
BC Ile/Val nulo presente SELV
OCL Ile/Val nulo presente HETERO
AF Ile/Val presente presente SELV
PRA Val/Val nulo presente SELV
AA Tle/Val nulo nulo HETERO
AMGN Ile/Val nulo presente HETERO
BEC Ile/Val presente presente HETERO
JAN Ile/val nulo nulo SELV
MAS Ile/Val nulo presente SELV
MAS Ile/Val presente presente SELV
SM Ile/lle nulo presente MUTANTE
ERA Val/Val presente nulo HETERO
MTSM Ile/Ile presente presente HETERO
LCAS Ile/Tle nulo nulo SELV
AA Ile/Val presente presente SELV
MCJ Ile/lle nulo presente SELV
LSCR Ile/Val presente presente HETERO
APM Ile/Val presente nulo SELV
GG Ile/Val nulo nulo SELV
GGL Ile/lle presente presente SELV
VGA lle/Val nulo presente HETERO
SEM Ile/Val presente presente SELV
AM Ile/Tle nulo presente SELV
MLS Ile/Val presente presente HETERO
DN Ile/Tle presente presente SELV
AB Ile/lle nulo nulo SELV
AAR Ile/Tle nulo nulo HETERO
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MG Ile/lle nulo presente SELV
JRS Ile/Val presente presente SELV
MLV Ile/Val presente presente SELV
Al Ile/Tle nulo presente SELV
GBS Val/Val presente presente SELV
JPC Ile/Val nulo presente HETERO
LT Ile/lle nulo nulo SELV
LF Ile/lle nulo presente SELV
JSCF Ile/Val nulo presente SELV
AJS Val/Val presente presente SELV
AF Val/Val nulo presente SELV
MSR Ile/Tle nulo presente HETERO
WM Ile/lle presente presente SELV
SPS Ile/Val presente presente MUTANTE
AOS le/lle nulo presente HETERO
MTD Ile/lle nulo presente SELV
KDB Ile/lle presente presente SELV
ELS Ile/Ile presente presente MUTANTE
ACB Ile/Val nulo presente HETERO
NC Ile/Val nulo presente SELV
MSS Ile/Val presente presente HETERO
TEM Ile/lle presente presente HETERO
MIDC Ile/Val presente presente SELV
FMP Val/Val presente nulo SELV
OM Ie/Tle nulo presente SELV
LF Ile/Val presente presente HETERO
GG Ile/Val nulo presente SELV
JRAC Ile/Val presente presente SELV
SAP Ile/lle presente presente SELV
IGS Ile/lle nulo presente SELV
DOS Ile/Val nulo nulo SELV
CCG Ile/Tle presente presente HETERO
GMP Ile/Tle presente nulo HETERO
ASD Val/Val nulo presente HETERO
BRA Ile/Val nulo presente SELV
LMO Val/Val presente presente SELV
JFF Ile/Val presente nulo SELV
PPF le/lle presente presente SELV
MEMB Ile/lle presente presente SELV
AS Ile/Val nulo presente HETERO
PA Val/Val nulo presente SELV
SS Ile/Val presente presente HETERO
JFF Ile/lle nulo presente HETERO
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ANEXO IV

Genotipagem dos genes polimoérficos GSTP1*B, GSTM1, GSTTI e CYPIAI*2A em

Doador
MARC
PBS
MLVS
MHPS
EPT
NPS
NGAB
MVG
AAG
FB
WMC
JFN
NMIJG
JC
CD
BE
JAS
CSF
JAN
MPSL
JES
NS
ET
JCAN
JRC
DISD
JCS
MSS
VO
MIS
LTG
JML
HIM
EPA
ADC
BFPC
VPT
APM
JBBM
MGB

GSTPI*B
Val/Val
Val/Val

Ile/Val
Val/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Val/Val
Ile/Tle
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Tle
Ile/Tle
Ile/Val
Ile/Ile
Ile/Val
Val/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Tle
Ile/Ile
Ile/Tle
Ile/Ile
Ile/Val
Ile/Ile
Ile/Ile
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Val/Val
Ile/Val
Ile/Ile
Ile/Tle
Ile/Val
Ile/Val

controles:

GSTM1 GSTT1
nulo presente
nulo presente

presente presente

presente presente
nulo presente
presente presente
nulo presente
nulo presente
presente presente
presente presente
nulo presente
presente presente
nulo presente
nulo presente
nulo presente
presente presente
nulo presente
nulo presente
presente nulo
nulo presente
nulo nulo
nulo presente
nulo presente
presente presente
presente presente
nulo presente
presente nulo
presente presente
nulo presente
presente presente
presente presente
nulo presente
nulo presente
nulo nulo
nulo presente
presente presente
nulo presente
nulo presente
nulo presente
nulo presente

CYPI*2A
SELV
HETERO
SELV
SELV
HETERO
HETERO
SELV
SELV
SELV
HETERO
SELV
SELV
HETERO
HETERO
SELV
HETERO
HETERO
SELV
SELV
HETERO
SELV
SELV
SELV
HETERO
SELV
SELV
SELV
SELV
SELV
MUTANTE
SELV
SELV
SELV
HETERO
HETERO
HETERO
HETERO
MUTANTE
SELV
HETERO
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GPS Ile/lle presente nulo SELV
JS Ile/Val presente presente SELV
LTO Ile/Val nulo presente HETERO
EBN Ile/Val presente presente HETERO
uT lle/Val presente presente SELV
JGAS Ile/Val presente nulo HETERO
ASL Ile/Val presente nulo MUTANTE
DAS Ile/lle nulo presente SELV
PAS Ile/lle nulo presente SELV
JGSS Ile/lle nulo presente SELV
JPS Ile/Val nulo presente SELV
JCL Ile/Val presente nulo SELV
JMF lle/Val presente presente SELV
IRP lle/Val presente presente HETERO
LAS Ile/Val nulo presente SELV
OM Ile/Val nulo presente SELV
DAA Val/Val nulo nulo SELV
VSPF Ile/Val nulo nulo SELV
JAF Val/Val presente presente SELV
JAC Ile/lle presente nulo HETERO
CD Ile/lle presente presente SELV
AD Ile/lle presente presente SELV
HCL Ile/lle nulo presente SELV
LGO Ile/Val nulo presente SELV
WMS Ile/Val presente presente SELV
ABS Ile/Val nulo presente SELV
EB Ile/Tle presente nulo HETERO
MABB Ile/Val presente presente SELV
ACF Val/Val presente nulo SELV
TAF Ile/Val nulo presente SELV
ABCM Ile/lle nulo presente SELV
PNOS Ile/lle nulo presente SELV
VA Te/lle presente presente SELV
CJF Ile/Val presente nulo SELV
LGT Ile/lle presente presente SELV
AR Ile/Val nulo presente SELV
EFS lle/Val presente nulo SELV
VA Ile/Val nulo presente SELV
ORP Ile/Val nulo presente HETERO
MCP Val/Val presente nulo SELV
JAS Ile/lle presente nulo SELV
HPL Ile/Val nulo presente HETERO
JSN Ile/lle presente presente SELV
AS Ile/Val presente nulo SELV
JSFP lle/Val presente presente HETERO
FD Val/Val presente presente SELV
SFR Ile/Val presente presente SELV
EFS Ile/Val presente presente HETERO
JPA Ile/lle nulo presente HETERO
ACB Ile/Val presente presente SELV
RRE Ile/lle presente presente HETERO
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NC
ARP
MPM
RFM
LC
ECB
MJB
ST
LASB
oC
GTL
JVF
CAF
WF
GTS
JS
ALF
KK
JPLF
MS
CR
AFDO
ACSR
ST
ACS
MFN
ZF
ESR
FS
JMHM
JRS
TJPR
LSS
SPB
ECL
DB
LAL
AR
Al
MRS
LG
MCT
SN
FAZ
AG
LFS
LOR
MAT
AB
JIA
FBF

Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Tle
Val/Val
Ile/Val
Ile/Ile
Ile/Ile
Ile/Val
Ile/Val
Val/Val
Ile/Val
Ile/Ile
Ile/Ile
Val/Val
Ile/Val
Ile/Val
Val/Val
Ile/Ile
Ile/Val
Val/Val
Ile/Val
Val/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Tle
Ile/Val
Ile/Ile
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Tle
Ile/1le
Ile/Val
Ile/Ile
Ile/Tle
Val/Val
Ile/Tle
Ile/lle
Ile/Tle
Ile/Val
Ile/Ile
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Tle

nulo
nulo
nulo
presente
nulo
presente
presente
nulo
nulo
presente
presente
presente
presente
nulo
presente
nulo
presente
presente
presente
nulo
nulo
nulo
presente
nulo
presente
presente
presente
nulo
nulo
nulo
presente
nulo
nulo
presente
presente
nulo
presente
nulo
presente
presente
nulo
nulo
nulo
nulo
presente
presente
presente
presente
presente
presente
nulo

presente
presente
presente
presente
nulo
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
nulo
presente
presente
presente
nulo
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
nulo
presente
presente
nulo
presente
nulo
presente
presente
nulo
presente
presente
presente
presente
presente
nulo
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente

HETERO
SELV
SELV
SELV
SELV

HETERO

HETERO

HETERO

HETERO

HETERO
SELV

HETERO
SELV
SELV

HETERO

MUTANTE
SELV
SELV

HETERO

HETERO

HETERO
SELV
SELV
SELV

HETERO
SELV
SELV
SELV
SELV
SELV
SELV
SELV

HETERO
SELV
SELV
SELV

HETERO
SELV
SELV
SELV

HETERO

HETERO

HETERO
SELV
SELV
SELV

HETERO
SELV
SELV
SELV
SELV
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RM Ile/Tle presente presente SELV
cM Ile/Val nulo presente SELV
DLS Ile/Val nulo presente SELV
JVR Val/Val presente presente SELV
MBM Ile/Val nulo presente HETERO
IMLC le/Tle presente nulo HETERO
CCP Ile/Tle nulo nulo SELV
TFM Ile/Val presente nulo SELV
AMSC Val/Val presente presente HETERO
JLS Ile/Val presente presente SELV
JAS2 Ile/lle nulo presente SELV
ASF Ile/Val nulo presente HETERO
WF Val/Val nulo presente SELV
LS Ile/Val nulo presente HETERO
MJS Ile/Tle presente presente HETERO
WAC Val/Val presente presente HETERO
AB Ile/Tle nulo presente SELV
ALR Ile/Val presente presente SELV
JAS Val/Val presente presente MUTANTE
CVS Ile/le presente presente HETERO
JAR Val/Val presente presente SELV
WVS Ile/Val presente presente HETERO
JS Val/Val nulo nulo SELV
EPI Ile/lle presente presente MUTANTE
DMB Ile/val presente nulo HETERO
JSN Ile/Tle presente presente SELV
EAC Ile/val presente presente HETERO
CSF Ile/Val presente presente SELV
MSF Ile/lle presente presente SELV
CMC Ile/Ile presente presente SELV
BA Ile/Tle nulo presente HETERO
MSOR Ile/Val presente presente HETERO
EF Ile/lle nulo presente SELV
MPSG Ile/Val presente nulo SELV
GMC Ile/lle presente presente SELV
NRP Ile/Val nulo presente HETERO
MIC Ile/lle presente nulo SELV
TAF Ile/Val nulo presente SELV
SCM Ile/Tle presente presente HETERO
MDAL Ile/lle nulo nulo SELV
DAA Ile/lle nulo presente SELV
MVCN Ile/lle presente presente SELV
1ZS Ile/lle presente presente SELV
ASS Ile/Val nulo presente HETERO
LFC Ile/Val presente presente HETERO
MLGF lle/Val nulo presente SELV
MGR Ile/Val presente presente SELV
MCS Ile/Tle presente presente SELV
FB Ile/1le presente presente HETERO
UFL Ile/Val presente presente SELV
DAC Ile/Val presente presente HETERO
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DGN Val/Val presente presente HETERO
ADCN Ie/lle nulo presente SELV
FFG Ile/lle presente presente SELV
IL Ile/Val presente presente SELV
HAS Ile/Val presente presente HETERO
VLDM Ile/Val nulo presente HETERO
LMBS Val/Val nulo presente HETERO
NC Ile/Tle nulo presente HETERO
GDB Ile/Val presente presente HETERO
MCM Ile/Val presente presente SELV
MLS Ile/Val nulo presente HETERO
AMF Ile/lle nulo presente HETERO
JCN Ile/lle presente presente MUTANTE
AJG Ile/lle nulo presente SELV
ELS Ile/lle presente presente SELV
ATS Ie/Tle nulo presente SELV
JPS Ile/lle nulo presente HETERO
EP Ile/Val nulo presente SELV
ILM Ile/Val presente presente SELV
JSD Ile/Val presente presente SELV
DESA Val/Val nulo presente HETERO
BSO Ile/lle nulo presente HETERO
MTBG Ile/lle nulo presente SELV
MSMR Ile/lle presente presente HETERO
LPS Ile/Val presente presente SELV
MIMS Ile/Tle nulo presente HETERO
ISA Ile/Ile presente presente HETERO
JAB Ile/lle nulo presente HETERO
MZ Ile/lle nulo presente SELV
MLS Ile/le presente presente HETERO
NSD Ile/Val nulo presente HETERO
IFL Ile/Val presente presente SELV
JAC Ile/lle nulo presente SELV
DFCA Ile/Val presente presente HETERO
PFC Ile/Val presente presente SELV
MCPP Ile/Val nulo presente SELV
MLB Ile/Val presente presente SELV
ESF Ile/Val nulo presente SELV
JBC Ile/Val presente presente SELV
BAS Ile/lle nulo presente SELV
VP Val/Val presente presente SELV
JAB Ile/lle presente presente SELV
JDF Ile/lle nulo presente SELV
JAO Ile/Val presente presente SELV
RM lle/Val nulo presente SELV
MAV Ie/Tle nulo presente SELV
FWCO Ile/lle presente presente HETERO
MFS Ile/Val nulo presente HETERO
FM Ile/Val nulo presente MUTANTE
ESF Ile/Val presente presente SELV
MMS Ile/lle presente presente MUTANTE
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M
LSS
JPC
LDG

SV

ACDG
CBL
EMF
MV
LAS

MCBF
MDS

MFRV

MLAC

MLSL
OPS
SBSF

TABM
VSC
ZVS

Ile/Tle
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Tle
Ile/Ile
Ile/Val
Ile/Ile
Ile/Val
Ile/Val
Ile/Tle
Ile/1le
Ile/Val
Val/Val
Ile/Ile
Ile/Tle
Ile/Tle
Ile/Tle
Ile/1le
Ile/Ile
Ile/Ile

nulo
nulo
nulo
nulo
nulo
nulo
presente
nulo
presente
presente
presente
nulo
nulo
nulo
nulo
presente
nulo
presente
nulo
nulo

presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente
presente

SELV
SELV
HETERO
HETERO
SELV
SELV
HETERO
HETERO
SELV
HETERO
HETERO
SELV
SELV
SELV
HETERO
HETERO
SELV
HETERO
SELV
HETERO
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ANEXOV

Carta de consentimento pés — informacao a ser obtida dos pacientes, para
participacdo no estudo intitulado ‘Influéncia dos Polimorfismos dos Genes
CYP1A1#2A, GSTM1, GSTT1, GSTP1*B e do Gene p53 (Cédon 72) na

Susceptibilidade ao Cancer de Pulmao”

Nome do PACIENTLE: ............oooiiiiiiiiiie e e Idade..............
anos RG:..ooi HC: ...
| D) 111 L) (T SRS PSP
Nome do responsavel legal (se paciente incapacitado): .......ccccoevvvvvieniieenieennen.
RG:..oo, Grau de parentesco:..............ccocceeveiiiiienieiiiienieeieene
ENAEIECO: ...ttt et e e et e et e ettt e st e e st e e sb e e et e e abeeeaee

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei uma amostra de sangue
(volume: 12 ml) a ser colhida em veia de um dos bragos. Estou ciente de que este sangue
sera utilizado para a avaliacdo de uma predisposicao familiar para o desenvolvimento de
cancer de pulmao. Estou ciente de que nao terei prejuizos com a realizacao destes exames.
Estou ciente que serei avisado por carta ou telefone se for constatado que apresentei a
predisposi¢do genética ao cancer de pulmao. Essa ¢ uma area que estd em grande evolugao,
portanto, caso eu permita, o material restante podera ser utilizado para novos estudos
genéticos na doenca. Sei que qualquer outro estudo que utilize esse material, primeiro
devera ser aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da

UNICAMP ¢ na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Sei que posso sair do estudo a

Anexos

142



qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar o meu tratamento na UNICAMP. Sei ainda,
que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Se tiver qualquer
davida sobre o estudo poderei procurar o Prof. Dr. Lair Zambon, na Disciplina de
Pneumologia, Tel: 3521-8916, 3521-7907. Se tiver reclamagdes sobre qualquer
procedimento do estudo, poderei procurar a secretaria do Comité de Etica do Hospital das
Clinicas UNICAMP, Tel: 3521- 8936. Eu li/ouvi o contetido deste termo ¢ recebi

esclarecimentos sobre as minhas dividas oralmente.

Assinatura do paciente

.......................................................................... Assinatura do responsavel legal

Assinatura do pesquisador legal

Campinas,.......... v [ oo
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ANEXO VI

Carta de consentimento p6s — informacdo a ser obtida dos individuos
controle, para participacdo no estudo intitulado “Influéncia dos Polimorfismos dos
Genes CYP1A1*%2A, GSTM1, GSTT1, GSTP1*B e do Gene p53 (Cédon 72) na

Susceptibilidade ao Cancer de Pulmao”

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei informagdes sobre a
ocorréncia de cancer de pulmao em meus familiares e uma amostra de sangue a ser colhida
em veia de um dos bragos (volume: 12 ml). Estou ciente que este material sera utilizado
para a avaliagdo de uma predisposicao familiar para o desenvolvimento de céancer de
pulmao. Estou ciente de que ndo terei prejuizos com a realizagdao deste exame. Estou ciente
que serei avisado por carta ou telefone se for constatado que apresentei a predisposicdo
genética ao cancer de pulmao. Essa ¢ uma area que esta em grande evolugdo, portanto, caso
eu permita, o material restante podera ser utilizado para novos estudos genéticos na doenca.
Sei que qualquer outro estudo que utilize esse material, primeiro devera ser aprovado no
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP e na
Comissio Nacional de Etica em Pesquisa. Sei que posso sair do estudo a qualquer momento
e que isto ndo vai prejudicar o meu atendimento na UNICAMP. Sei ainda, que meus dados
pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Se tiver qualquer duvida sobre o

estudo poderei procurar o Prof. Dr. Lair Zambon, na Disciplina de paneumologia, Tel:
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3521-8916 e 3521-7907. Se tiver reclamagdes sobre qualquer procedimento do estudo,
poderei procurar a secretaria do Comité de Etica do Hospital das Clinicas UNICAMP. Tel:
3521-8936. Eu li/ouvi o contetido deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas

duvidas oralmente.

OBS: desejo receber a informagdao que tenho uma predisposicao genética ao

cancer de pulmao? __ sim nao

Assinatura do paciente

Assinatura do responsavel legal

Assinatura do pesquisador legal

Campinas,........... [ e [ e




ANEXO VII

Quadro 1 - Sistema TNM: caracteristica do tumor (T)

TO Sem evidéncia de tumor primario.

Tumor primario ndo pode ser avaliado ou tumor comprovado pela presenga de células

TX malignas em escarro ou em lavado bronquico mas ndo visualizado por imagens ou
broncoscopia.
TIS Carcinoma in situ.

Tumor < 3 cm em sua maior dimensao, cercado por pulmao ou pleura visceral, sem
T1 evidéncia broncoscopica que comprove invasdo mais proximal que um bronquio

lobar (i.e., ndo no bronquio principal).

Tumor com quaisquer das seguintes caracteristicas de tamanho e extensao:
[1 >3 cm na sua maior dimensao

T2 [J Envolve bronquio principal, > 2 cm distalmente a carina

[J Invade pleura visceral.

[1 Associado & atelectasia ou pneumonite obstrutivas que se estende a regido hilar,

mas ndo envolve todo um pulmao.

Tumor de qualquer tamanho que diretamente invade qualquer das seguintes
estruturas: parede toracica (incluindo o tumor de sulco superior), diafragma, pleura
T3 mediastinal, pericardio parietal; tumor no bronquio principal <2 cm distal a carina,
mas sem envolvimento da carina ou tumor associado a atelectasia ou pneumonite

obstrutiva de todo um pulmao.

Tumor de qualquer tamanho que invade: mediastino, coragdo, grandes vasos,

traquéia, esdfago, corpo vertebral, carina; tumor com derrame pleural ou pericardico
T4
maligno, ou com noédulo satélite ao tumor no mesmo lobo do tumor primario

(ipsilateral).
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Quadro 2 — Sistema TNM: caracteristica dos linfonodos (N)

NO Sem metastases em linfonodos regionais.
N1 Metastases para linfonodos peribronquicos e/ou hilares ipsilaterais, e nodulos
intrapulmonares envolvidos por extensdo direta do tumor primario.
N2 Metastases para linfonodos mediastinais e/ou subcarinais ipsilaterais.
N3 Metastases para linfonodos mediastinais contralaterais, hilares contralaterais,
ipsilaterais ou contralaterais escalénicos ou supra-claviculares. (s).
Quadro 3 — Sistema TNM: caracteristicas das metéstases (M)
MO Metastases distantes ndo conhecidas.
M1 Metastases distantes presentes com sitio especificado (ex.: cérebro).
Distribui¢ao do Sistema TNM por Estadios
Estadio X NX MX
Carcinoma Oculto X ? ?
Estadio 0 Is
Estadio I a 1 0 0
Estadio I b 2 0 0
Estadio II a 1 1 0
2 1 0
Estadio IT b
3 0 0
3 1 0
Estadio I1I a
1-3 2 0
Qualquer T 3 0
Estadio III b
T4 Qualquer N 0
Estadio IV Qualquer T Qualquer N 1
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