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RESUMO

O desenvolvimento da cirrose hepética alcoélica deve envolver fatores
herdaveis, visto que, no maximo 30% dos etilistas a desenvolvem. Assim, é intensa
a busca por marcadores genéticos dessa predisposigao, focalizando, principalmente
os genes envolvidos no metabolismo de xenobidticos, tais como aqueles que
codificam as enzimas do glutatido-S-transferase e citocromo P450, que realizam
destoxificagdo e ativagdo de produtos quimicos, respectivamente.

Os genes GSTT1, GSTM1, CYP2D6 e CYP2E1 estao envolvidos no
metabolismo do tabaco e do 4lcool. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar,
por PCR e PCR/RFLP, a distribuicao de polimorfismos nesses genes no DNA de uma
populacdo miscigenada do estado de Sao Paulo (Ct, n=226), etilistas-cirréticos (EC,
n=136) e etilistas nao-cirréticos (ENC, n=74). Todavia, os alelos CYP2D6*3,
CYP2D6*4 e CYP2D6*5 foram investigados somente em 46 EC, 49 ENCe 35 Ct. O
alelo CYP2D6*3 ocorreu menos freqiientemente na amostra Ct que naquelas de
etilistas (p<0,05). Adicionalmente, a freqiiéncia desse alelo foi de 0,17 na amostra Ct,
maior que aquelas descritas para europeus e norte-americanos.

A freqiiéncia de GSTT1 nulo néo diferiu entre as trés amostras enquanto o
GSTM1 nulo foi detectado em 52,9% da amostra EC, diferindo significativamente da
amostra ENC (37,8%; p=0,036). A presenga de ambos os genes prevaleceu na amostra
ENC, principalmente entre fumantes (p=0,01), sugerindo que os genes GSTT1 e
GSTM1 conferem protegio contra a cirrose alcodlica.

Os alelos CYP2E1*c2 e CYP2E1*C foram identificados, respectivamente, em
12,8% e 22% da amostra EC. Esses valores nao diferiram do observado para a amostra
ENC (CYP2E1*c2 = 10,8% e CYP2E1*C = 26,8%) nem para a Ct (CYP2E1*c2 = 14%
e CYP2E1*C = 23,6%). Todavia, quando combinados os genes GSTT1, GSTM1 e
CYP2E1, a frequiéncia de seus alelos selvagens foi maior em ENC que em EC (40,8%
vs 22,9%; Odds ratio= 2,3; p=0,01). Essa diferenca foi amplificada quando foram
considerados somente os individuos fumantes de ambos os grupos (p=0,004).

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem a existéncia de um efeito
sinérgico dos alelos selvagens desses genes na protegdo contra a cirrose alcoélica,
evidenciando um interacdo gene-gene e gene-ambiente na suscetibilidade & essa
doenga.
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ABSTRACT

The development of alcohol-related liver cirrhosis may involve genetic
factors since this disease affects around 30% of the alcohol abusers. In this manner,
there is an intense search of the genetic biomarkers for cirrhosis susceptibility,
focusing on xenobiotics metabolizing genes, such as those codifying for the
glutathione-S-transferase and cytochrome P450 enzymes that play a role in chemical
detoxification and activation, respectively.

The GSTT1, GSTM1, CYP2E1 and CYP2D6 genes are involved in tobacco and
alcohol metabolism. The aim of this study was to investigate, by PCR and PCR/RFLP
techniques, the distribution of polymorphisms for these genes in DNA samples of a
Sao Paulo State population where miscegenation is a predominant feature (control
sample, n=226) and in heavy drinkers with (n=136) and without (n=74) liver
cirrhosis. However, the CYP2D6*3, CYP2D6*4 and CYP2D6*5 alleles were only
searched in 46 cirrhotics, 49 non-cirrhotic and 35 controls. The CYP2D6*3 allele was
significantly under-represented in the controls, compared to both samples of alcohol
abusers (p<0.05). In addition, the frequency of this allele was 0.17 in this control
sample, higher than those reported for Europeans and North Americans.

GSTT1 null genotype prevalence was similar in the three groups, while the
GSTM1 null genotype was detected in 52.9% of the cirrhotic and in 37.8% of the non-
cirrhotic individuals (p=0.036). The presence of both genes was more frequent in the
non-cirrhotic sample, mainly in smokers (p=0.01). This fact suggested that GSTT1
and GSTM1 wild type alleles may give protection against alcoholic cirrhosis.

The CYP2E1*c2 and CYP2E1*C alleles were detected, respectively, in 12.8%
and 22% of the cirrhotic individuals. These frequencies do not differ of those
observed in non-cirrhotic alcohol abusers (CYP2E1*c2 = 10.8% and CYP2E1*C =
26.8%) or in the control sample (CYP2E1*c2 = 14% and CYP2E1*C = 23.6%).
Nevertheless, the frequency of the genotypic combination for the wild-type alleles of
the GSTT1, GSTM1 and CYP2E1 genes was higher in the non-cirrhotic group than in
the cirrhotic one (40.8% versus 22.9%; odds ratio=2.3; p=0.01). This difference was
increased when only smokers from these two groups were compared (p=0.004).

The present study puts forward for consideration a protective and
synergistic effect of the wild-type alleles of these genes concerning alcoholic
cirrhosis, making clear a gene-gene and an environmental-gene interaction when the
cirrhosis susceptibility is taken in account.



I- INTRODUCAO

O consumo de alcool é extremamente heterogéneo entre os diversos paises
do mundo, sendo influenciado por habitos culturais e religiosos. O consumo médio
mundial é de 9 gramas de etanol por pessoa por dia, equivalendo-se a 3% do total
necessario de energia. O menor consumo, inferior a 1% da energia didria, é registrado
em alguns paises de baixa renda na Asia, Oriente Médio e Norte da Africa, enquanto
os maiores consumos sao registrados na Europa, em paises como Franga, Itdlia e

Portugal, onde o consumo de 4lcool corresponde a cerca de 10% da energia diéria.

Em geral, a maior parte do alcool é ingerida por homens e seu consumo em
sub-grupos de uma populagdo pode variar de zero a 25% da energia diéria, este
ultimo nivel caracterizando os abusadores de alcool ou etilistas, que fazem uma
ingestdo cronica didria de cerca de 70g de alcool, o que corresponde a cerca de dois
litros de cerveja, uma garrafa de vinho ou quatro doses de destilados como cachaga
e uisque (WORLD CANCER RESEARCH FUND & AMERICAN INSTITUTE FOR
CANCER RESEARCH, 1997).

O uso cronico ou esporddico do &lcool tem efeito imediato sobre o
comportamento humano, existindo uma correlacao linear entre seu consumo e orisco
para mortes por causas violentas, como suicidio, homicidio e acidentes, aumentando
o indice de mortalidade para 3,6 vezes maior que o esperado (PELL & D’ALONZO,
1973). Esse composto também promove efeitos metabdlicos e fisiolégicos no
individuo. Como conseqiiéncia, diante de uso crénico de alcool praticamente todos
os sistemas de 6rgdos humanos sofrem o efeito téxico do 4lcool, de modo que o
etilismo esta fortemente associado ao desenvolvimento de intimeras doencas crénicas
que afetam o figado, o sistema cardiovascular, podendo ainda promover neuropatias,

encefalopatias, desnutrigdo e cAncer (MONSON & LYONS, 1975; SHERLOCK, 1982).

O metabolismo do etanol fornece 7,1 kcal/g, portanto, em etilistas é habitual

a dieta de baixo valor nutritivo e calérico promovendo a desnutricdo priméria.
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Adicionalmente, observa-se a desnutrigao secundaria por ma-digestdo e ma-absorgao,
que sdo conseqiiéncias diretas da agdo do etanol sobre a mucosa gastrintestinal
(MEZEY, 1978; LIEBER & DE CARLI, 1991; CAREGARO et al., 1996), de modo que a
desnutrigao protéica é observada na grande maioria dos etilistas avaliados. Durante
muitos anos acreditou-se que as hepatopatias em individuos etilistas fossem devidas
exclusivamente a desnutrigdo, mas pesquisas tém revelado que a essa condicgao
nutricional pode-se atribuir o agravamento do quadro da hepatopatia e nao a sua

origem (CAREGARO et al., 1996).

Apesar dos estudos experimentais ndo comprovarem o efeito carcinogénico
do alcool, as evidéncias epidemioldgicas sao tao fortes que a “International Agency
for Research on Cancer” (IARC, 1988) classificou o dlcool como agente carcinogénico
do grupo 1' para cancer de boca, faringe, laringe, esdfago e figado (por meio da
cirrose). Além desses, a IARC conclui também que é provavel o aumento do risco para

cancer de co6lon, reto e mama e possivel para cancer de pulméo.

O efeito do alcool sobre o risco do cancer de figado é bastante sutil, mas a
cirrose hepéatica é comum em etilistas e € considerada uma condigdo pré-neoplasica,
per se, pelo nivel de desorganizagao celular e alteragées moleculares induzidas. O
cancer de figado é identificado em 5 a 10% dos portadores de cirrose alcodlica, mas
em geral hé4 associagio com virus de hepatite. Todavia, em paises onde é baixa a
freqiiéncia de hepatite viral torna-se 6bvia a associagdo entre o abuso de 4lcool e o
cancer de figado (WHO, 1983; QIAO et al., 1988). Alguns autores sugerem o alcool
como co-carcindgeno para os virus da hepatite e outros xenobiéticos - substancias
estranhas ao organismo, incluindo poluentes ambientais, drogas e insumos agricolas
(FISHER et al., 1974; SCHOTTENFELD, 1979; BRECHOT et al., 1982).

A IARC estabeleceu critérios que combinam dados experimentais e epidemiolégicos para avaliar o
potencial carcinogénico para o homem de compostos quimicos especificos. Esses compostos sao
classificados como: grupo 1, carcinogénico; grupo 2A, provavelmente carcinogénico; grupo 2B,
possivelmente carcinogénico; grupo 3, nao classificavel; grupo 4, provavelmente nao carcinogénico.
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I.1- Cirrose Hepatica Alcoédlica

Existem trés formas andtomo-clinicas da doenga hepatica alcodlica que ndo
sdo mutuamente excludentes: esteatose, hepatite e cirrose. A esteatose é o acimulo
de gordura no figado apés o uso de etanol, geralmente conduzindo & hepatomegalia.
E a primeira alteracdo no figado, visivel ao microscépio 6ptico, aparecendo
rapidamente apds o uso abusivo do alcool, sendo reversivel cessando-se o estimulo.
Apesar dessa reversibilidade caracteristica, a esteatose, quando extensa, provoca
alteragoes metabdlicas e ultraestruturais no hepatdcito que podem ser irreversiveis
(LIEBER, 1975). Essas mesmas alteragdes ultraestruturais podem ser observadas na

hepatite alcodlica, uma entidade de maior gravidade caracterizada ainda pela

presenca de necrose e inflamagado no tecido hepéatico (SHERLOCK & DOOLEY, 1997).

A cirrose hepatica é considerada a fase final e irreversivel da hepatopatia
alcodlica, e é caracterizada, anatomicamente, pela presenca de ndédulos que se
projetam do figado apresentando a cor marrom-amarelado, dai a sua denominacao
derivada do grego kirrhos, que denomina essa cor. A cirrose pode ser definida como
um fibrose hepatica disseminada com formagao de nédulos, sendo um fené6meno que
se segue a necrose de hepatécitos por causas diversas, incluindo as injirias por

agentes biolégicos ou quimicos.

Inicialmente, a exposicao do tecido hepético a um agente agressor promove
um aumento na sintese e deposicdo de proteinas da matriz extracelular como
coldgenos, proteoglicanos, fibronectina, laminina e elastina. Se essa agressdo for
crénica, os fibroblastos tomardo o lugar dos hepatécitos mortos intensificando a
sintese e deposic¢ao das proteinas da matriz extracelular, principalmente coladgenos,
preenchendo o figado com tecido conjuntivo. Assim, a fibrose progride para o estadio

irreversivel: a cirrose.

A evolugdo de um quadro de esteatose a cirrose alcodlica pode néo
necessariamente passar pelo estddio de hepatite, como sugerido por NAKANO et al.

(1982) e WORNER & LIEBER (1985), que descreveram uma nitida progressao a cirrose
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em individuos que apresentavam esteatose, acompanhados por bi6psias repetidas,
sem sinais evidentes de hepatite alcoolica. Todavia, essa hipétese é bastante
questionada, pois tanto a necrose dos hepatdcitos quanto a reagao inflamatoria,
caracteristicas da hepatite, parecem ser os fatores mais importantes para a fibrose

hepética alcodlica (O’ALBUQUERQUE & SILVA, 1990, p.87).

1.1.1- Dados epidemiolégicos sobre a cirrose hepatica alcodlica

Os principais agentes etioldgicos da cirrose sao: o etilismo cronico e as
hepatites provocadas pelos virus B e C (HBV e HCV, respectivamente), seguidos pela
colestase prolongada, insuficiéncia cardiaca com obstrugao da veia supra-hepatica,
hemocromatose e outras anomalias de metabolismo. A associagdo do alcoolismo com
a cirrose hepética foi primeiramente reconhecida na Europa por Matthew Baillie, em
1793 (apud SHERLOCK & DOOLEY, 1997), e hoje é indubitavel, havendo uma forte
associagdo entre o percentual e o perfil de abusadores de alcool numa populagéo e
a ocorréncia de cirrose alcoélica. Um exemplo cléssico foi observado na Franga, entre
1941 e 1947, quando houve um intenso racionamento de vinho reduzindo o consumo
per capita de cinco para um litro por semana, com posterior redugao maior que 50%
na mortalidade por cirrose (PEQUIGNOT & CYRULNIK, 1970 apud SHERLOCK,
1978).

Dentre os males que o 4lcool pode induzir no organismo do seu abusador,
a cirrose ndo é a mais freqgiiente, porém, é o quadro de maior incidéncia nos
ambulatérios de gastrenterologia, denotando a sua capacidade de debilitar o
individuo, constituindo-se numa das principais causas de morte na faixa etaria de 45
a 64 anos de idade (VAILLANT, 1999). A cirrose hepatica alcodlica pode permanecer
assintomatica, dita compensada, por um periodo variavel, podendo ser casualmente
diagnosticada nesse periodo em exames de rotina ou durante uma intervengao
cirtrgica efetuada por outra condigio. Ainda é desconhecido o mecanismo pelo qual

um figado cirrético torna-se descompensado conduzindo o paciente a um quadro de
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debilidade geral, com febre discreta e continua (37,5 a 38°C), perda de peso, fadiga
muscular, problemas gastrintestinais, edema de membros inferiores e abdome,
quando usualmente o paciente procura tratamento médico. Sob terapéutica adequada,
a cirrose pode reverter-se ao estado compensado ou ter sua progressao controlada;
porém, em um estudo prospectivo CHEDID et al. (1991) observaram que em dois anos
mais que a metade dos pacientes com cirrose foram a 6bito, assim como dois tergos
daqueles com cirrose acompanhada de hepatite alcodlica, indicando o mau

prognostico dessa doenca.

I.2- O Metabolismo do Alcool e a sua Hepatotoxicidade

O élcool penetra facilmente em todos os tecidos do corpo, afetando muitas
funcoes vitais, porque é uma molécula pequena e soltvel tanto em dgua quanto em
lipidios. O etanol é absorvido no trato gastrintestinal e somente 2-10% sdo eliminados
pelos rins e pulmoées, sendo o restante oxidado no corpo, principalmente no figado,
pois apenas uma pequena fracdo é metabolizada em tecido extrahepatico, como

acontece no estdmago.

Os hepatécitos contém trés principais vias de metabolismo do etanol
localizadas em diferentes compartimentos subcelulares: (1) a via da éalcool
desidrogenase (ADH), no citosol; (2) o sistema de oxidagdo microssomal do etanol
(MEOS) localizado no reticulo endoplasmaético e representado pelo citocromo P450;
(3) a via da catalase, localizada nos peroxissomos (LIEBER, 1991). Esta Gltima enzima
é capaz de oxidar o alcool in vitro na presenca de um sistema gerador de peréxido
(H,0,); todavia, sob condigdes fisiolégicas, parece nao ter participagdo no

metabolismo do alcool (INATOMI et al.,1989).

Um esquema simplificado da oxidagao do etanol é apresentado na Figura 1,

enquanto na Figura 2 podem ser visualizadas outras rotas metabélicas que podem ser
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influenciadas por esse metabolismo, conduzindo a alguns dos distiirbios observados

em etilistas.

A principal via de metabolismo do etanol envolve a ADH, uma enzima que
catalisa a oxidacdo do etanol transferindo um hidrogénio para o dinucleotideo de
adenina nicotinamida (NAD), reduzindo-o a NADH e gerando o acetaldeido, um
metabolito altamente téxico. A ADH é sintetizada principalmente no figado, porém
ha uma elevada concentragao no tecido géstrico, que diante da ingestao de pequenas
quantidades de bebida alcoélica (consumo social), funciona como uma primeira
barreira protetora contra um efeito sistémico do alcool. O figado é o segundo 6rgéao
atingido pelo etanol, sendo o seu principal metabolizador. Aqui também, a ADH é a

via natural de metabolizagao do etanol.

O acetaldeido produzido é rapidamente transformado em acetato, pela agéo
da enzima mitocondrial aldeido desidrogenase (ALDH), gerando também o NADH.
Todavia, em etilistas tem-se um desequilibrio completo desse sistema: a primeira
barreira contra o efeito do 4lcool (ADH gastrica) tem sua sintese extremamente
reduzida pelo consumo crénico desse composto (DI PADOVA et al., 1987; FREZZA
et al., 1990). Assim, mais dlcool chega ao figado e nessa condigdo (uso cronico), a
principal via de oxidagao do etanol passa a ser o MEOS, representado pela enzima
citocromo P450 2E1 (CYP2E1), que, diante do consumo social de dlcool responde pelo

metabolismo de apenas 10% desse composto.

Nio é questionavel que a CY2PE1 seja induzida pelo etanol, porém, existem
trés possiveis mecanismos para explicar o aumento dessa proteina associada ao uso
cronico do etanol: (1) o gene CYP2E1 tem sua transcricdo induzida direta ou
indiretamente pelo etanol; (2) ha aumento da estabilidade do seu RNA mensageiro
(RNAm) ou (3) hd aumento da estabilidade protéica, em virtude da protecao fornecida

pelos substratos contra a degradagao (ELIASSON et al., 1992; TAKAHASHI et al.,
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ADH

ALCOOL acetaldeido + ALDH I acetato

(uso cronico)

FIGURA 1: Principais vias de oxidagdo do etanol nos hepatécitos: ADH e CYP2E1.

lml'l'E ACETALDEHYDE
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FIGURA 2: Oxidacdo do etanol no hepatdécito, ressaltando-se alguns
metabolitos gerados, os quais estdo associados a efeitos téxicos
do metabolismo oxidativo do etanol: o excesso de NADH
mediado pela ADH, a geragdo de compostos polares (eletrofilicos)
pela CYP2E1 e a producgdo do acetaldeido principal produto
téxico do referido metabolismo.

----passos deprimidos; > vias estimuladas ou ativadas
(adaptado de LIEBER, 1994).
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1993). Outros trabalhos demonstraram que a expressao do CYP2E1 é influenciada por
fatores hormonais e nutricionais e que o tratamento agudo com etanol nao altera a
taxa de transcrigao desse gene. Esses fatos indicam que no gene nao ha um elemento
de resposta ao etanol e que sua ativagdo é um efeito indireto causado por alteragoes
hormonais. por exemplo, assim eliminando o primeiro mecanismo aqui relacionado

(JOHANSSON et al., 1990; HU et al., 1995).

O metabolismo do etanol mediado pela enzima CYP2E1 também resulta na
producao de agentes citotéxicos, pois, como resultado bruto, a oxidagdo do etanol
gera acetaldeido e agentes reduzidos, principalmente NADPH, cujo excesso destroi
a capacidade dos hepatdcitos manterem o potencial redox e, consequentemente, um
grande namero de desordens metabélicas pode se instalar (ACHORD, 1993; LIEBER,
1994).

Umas dessas alteragoes é o acumulo de dcidos graxos, sob a forma de
trigliceridios. Tal fato se deve a diversos disturbios metabdlicos: lipogénese
aumentada, diminuicdo da renovagdo das lipoproteinas e, principalmente, pela
diminuicdo da oxidagao dos dcidos graxos, seja pela inibigdo do ciclo de Krebs (dcido
citrico) ou pela alteragao do potencial redox (GRUNNET et al., 1985). O excesso de
NADH faz com que a principal fonte de energia para o tecido hepatico seja o etanol,
pois as mitocdndrias utilizam o hidrogénio resultante da sua oxidagdo, em vez

daquele gerado pela oxidagdo dos acidos graxos e &cido citrico.

O acetaldeido, por sua vez, provoca direta e indiretamente distarbios
funcionais e estruturais no hepatdcito, e seu excesso no tecido hepatico de etilistas
é explicado tanto pela sua produgdo aumentada como pelo decréscimo do seu
metabolismo, um reflexo da diminuigdo da atividade da ALDH que, por sua vez, €
resultado da lesdo hepatica em si, independente do consumo do alcool (VIDAL et al.,
1998). Assim, tem-se caracterizado um ciclo de alteragdes metabodlicas que sempre

resultam em maior efeito téxico para o tecido hepatico.
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Um dos mais drasticos efeitos téxicos do acetaldeido é sobre a sintese de
colageno, o que resultaré na fibrose do tecido hepatico, conforme destacado na Figura
2. Porém, outros efeitos sdo observados, como a sua capacidade de formar adutos com
proteinas e fosfolipidios da membrana dos hepétocitos. A ligacdo com proteinas,
como a tubulina, afeta o transporte intracelular de proteinas e sua secrecdo (TUMA
etal., 1987), promovendo o acimulo de proteinas no citosol, o que aumenta o volume
dos hepatdcitos - a principal causa da hepatomegalia em etilistas. Pode ainda resultar
em inativagdo enzimatica, como observado para a glicose-6-fosfato desidrogenase
(MAUCH et al., 1986). A ligagdo do acetaldeido com fosfolipidios da membrana
plasmatica altera antigenos de superficie prejudicando respostas imunolégicas. O
acetaldeido aumenta diretamente a concentragdo de radicais livres nos hepatdcitos,
seja induzindo a sua formagdo ou promovendo a deplecdo do glutatido reduzido
(GSH), proteina que atua num processo denominado conjugagdo, um dos mais
eficientes mecanismos de inativagdo de compostos eletrofilicos e de espécies de
oxigénio reativo (SHAW et al., 1983; LOGUERCIO et al., 1993). Todos esses efeitos
comprometem a fisiologia dos hepatécitos (HILLS & WESTABY, 1997; LIEBER, 1997).

Além dos problemas gerados direta e indiretamente pelo acetaldeido, outros
xenobidticos como o tabaco e as drogas ilicitas podem contribuir para a
hepatotoxicidade, pois tém uso comumente associado ao etilismo. O metabolismo
dessas substancias envolve enzimas hepaticas, e muitas dessas vias sao alteradas pelo

uso cronico de alcool (LIEBER, 1997).

1.2.1- Interacao do metabolismo do alcool com outros compostos

A inducgao do CYP2E1 parece ser uma resposta adaptativa a ingestédo crénica
do etanol e, da mesma forma, os etilistas tendem a desenvolver tolerancia a varias
outras drogas, como o foi demonstrado para isoniazida, rifampicina, fenitoina,
propanolol e diazepan, que tém a meia-vida reduzida em abusadores de alcool

(GRASSI & GRASSI, 1975; SELLMAN et al., 1975; SOTANIEMI et al., 1981).
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Os metabolitos gerados pela agao das enzimas do MEOS sdo, em geral, mais
téxicos que os seus precursores. Pelo fato da CYP2E1 ser uma enzima que atua na
ativagdo de intimeros compostos genot6xicos e ser dlcool-induzida, ha exposigéo dos
hepatécitos a danos provocados pelo aumento da toxicidade inerente a outros
substratos ou indutores dessa enzima. Essa condigao foi descrita para anestésicos tais
como o enflurano e o halotano (TAGAKI et al., 1983; TSUTSUMI et al., 1990) e
farmacos como isoniazida, paracetamol e fenilbutazona (BESKID et al., 1980; SEEFF
et al., 1986). Alguns solventes industriais, como o tetracloreto de carbono e alguns
derivados de benzeno, tém sua toxicidade aumentada em etilistas (HETU et al., 1983;
SIEGERS et al., 1983). Essas substancias, normalmente consideradas in6cuas para a

populagéo geral, podem tornar-se hepatotéxicas para etilistas.

O etilismo est4, muito freqilentemente, associado ao tabagismo e algumas
nitrosaminas presentes na fumaga do cigarro sdo ativadas a carcinégenos pela
CYP2E1 (YOO et al., 1988). Adicionalmente, a indugdo do CYP2E1 pelo etanol
promove um aumento simultaneo de outras enzimas que promoverao a ativagao de
carcinégenos, como observado para a hidroxilase de benzo[a]pireno no intestino
delgado (SEITZ et al., 1978). Esses fatos podem justificar a agdo sinérgica do alcool
com xenobidticos, principalmente o cigarro, na etiologia de diversos canceres como

de esofago e intestino (TUYNS et al., 1982; TUYNS, 1983).

1.3- Suscetibilidade a Cirrose Alcodlica

Existe uma clara associagdo entre a ingestdo de alcool e o desenvolvimento
de hepatopatia alcodlica, mas nem o tempo de consumo do alcool tampouco o
histérico da quantidade de 4lcool ingerida explica por que apenas de 17 a 30%
daqueles que ingerem grande quantidade de 4lcool desenvolvem a cirrose alcodlica.
Assim, é notével que outros fatores exdgenos, como virus e nutrigdo, bem como
enddgenos, incluindo imunocompeténcia e caracteristicas genéticas, atuem na

etiologia dessa doenca.
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Dentre os fatores endbgenos, ndo existe davida que hé& diferenga na
suscetibilidade a cirrose entre os sexos. Em nimeros absolutos, a proporgao sexual
entre os portadores de cirrose alcodlica é de dois homens para cada mulher. Contudo,
as mulheres sdo mais suscetiveis a essa hepatopatia pois a dose cirrogénica média de
alcool é menor em mulheres: estima-se que a ingestdo didria de 20g de dlcool
aumenta significativamente o risco para a cirrose alcodlica em mulheres, enquanto
para homens essa dose é de 40 a 60g didrias (PEQUIGNOT et al., 1978). Esse fato
pode ser explicado por diferengas fisiolégicas nas enzimas do metabolismo do 4lcool,
como a menor atividade da ADH gastrica em mulheres, especialmente antes dos 50
anos de idade (FREZZA et al., 1990; SEITZ et al., 1993).

As infecgoes pelos virus HCV e HBV também conferem suscetibilidade
diferencial a cirrose alcodlica, pois esses agentes exibem um efeito sinérgico ao
alcool, acelerando o desenvolvimento das hepatopatias crémicas, incluindo o

hepatocarcinoma (SHERMAN & WILLIAMS, 1994).

A suscetibilidade genética a cirrose alcoélica tornou-se evidente quando, em
estudos com grandes amostras de pares de gémeos, foi demonstrada uma taxa de
concordéncia para a cirrose alcodlica cerca de trés vezes maior para monozigéticos
que para dizigéticos (HRUBEC & OMENN, 1981; REED et al., 1996). O trabalho
pioneiro estimulou um grande niimero de pesquisas objetivando identificar os genes
envolvidos na suscetibilidade as doengas hepéticas 4dlcool-induzidas. Desde entéo,
muitos genes tém sido objeto de intensa investigagao, sendo os principais aqueles
envolvidos no metabolismo do &lcool, visto que esse processo estd submetido a agao

de intimeras enzimas, e muitas dessas sdo polimérficas na populacdo humana.
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1.4- Polimorfismos Genéticos

Classicamente, polimorfismo ¢ definido como um tragco mendeliano que
existe numa populagio em no minimo dois fenétipos, nenhum dos quais ocorre em

freqiiéncia menor que 1% (VOGEL & MOTULSKY, 1986).

Durante décadas as proteinas foram o principal objeto de estudos dos
polimorfismos genéticos. Todavia, com o advento das técnicas de biologia molecular,
principalmente a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e o seqgiienciamento, o DNA
tornou-se o principal alvo desses estudos (GYLLENSTEN & ERLICH, 1988; SAIKI et
al., 1988; HIGUCHI & OCHMAN, 1989).

A grande maioria das alteragoes na seqiiéncia de nucleotidios do DNA é de
carater neutro, do ponto de vista adaptativo, pois apresentam-se em regides nao
codificadoras e, portanto, ndo conduzem a alteragdes fenotipicas. Todavia, podem
inserir ou remover sitios de reconhecimento das enzimas de restricdo e assim
possibilitam a sua identificacao através do polimorfismo no tamanho dos fragmentos
de restrigdo (RFLP). Essas técnicas moleculares, que analisam o genétipo, conduziram
a ampliacdo da definigdo de polimorfismo genético pela inclusdao das variantes

alélicas neutras.

Hoje, quando estdo sendo desenvolvidos projetos para o seqiilenciamento
genodmico de diversos organismos, tornou-se ébvia a intensa plasticidade do DNA
pela identificagdo de uma enorme gama de alelos polimoérficos. Assim, procedeu-se
auma intensa busca pela caracterizagao de populagdes quanto a esses polimorfismos,
tendo sido descritas distribuigtes diferenciais considerando-se as diversas categorias
taxonomicas e, na espécie humana, envolvendo agrupamentos étnicos, como

caucasobides, negréides e amerindios, dentre outros.

Na espécie humana, além dos estudos descritivos populacionais, é crescente

o interesse pelo estudo dos polimorfismos génicos na tentativa de decifrar a
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variabilidade individual ou populacional na suscetibilidade as doengas,

principalmente ao cancer.

O desenvolvimento de cincer em um individuo, com raras excegoes,
depende da complexa interagdo entre fatores genéticos e ambientais. Assim
considerando, KNUDSON et al. (1985) sugeriram que a populagdo humana poderia
ser dividida em quatro oncodemes (unidade demogréfica com sensibilidade peculiar
para um cancer especifico), de acordo com a contribuicao relativa do ambiente e da
genética para orisco de desenvolver cancer. Esses oncodemes seriam: (1) espontéaneo,
onde o cancer ocorreria por mutagdes casuais na populagdo normal; (2) ambiental,
pela acgdo exclusiva de carcinégenos ambientais (como produtos quimicos, radiagao
e virus) sobre o genoma da populagdo normal; (3) ambiental/genético, quando hé
suscetibilidade genética a agentes ambientais; e (4) genético, quando hd uma

predisposigdo genética ao desenvolvimento do cancer.

Os individuos pertencentes ao 4° oncodeme estdo geneticamente
predispostos a desenvolver um tipo particular de cancer e tém um alto risco de fazé-
lo em algum estagio de suas vidas, independente do ambiente. Todavia, apenas 5%
dos casos de cancer exibem um padrao de heranga familial. Por outro lado, existe um
grupo muito maior de pessoas compondo o 3°oncodeme, que comparativamente tem
menores chances para o desenvolvimento de neoplasias, mas seus riscos ainda sdo
mais elevados que os da populagdo geral, pois respondem drasticamente a agédo do
ambiente. Esses sdo ditos suscetiveis (PONDER, 1990). Assim, a precisa identificacao
de marcadores de suscetibilidade é de fundamental importdncia na predicdo de

riscos.

Em 1987, o Conselho Norte-americano de Pesquisa, definiu trés tipos de
marcadores disponiveis para os estudos em sistemas biolégicos: (1) marcadores de
exposicao, que medem a quantidade de xenobidticos a que os individuos estado
expostos; (2) marcadores de efeito, que indicam a presenca de doencgas ou

precursores de doengas; e (3) marcadores de suscetibilidade, que indicam individuos
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ou populagdes com diferengas biolégicas capazes de afetar a resposta do organismo
a agentes ambientais (EUBANKS, 1994).

O principio basico dos marcadores de suscetibilidade reside na diferenca
inter-individual que confere graus de sensibilidade a doengas induzidas pelo
ambiente. Esses marcadores podem incluir caracteristicas genéticas, diferengas no
metabolismo ou a capacidade diferencial de um 6rgéo se recuperar de agressoes

ambientais (NEBERT et al., 1996).

Existem trés grupos principais de marcadores de suscetibilidade. Um
primeiro grupo reflete diferengas genéticas na capacidade das células repararem
lesdes no DNA causadas por agentes ambientais; um segundo grupo diz respeito a
defeitos genéticos pré-existentes que aumentam o risco de cancer e o terceiro grupo,
baseia-se no fato de que muitos produtos quimicos sio alterados por enzimas e essas
modificagbes podem aumentar ou diminuir a habilidade dessas substancias
interagirem com DNA, RNA ou proteinas. Assim, o balanco entre as enzimas que
aumentam a toxicidade ou inativam os produtos quimicos pode conferir sensibilidade

individual diferenciada (EUBANKS, 1994).

O metabolismo de xenobiéticos, em geral, ocorre em duas fases: fase I
(ativacdo) e fase II (inativagdo ou destoxificagdo). As enzimas metabolizadoras de
drogas da fase I, principalmente representadas pela superfamilia CYP, usualmente
introduzem um ou mais grupos hidroxilas no substrato, tornando-o eletrofilico. Dessa
forma, um procarcinégeno pode ser transformado em carcindgeno, como o
benzo[a]pireno que é convertido em epéxido de benzo[a]pireno. Em contraponto, as
enzimas de conjugacido da fase II, como as glutatido-S-transferases (GST) e N-
acetiltransferases (NAT), atuam sobre os produtos da fase I ou qualquer outro
composto que ja tenha um grupamento funcional, gerando produtos hidrofilicos que

podem ser facilmente excretados (NEBERT et al., 1996).

A superfamilia de genes CYP agrupa genes para mais de 100 isoenzimas,

algumas necessérias ao metabolismo oxidativo (biossintese e degradagdo) de
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esteréides, 4acidos graxos, prostaglandinas. Além disso, essas enzimas também
metabolizam um incontdvel niimero de compostos, convertendo-os em substancias
eletrofilicas, sendo muitas delas genotdxicas e/ou carcinogénicas (NEBERT &
GONZALEZ, 1987; SCHUSTER, 1989).

Devido a importancia do papel das proteinas CYP na ativagdo metabdlica de
intimeros procarcinégenos, extensivas pesquisas tém sido concentradas na relagdo
entre a distribuigcdo de variantes polimérficas de diferentes isoenzimas CYP e a
suscetibilidade ao cancer. Dentre essas pesquisas encontram-se aquelas que focalizam
os genes CYP2D6 e CYP2E1.

1.4.1- CYP2D6

O polimorfismo genético relacionado ao metabolismo da droga anti-
hipertensiva debrisoquina foi o primeiro descrito para um gene da superfamilia CYP,
o gene CYP2D6, que codifica a debrisoquina 4-hidroxilase e localiza-se em 22q13.1
(GOUGH et al., 1993).

A enzima CYP2D6, além de metabolizar a debrisoquina, esta envolvida no
metabolismo de nitrosaminas, dentre outros compostos quimicos a que o homem se
expoe largamente e que se encontram associados a origem tumoral, como a
nitrosamina 4-(metilnitrosamina)-1-(3-piridil}-1-butanona ou NNK (CRESPI et al.,
1991; GONZALEZ & IDLE, 1994). De acordo com a capacidade de metabolizar a
debrisoquina, os individuos de uma populacido podem ser classificados em
metabolizadores fracos (“poor metabolizer”, PM), metabolizadores intensos
(“extensive metabolizer”, EM) e ultra-rdpidos metabolizadores (“ultrarapid
metabolizer”, UM) (MAHGOUB et al., 1977; JOHANSSON et al., 1993).

O loco CYP2D6 é altamente polimdrfico e geralmente consiste de uma cépia
ativa do gene e dois pseudogenes CYP2D7P e CYP2D8P (HEIM & MEYER, 1992).

Todavia, o fenétipo UM caracteriza-se pela presenca de duas a cinco ou treze copias
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ativas do referido gene (AKLILLU et al., 1996). Anélises moleculares, incluindo RFLP,
permitiram a descrigdo de mais de 65 alelos, sendo trés comumente associados ao
fenotipo PM: (1) o alelo CYP2D6*4, responsavel por até 80% dos fenétipos PM e que
exibe uma transicdo **G—A, causando um defeito de “splicing” (HANIOKA et al.,
1990); (2) 0 alelo CYP2D6*3, que apresenta uma delegdo do nucleotidio ***’ A no exon
5, gerando um erro por deslocamento na matriz de leitura (KAGIMOTO et al., 1990);
e (3) o alelo CYP2D6*5, onde ha uma delegdao completa do referido gene (GAEDIGK
et al., 1991). Esses, juntamente com alguns outros alelos descritos para o CYP2D6,
estdo listados na Tabela 1, citando-se mutagdes caracteristicas dos mesmos,

destacando-se aquelas que promovem o efeito sobre o metabolismo.

Alguns autores tém sugerido que héa distribuicdo étnica diferencial para
alguns alelos do gene CYP2D6, como o CYP2D6*3 e CYP2D6*4, que sdo os mais
freqiientemente associados ao fenétipo PM em caucasoéides e extremamente raros em
asiaticos (BROLY et al., 1991; DAHL et al., 1995). Esses dados coincidem com a
freqiiéncia do fenétipo bioquimico PM que entre europeus ou brancos-americanos é
bem maior (7,5%) que aquela, de até 2%, observada nas populagées asiaticas e de
afro-americanos (HORAI et al., 1989; ALVAN et al., 1990; BERTILSSON et al., 1992;
EVANS et al., 1993).

Adicionalmente, hé sugestoes de freqiiéncias diferenciais desses alelos em
outros grupos populacionais, tais como portadores de neoplasias, demonstrando-se
uma associacao entre o fendétipo EM e o risco aumentado para alguns tipos de céncer,

principalmente pulmao (HIRVONEN et al., 1992; EL-ZEIN et al., 1997).
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14.2- CYP2F1

O gene CYP2E1, localizado em 10q24-3-gter, é o mais conservado dos genes
das isoformas CYP2. Existe uma tinica cépia no genoma humano, bem como em ratos
e camundongos, enquanto os coelhos apresentam duas cépias similares. A atividade
catalitica da CYP2E1 é bastante similar entre as espécies, sugerindo que essa é uma
enzima com atividade no metabolismo de algum composto fisiologicamente
importante (GONZALEZ, 1992).

Esse gene tem a transcricdo induzida pelo etanol e seu produto
(dimetilnitrosamina desmetilase) estd envolvido no metabolismo oxidativo do préprio
etanol, bem como de intimeros carcinégenos ambientais, como as nitrosaminas, o
benzeno e o cloreto de vinila. A CYP2E1 também promove a oxidagdo de drogas
medicamentosas, como alguns agentes anestésicos e a isoniazida, e drogas nao-
medicamentosas, como a cocaina (revisto por LIEBER, 1997). Assim, a indugéo do
CYP2E1 pelo etanol pode interferir na ativagdo de carcinégenos, que por sua vez

podem atuar promovendo neoplasias em diversos 6rgios.

Com a utilizagdo das enzimas de restrigdo foram descritos diferentes alelos
para o CYP2E1, como os alelos CYP2E1*c2 e CYP2E1*C (Tabela 2). O CYP2E1*c2 é
resultante de uma transigdo "***G—C na regido promotora do referido gene, que
insere um sitio para a enzima Pstl. Essa mutagdo encontra-se em completo
desequilibrio de ligagdo com a transversdo "**G—C, que ocorre na mesma regiao e
remove um sitio para Rsal (WATANABE et al., 1990). Ambas promovem 0 mesmo
efeito sobre a transcricdo, ou seja, mudam a ativagido transcricional do gene.
HAYASHI et al. (1991) detectaram dez vezes mais RNAm em homozigotos
CYP2E1*c2 que nos homozigotos para o alelo alternativo CYP2E1*c1. Esses achados
foram confirmados em hepatdécitos humanos, obtidos por biépsia, quando
TSUTSUMI et al. (1994a) detectaram trés vezes mais RNAm em heterozigotos que nos
homozigotos CYP2E1*c1.
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Tabela 2: Principais caracteristicas dos alelos CYP2E1*c1 e CYP2E1*D.

Alelos selvagens

CYP2E1*c1 CYP2E1*D
mutagao G C 77 A—T
alelo raro CYP2E1*c2 CYP2E1*C
enzima de Pstl (+) ou Rsal (-) Dral (+)
reconhecimento
efeito funcional muda a ativagao associado a maior
transcricional do gene® formacédo de adutos de
DNA®

*NEBERT et al. (1999) propuseram uma nomenclatura padronizada para alelos polimoérficos
de enzimas metabolizadoras de drogas, onde os alelos CYP2E1*c2 e CYP2E1*C passam a
denominar-se CYP2E1*5b e CYP2E1*6, respectivamente, e suas formas alternativas
correspondem ao alelo “wt” (wild type).

"HAYASHI et al., 1991 e TSUTSUMI et al., 1994a.
‘KATO et al., 1995.

Um outro RFLP gerado pela perda de um sitio Dral no intron 6 do CYP2E1
("7**A—T) permite a identificagdo dos alelos CYP2E1*D (selvagem) e CYP2E1*C
(raro). Andlises especificas em portadores do alelo CYP2E1*C néo identificaram
qualquer alteracgao estrutural ou funcional na enzima correspondente, mas hé indicios
de alteragao na expressao génica (UEMATSU et al., 1994). Adicionalmente, o nivel
de guanina N-(m)etilada foi maior em portadores do alelo CYP2E1*C quando da
exposicdo aos compostos que podem originar tais adutos, como a

di(m)etilnitrosamina, presente na fumaca do cigarro (KATO et al., 1995).

Estudos epidemiolégicos associam o alelo CYP2E1*D com maior
suscetibilidade ao cincer de pulméo em japoneses (UEMATSU et al., 1991, 1994) e
havaianos (LE MARCHAND et al., 1998), o que ndo foi observado para chineses
(PERSSON et al., 1999).

No gene CYP2E1, o polimorfismo Pstl foi o mais estudado e em muitas

populacoes, mas apesar disso, sdo contraditérios os resultados de pesquisas que
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buscam a identificacdo de variantes de risco para cancer. Diversos autores nao
observaram freqiiéncias alélicas diferenciadas entre portadores de cancer de pulmao
e controles (KATO et al., 1992; SUGIMURA et al., 1995; WATANABE et al., 1995;
PERSSON et al., 1999). Em contraposigio, EL-ZEIN et al. (1997) descreveram uma
forte associacao do alelo CYP2E1*c2 com adenocarcinoma de pulméao em uma
populacdo americana, enquanto LE MARCHAND et al. (1998) descreveram o inverso
para uma populagdo havaiana, ou seja, esse alelo forneceu protegéo contra canceres

de pulméao de modo geral.

Essas contradigoes aparentes podem ser reflexo de distribuigdo étnica
diferencial para os alelos CYP2E1*c2 e CYP2E1*C, sugerida pela sua maior
fregiléncia em populagdes asidticas que o descrito para caucas6ides americanos ou
europeus e negros-americanos (KATO et al., 1992; STEPHENS et al., 1994; YU et al.,
1995; LE MARCHAND et al., 1998; MORITA et al., 1999).

I1.4.3- GST

A familia de isoenzimas GST corresponde a um dos mais importantes
sistemas de destoxificagdo do organismo, atuando na fase II do biometabolismo. Sao
enzimas diméricas que catalisam a conjugagao entre o glutatido reduzido e compostos
eletrofilicos, gerando metabdlitos inativos que sdo facilmente excretados (PICKETT
& LU, 1989). As GST também catalisam a redugdo de peréxidos, contribuindo para
a protecdo celular contra o estresse oxidativo (MANNERVIK, 1985).

Dentre os agentes carcinogénicos inativados pelas enzimas GST encontram-
se os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos presentes na dieta alimentar e na
fumaca dos cigarros, os compostos quimioterapéuticos, pesticidas e poluentes
ambientais (revisto em WORMHOUDT et al., 1999).

De acordo com o ponto isoelétrico, existem quatro classes de GST

citos6licas: alfa (GST2, GSTA), mu (GST1, GSTM1), pi (GST3, GSTP) e teta (GSTT1),
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com atividades detectadas em todos os tecidos humanos, cada tecido exibindo um
conjunto singular de isoenzimas GST, com diferencas quantitativas e qualitativas.
Mas, diferentes células de um mesmo tecido podem exibir diferengas quanto a esse
conjunto (HAYES et al, 1991). As enzimas GSTT1 e GSTM1 sdo sintetizadas
principalmente no figado JURONEN et al., 1996; WHALEN & BOYER, 1998).

O gene GSTM1, localizado no cromossomo 1, é polimérfico na populagao
humana, com dois alelos funcionais (GSTM1*A e GSTM1*B) e um alelo com
atividade nula (GSTM1*0), sendo que os alelos funcionais tém a mesma eficécia
metabolica (WIDERSTEN et al., 1991). O GSTT1, localizado no cromossomo 22,
também é polimoérfico, apresentando fenétipo nulo por delegéo (alelo GSTT1%0). A
delecdo em homozigose do gene GSTM1 é observada em taxas médias de 50%,
variando de 20%, em um grupo indigena brasileiro (ARRUDA et al., 1998), a 88% em
habitantes da Ilha de Samoa, na Polinésia (LIN et al., 1994). Para o gen6tipo GSTT1
nulo, as taxas foram de 10%, em uma populagio sueca (WARHOLM et al., 1995), a
cerca de 60%, em chineses e coreanos (NELSON et al., 1995).

Pelo fato das enzimas GSTM1 e GSTT1 catalisarem a conjugacao do glutatiao
com xenobidticos, a sua auséncia poderia reduzir a capacidade de um organismo
destoxificar metabdlitos reativos. Nessa diregdo, diversos estudos tém detectado uma
freqiiéncia elevada do fendtipo nulo desse gene em portadores de diferentes

neoplasias, tais como cancer de pulmao, coloretal e de bexiga.

1.5- Polimorfismos de Genes do Biometabolismo e as Hepatopatias

As pesquisas de marcadores genéticos da predisposigdo as hepatopatias
alcoélicas tém se concentrado principalmente em genes envolvidos no metabolismo
do etanol (ADH, ALDH e CYP2E1), pois todos exibem polimorfismos moleculares.
Porém, é escassa a literatura sobre a associagido desses polimorfismos e a cirrose
alcoélica e, na maioria dos trabalhos, apenas um dnico loco foi investigado gerando

resultados conflitantes, principalmente negativos (POUPON et al., 1992; MAEZAWA
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et al., 1994; TSUTSUMI et al., 1994b; CARR et al., 1995; CHAO et al., 1995;
AGUNDEZ et al. 1996). Como o alcool produz danos no figado por diferentes
mecanismos, qualquer explicagdo para uma predisposigdo genética a cirrose deve
envolver diversos genes, incluindo aqueles envolvidos na destoxificagdo. Alguns
grupos investigaram diversos polimorfismos simultaneamente, mas, em geral, o
possivel risco oferecido por genétipos combinados néo foi estimado (HARADA, 1994;
LISKER-YOURKOWITZKY et al. 1995; LUCAS et al., 1996; TANAKA et al. 1996;
RODRIGO et al., 1999).

O conjunto de resultados contraditérios sobre a suscetibilidade genética ao
cancer e as hepatopatias, demonstra a complexidade da questao, pois a identificagao
de um genétipo desfavordvel pode ser mascarada pela presenga de um outro, nao
considerado, mas também envolvido em metabolismo ou no reparo de lesdes nas
biomoléculas. Assim, é fundamental intensificar as pesquisas para a precisa
identificagido dos marcadores de suscetibilidade a toxicidade e doencas,
desempenhando papel relevante no campo da satde publica e da medicina

preventiva.
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OBJETIVOS

Sao objetivos especificos deste projeto:

1-

determinar a freqiiéncia de alelos polimérficos dos genes GSTMI,
GSTT1, CYP2E1 e CYP2D6 em uma populagao-referéncia do sudeste do

Brasil;

determinar a freqiiéncia desses alelos polimérficos em individuos

etilistas portadores ou nao de cirrose hepatica alcodlica,;

investigar a associagdo de varidveis genéticas e ambientais na etiologia

dessa doenga;

determinar se alelos das familias CYP e GST podem ser utilizados como

marcadores de risco para a cirrose alcodlica na populagao investigada.
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III- CASUISTICA

A populagao-referéncia da regido sudeste do Brasil, foi composta por 197
homens e 29 mulheres, com idades entre 19 e 70 anos ( X=40,9; s=11,8)*, estudantes
e funcionarios da UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas) e da UNESP
(Universidade Estadual Paulista), e doadores de sangue do Hemocentro de Sao José

do Rio Preto e do Centro de Hematologia e Hemoterapia da UNICAMP (amestra Ct).

Para pesquisar a suscetibilidade genética a cirrose alcodlica, foram
analisados dois grupos de etilistas: amostra EC, composta por 136 individuos com
diagndstico clinico e laboratorial de cirrose alcoélica, sendo 119 homens e 17
mulheres, de 23 a 74 anos de idade ( X=48,48 anos, s=9,63); e amostra ENC, formada
por 74 etilistas ndo-cirréticos, com idades entre 35 a 80 anos (X=47,5 anos; s=10,7),
que preencheram dois requisitos basicos: (1) consumo de dlcool semelhante ao obtido
para a amostra EC e (2) auséncia de cirrose hepdtica diagnosticada por exames

clinico-laboratoriais.

Os integrantes da amostra EC foram selecionados pelo Servigos de
Gastrenterologia da FAMERP - Faculdade Regional de Medicina de Séo José do Rio
Preto (n=130) e do Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Ciéncias Médicas,
UNICAMP (n=6). nquanto que a amostra ENC foi triada pelo préprio Servigo de
Gastrenterologia da FAMERP (54) e pelo Centro de Referéncia e Informagdes sobre

Alcoolismo e Drogadigao, Prefeitura Municipal de Campinas (n=20).

A histologia hepética, Gnico exame que comprovaria a presenga da cirrose
alcodlica, nao ¢ utilizada como rotina de diagndstico nas unidades onde foi realizado
este projeto, e ha restrigbes quanto a sua indicacao para fins de pesquisa, por ser um
procedimento invasivo. Assim, o diagnéstico da cirrose foi definido por trés ou mais

dos seguintes critérios (HAUBRICH et al., 1988; SHERLOCK & DOOLEY, 1997):

? X=média dos valores obtidos para a amostra; s=desvio padrao desses valores.
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a- clinico: anamnese sugestiva de hepatopatia crénica e presenga de seus sinais
clinicos, como eritema palmar, aranhas vasculares, hepatomegalia, etc.;

b- laboratorial: coagulograma e fungoes hepdticas alteradas, identificadas pelas
dosagens de albumina, gama-glutaminiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA);

c- endoscopia: presenga de varizes de esofago;

d- ultrassonografia ou laparoscopia hepdtica evidenciando figado de tamanho
aumentado ou atréfico, superficie irregular, bordas rombas, irregularidades nos
vasos supra-hepaticos e parénquima hepatico heterogéneo;

e- histopatologia: arquitetura do tecido hepético compativel com cirrose;

Utilizando-se uma classificacdo étnica que considerou cor da pele,
caracteristicas faciais e textura do cabelo, entre os Ct péde-se estimar em 81% a
freqiiéncia de caucaséides e 19% de negréides. Na amostra EC, 79,4% dos integrantes
foram considerados caucasdides, 19,1% negréides e 1,5% orientais, enquanto que

entre os ENC 77% eram caucaséides e 33% negroéides.

Objetivando-se a identificacdo de varidveis de estilo de vida que possam
interagir com as caracteristicas genéticas aqui investigadas para promover
suscetibilidade a cirrose alcodlica, de todos os individuos foram obtidas informacées
sobre sua histéria pessoal, incluindo a origem étnica, histéria ocupacional e de vida

social (tabagismo e etilismo) bem como da satide em geral (ANEXOS I, II).

Apesar da indiscutivel dificuldade de se obter um histérico do consumo de
bebidas alcodlicas com informagoes obtidas do préprio etilista, essa varidvel foi
investigada e para tanto considerou-se 17 g de etanol para o consumo de 50 ml de
cachaca, uisque ou conhaque e 23 g para uma garrafa de cerveja (600 ml), segundo

os parametros definidos por NEVES et al. (1995).

O protocolo utilizado neste estudo foi aprovado pela Comissao de Etica em
Pesquisa da UNICAMP e da FAMERP, e de cada individuo participante, foi obtido

consentimento escrito pés-informacgao.
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IV- METODOLOGIA

De cada individuo foram puncionados de 10 a 15 ml de sangue periférico
usando-se EDTA ou heparina, como anticoagulantes. O DNA foi obtido por meio da
técnica de extracdo “salting-out” descrita por ABDEL-RAHMAN et al. (1994), onde
inicialmente faz-se um isolamento de células brancas por meio de centrifugagao em
gradiente de concentracdo (Ficoll Paque-Pharmacia ou Hystopaque-Sigma). Em
seguida essas células foram submetidas a lise na presenga de SDS, RNAse e
proteinase K. A solugdo aquosa de DNA é tratada com uma solugao saturada de

cloreto de sédio 6 M, precipitando-o em etanol absoluto.

Essa técnica ndo se mostrou eficiente para a extragdo de DNA em etilistas
cirréticos, uma vez que esses individuos apresentam leucopenia por hiperesplenismo,
comprometendo o isolamento de células por gradiente de concentragdo. Assim, o
método de extragdo utilizado foi o cldssico, com lise seqiiencial dos glébulos
vermelhos e brancos e 0 DNA foi extraido pelo uso de solugdo fenol:cloroférmio e

precipitado em etanol absoluto.

IV.1-  Genotipagem dos Genes GSTM1/GSTT1

O gendétipo nulo para os genes GSTT'1 e GSTM1 foi determinado pela técnica
de PCR multiplex, descrito por ABDEL-RAHMAN et al. (1996), com modificagées.
Nesse PCR utilizou-se um segmento do gene CYP1A1 ou da p-globina como controle
interno da amplificacdo. Para tais amplificacdes utilizaram-se os seguintes

oligonucleotideos (“primers”):

GSTM1 (BELL et al., 1993):
5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC e 5'- GTTGGGCTCAAATATACGGTGG



28 metodologia

GSTT1 (PEMBLE et al., 1994):

5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC e 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA
CYP1A1 (ABDEL-RAHMAN et al., 1996):

5-GAACTGCCACTTCAGCTGTCT e 5-CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC
f-globina:

5-ATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC e

5-GTATTTTCCCAAGGTTTGAACTAGCTC

A reagao de PCR continha os “primers” de GST numa concentracéo de 0,2
M e os “primers” de CYP1A1 ou f-globina em 0,1uM, dNTP 0,4mM, tampao, MgCl,
1,5 mM e 1,5 U da enzima Taq DNA polimerase. Foram realizados 35 ciclos de
amplificacdo onde a desnaturagao aconteceu a 94°C/2 minutos, o anelamento a 59°C/1

minuto e a extensao a 72°C/1 minuto.

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%,
corado com brometo de etidio, onde é observado um fragmento de 480 pares de bases
(pb) do gene GSTT1, 215 pb do GSTM1, e 312 pb do CYP1A1 ou 630 pb da f#globina.
Como a metodologia aqui apresentada ndo permite a identificagdo dos genétipos
heterozigotos, a presenca da banda correspondente ao GSTT1 ou GSTM1, foi
representado pelo sinal +, indicando a presenca do alelo selvagem em homozigose

ou heterozigose.

A genotipagem considerou os genes individualmente, analisando-se GSTT1
nulo ou GSTM1 nulo, mas também foram consideradas as possiveis combinagdes
GSTT1/GSTM1, identificadas pela presenca de ambos os genes (+/+), auséncia de um
desses (GSTT1/GSTM1, 0/+ ou +/0) ou de ambos (0/0).



metodologia 29

IV.2- PCR do Gene CYP2E1 e Analise de RFLP Pst I

Para a pesquisa do alelo CYP2E1*c2, uma versdo superexpressa do referido
gene, foi amplificada uma seqiiéncia de 410 pb da suaregido promotora utilizando-se
os “primers” 5-CCAGTCGAGTCTACATTGTCA e 5-TTCATTCTGTCTTCTAACTGG
(KATO et al., 1992).

Para anélise do polimorfismo RFLP CYP2E1/Pstl a PCR continha 0,2 uM de
cada primer, dNTP 0,4mM, tampdo, MgCl, 1,5mM e 1 U de Tag DNA polimerase.
Foram realizados 35 ciclos de amplificagdo onde a desnaturagdo aconteceu a 94°C/1

minuto, o anelamento a 60°C/1 minuto e a extensao a 72°C/1 minuto.

O produto do PCR foi submetido a digestao pela enzima Pst1 (GIBCO) e a
analise do polimorfismo realizada ap6s eletroforese em agarose 2% em tampao TBE.
O alelo CYP2E1*c1 é visualizado como um fragmento de 410 pb e o CYP2E1*c2,
portador do sitio de restrigao Pstl, é identificado pela presenca de dois fragmentos de

290 e 120 pb.

IV.3- PCR do Gene CYP2E1 e Analise de RFLP Dra 1l

Para pesquisa do alelo CYP2E1*D foi amplificada uma seqiiéncia de 995 pb
do intron 6, utilizando-se os “primers” 5'- TCGTCAGTTCCTGAAAGCAGG e 5'-
GAGCTCTGATGCAAGTATCGCA (HIRVONEN et al., 1993a).

A reacdo de PCR para andlise do RFLP CYP2E1/Dral continha 0,5 pM de
cada primer, dNTP 0,8mM, tampao, MgCl, 2mM e 2 U de Tag DNA polimerase.
Foram realizados 35 ciclos de amplificagio onde a desnaturacao aconteceu a 94°C/1

minuto, o anelamento a 62°C/1 minuto e a extensao a 72°C/4 minutos.

O produto do PCR foi submetido a digestdo pela enzima Dral (GIBCO) e a
anélise do polimorfismo realizada apds eletroforese em agarose 2% corada com

brometo de etidio. O alelo CYP2E1*D é portador de dois sitios de restrigao o que gera
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os fragmentos de 303, 572 e 120 bp enquanto o alelo CYP2E1*C é portador de um

dnico sitio Dral, sendo visualizado como dois fragmentos (875 e 120 bp).

IV.4- PCR do Gene CYP2D6 e Analise de RFLP ScrFI e Dralll

Para pesquisa dos alelos polimérficos CYP2D6*3, CYP2D6*4 e CYP2D6*5
desse gene, foi amplificada uma seqiiéncia de 644 pb do CYP2D6 e outra de 101 pb
referente ao gene CYP2D8 (controle interno de amplificacdo) utilizando-se
basicamente a metodologia descrita por SPURR et al. (1991) modificada por ANWAR
et al. (1996), com os seguintes “primers”:

CYP2D6: 5'-TGCCGCCTTCGCCAACCACT e 5-GGCTGGGTCCGAGGTCACCC
CYP2D8: 5'-CGGCCCAGCCACTCTCGTGT 5-AACAGGGTCCCAGCTGAGGAG

A reagdo de PCR para anélise de RFLP no CYP2D6 continha 0,25 pM de cada
“primer” CYP2D6, 0,125 uM de cada “primer” CYP2D8, 6% DMSO, dNTP 200 uM,
tampao, MgCl, 2 mM e 2 U da enzima Taq DNA polimerase, em um volume final de
50 pl. Foram realizados 35 ciclos de amplificacdo com desnaturacdo em 94°C/1

minuto, anelamento a 62°C/1 minuto e extensao a 72°C/1 minuto.

O “primer” anti-sense contém duas bases diferentes da seqliéncia genémica
original. Esse fato conduz a eliminagdo de um sitio de restrigdo ScrFl e criagao de um
sitio para a enzima Dralll, o qual é eliminado se acontecer a delegao caracteristica do
alelo CYP2D6*3 (FIGURA 3).

O produto do PCR foi submetido a digestdo simultdnea com duas unidades
de cada uma das enzimas ScrFl e Dralll (New Englands Biolabs) em tampéao de
digestdo (NE Buffer 3) e soro-albumina bovina (BSA, 100 pg/ml). O segmento
amplificado possui dez sitios de digestdo, sendo que os dois primeiros sitios geram

fragmentos de 109 e 216 pb, respectivamente. O primeiro sitio de restrigdo ¢
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5-TGCCGCCTTCGCCAACCACT-3'

29
162

3-CCTACTGGACCCTGGGTCGG-5'
c G
V sitio ScrFl (% sitio abolido no CYP2D6*4) * *
cria o sitio Dralll elimina um sitio ScrFI

¥ sitio Dralll (X sitio abolido no CYP2D6*3)
[(bases substituidas pelo “primer” anti-sense)

FIGURA 3: Esquema da amplificacdo parcial do gene CYP2D6, para pesquisa
simultinea dos alelos CYP2D6*3 e CYP2D6%4, localizando-se os sitios
de restrigdo para as enzimas Dralll e ScrFI.

eliminado quando da transigdo G—A, caracteristica do alelo CYP2D6*4, de modo que
o fragmento resultante dessa mutacéao terd 325 pb. Dos sete demais sitios ScrFl, sao
gerados seis fragmentos menores que 100 pb e um de 139 pb, comuns a todos os
gendtipos, exceto para o alelo CYP2D6*5 (delegdo completa do gene). Na extremidade
3' existe um sitio para a Dralll, gerando fragmentos de 162 e 18 pb. Esse sitio €
eliminado pela delegdo de um par de bases que caracteriza o alelo CYP2D6*3,

resultando no fragmento de 180 pb.

A andlise do polimorfismo foi realizada apés eletroforese em Agarose
1000 (Gibco - BRL Products) ou Metaphor (FMC - Bioproducts) 3,5 % corada com
brometo de etidio, onde o alelo CYP2D6*3 é identificado pela presenga de uma banda
de 180 bp (auséncia do sitio Dralll), o alelo CYP2D6*4, pela banda de 325 bp (perda
do sitio SerFI) e o CYP2D6*5, pela auséncia do fragmento CYP2D6 amplificado
(FIGURA 4).
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(gendtipos)
WT WT/3 3/3 WT/4 4/4 3,4 5/5
325 e e
216 meees sosssw massas s Sa—

180 SIS EE— ———

(pb)

162 e S— W R
139 S SEESEE NN SN S ERERNE

109 mssss maEas S S —

101 e SIS SIS S SRS e smsmm CYP2D8

FIGURA 4: Esquema de digestdo do gene CYP2D6 para pesquisa
simultdnea dos alelos CYP2D6*3, CYP2D6*4 e *5,
apresentando-se 0s possiveis genotipos.

(A banda de 101 pb representa o marcador de amplificacao)

WT=gen6tipo WT para os alelos *3 e *4 (bandas 162 e 216 pb);“*
WT/4= heterozigoto para o alelo *4 (bandas de 216 e 325 pb);|
4/4= homozigoto para o alelo *4 (banda 325 pb);
'WT/3= heterozigoto para o alelo *3 (bandas 162 e 180 pb); |
3/3= homozigoto para o alelo *3 (banda 180 pb);

3,4= duplo heterozigoto (bandas 216, 325,162 e 180 pb);

5/5= homozigoto para o alelo *5
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IV.5- Analise Estatistica

Para comparar as freqiiéncias alélicas obtidas nas amostras avaliadas
utilizou-se o teste qui-quadrado (x*), com corregio de Yates, e ainda o teste exato de
Fisher ou binomial de proporgoes, quando o tamanho amostral ou a freqiiéncia do
evento prejudicaria a aplicagdo do teste do Qui-quadrado. Para se determinar a
similaridade entre as diferentes amostras, segundo as varidveis continuas, foi

realizada anélise de varidncia (ANOVA) por meio do teste F.

Objetivando-se determinar o conjunto de varidveis inerentes a cirrose
alcodlica, considerando-se as amostras EC e ENC, determinou-se o Odds Ratio por
regressao logistica ajustando-se as varidveis idade, hédbito de tabagismo, tempo e
quantidade de cigarros consumida, tempo e quantidade de dlcool consumida, bem
como as varidveis genéticas. Essa analise foi realizada utilizando-se o programa SAS

(Statistical Analysis Software, Cary, NC), versao 6.11.

Para estimar o Odds Ratio por regressao logistica as varidveis genéticas foram
organizadas de maneira dicotémica: uma determinada condigdo foi considerada

suscetivel, e o conjunto das demais, nao-suscetivel.
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V- RESULTADOS

Utilizando-se os questionarios apresentados nos anexos I e II foi obtida uma
grande quantidade de informagdes sobre o estilo de vida e a histéria ocupacional e

de satde dos individuos integrantes das amostras aqui consideradas.

Entretanto, algumas varidveis mostraram-se extremamente complexas, como
aquelas referentes a etnia e ao consumo de dlcool. Considerando-se a dificuldade em
classificar subjetivamente a etnia segundo cor da pele, caracteristicas faciais e textura
de cabelo, optou-se pela histéria dos antecedentes do propésito, por pelo menos duas
geracoes. Com esse critério buscou-se investigar a mistura de grupos raciais, comum

a grande maioria dos brasileiros.

Analisando uma amostra de 215 individuos, caracterizada por um tnico
observador, obteve-se que 38% daqueles identificados como caucaséides brasileiros
relataram miscigenacao com negros ou amerindios, descrevendo pais ou avos como
negros. Daqueles individuos caracterizados como negréides 23% relataram
miscigenagdo com brancos. Assim, um individuo negro que relata um dos pais como
caucaséides seria classificado como negréide, desconsiderando-se o “background”
genético do genitor caucasoide. Fazer a analise classificando em todos os grupos
necessarios para uma identificagio ideal acarretaria em muitas classes,
comprometendo desse modo a andlise estatistica em virtude do tamanho das
amostras. Por esse motivo, durante a analise dos resultados optou-se por

desconsiderar a etnia dos individuos, classificando-se a amostra como miscigenada.

Entretanto, a varidvel com maior probabilidade de incoeréncia, e que nao
pode ser ignorada, é a propria histéria de etilismo, que certamente apresenta
subestimativa do tempo e quantidade de alcool consumida. Esse fato é aceito
unanimemente entre os profissionais que lidam com etilistas, os quais afirmam que
a real histéria sempre sera desconhecida, até mesmo pelo préprio etilista. Porém, é

possivel uma aproximagdo dessa realidade dependendo do nivel de confianca
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estabelecido entre o interlocutor e o etilista. Outra possibilidade é, a titulo de
comparagao, levantar as mesmas informagoes com uma pessoa que co-habita com o
referido etilista. Considerando-se que para este projeto houveram, no méximo, dois
contatos entre o etilista e o entrevistador, é certo o desvio da real histéria de etilismo.
Todavia, esse mesmo viés deve estar presente em todas as amostras, o que

minimizaria seu efeito quando das analises dos resultados.

Assim sendo, as variaveis consideradas bésicas para as comparagoes neste
estudo foram aquelas referentes a idade (faixa etéaria), etilismo (tempo de habito e
quantidade diaria de alcool consumida) e tabagismo (tempo de habito e quantidade
diaria de cigarros consumida). Determinou-se ainda um indice que agrega tempo e
quantidade de exposigao ao dlcool ou tabaco, denominados, respectivamente, dlcool-

ano e mag¢o-ano.

Na Tabela 3 é apresentada a classificacdo dos individuos EC, ENC e Ct
quanto a algumas varidveis ambientais. Nessa, observa-se que nas trés amostras a
grande maioria dos integrantes é do sexo masculino (EC=87,5%; ENC=93,2% e

Ct=87,2%).

Por existir diferenca quanto ao sexo para o risco de cirrose alcodlica, foi
realizada uma anéalise prévia, comparando-se os grupos segundo o sexo. Nenhuma
diferenca foi detectada para as varidveis referentes a idade, etiliwmo e tabagismo,
exceto para a amostra Ct, onde as mulheres sdo mais idosas (51,9 anos vs 39,2 anos;
F1224=32,9; p=0) e fumam por mais tempo (25,8 anos vs 18,3 anos; F,,,= 4,15;
p=0,045). As freqiiéncias dos diferentes gendtipos também foram similares entre os
sexos. Assim, optou-se por se desconsiderar o sexo de todos os individuos, o que foi

subsidiado pelas anélises apresentadas no Anexo IIL

Na amostra EC as idades variaram entre 23 e 74 anos (X=48,2, s=9,8),
enquanto que na amostra ENC os integrantes tinham entre 35 e 80 anos (X=47,9,
s=10,7), sendo identificada semelhanca entre esses dois grupos por meio da anélise

de variancia (F ;505 =0,22; p=0,639). Na amostra Ct as idades sdo observadas entre 19
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e 70 anos (X=40,9;s=11,8) e a sua distribuigéo diferiu significativamente das demais
(F 2433 =22,3; p<<0,001). Desse modo, diante de anélises que envolveram a variavel
idade, optou-se por clasificar os individuos em faixas etarias. Esses dados podem ser

visualizados na Tabela 4 e Figura 5.

Ao se investigar a naturalidade dos integrantes das trés amostras observou-se
que quatro Estados foram comumente referidos: Sao Paulo (EC=86,7%; ENC=73%;
Ct=65,6%), Minas Gerais (EC=5,9%; ENC=17,6%; Ct=14,7%), Bahia (EC=2,3%;
ENC=6,8%; Ct=7,6%) e Parana (EC=1,5%; ENC=2,7%; Ct=3,6%). Na amostra Ct,

5,4% dos seus integrantes declararam-se naturais de Pernambuco.

Na Tabela 3, tem-se ainda que 50,9% dos individuos Ct declararam nao
serem consumidores de bebida alcodlica ou consumirem-na raramente. O consumo
de bebidas dito social, aqui considerado como até 40 g/dia para homens e 20 g/dia
para mulheres, foi identificado em 33,6% dos integrantes dessa amostra. Apesar desse
limite aparentemente elevado, o consumo médio de etanol para os individuos
considerados etilistas sociais foi de 17,9 g/dia (s=9,8) por um periodo de 17,5 anos
(s=9,8), valores bastantes inferiores aos obtidos para os etilistas tanto da amostra Ct
quanto das demais amostras. Cerca de 15% dos Ct relataram o abuso crénico de dlcool
com média de 70,6 g/dia (s=23,7), consumidos por um periodo de 5 a 57 anos

(X=20,3 anos, s=11,3), conforme serd apresentado no item IV.I.2.

Os dados referentes ao tabagismo mostram que cerca de 80% dos individuos
EC e ENC sao fumantes, consumindo cerca de 20 cigarros/dia por cerca de 30 anos.
Ao contréario, 62,4% da amostra Ct declararam-se ndo-fumantes, sendo que os
fumantes consumiam até 20 cigarros por cerca de 20 anos. Essas varidveis ambientais
serao melhor avaliadas nos proximos itens, bem como, a interagdo dessas com as

varidveis genéticas investigadas neste estudo.
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Tabela 3: Classificagdo das amostras de etilistas cirréticos
(EC), etilistas ndo-cirréticos (ENC) e controles (Ct),
segundo sexo, idade e hébitos de etilismo e
tabagismo.

Sexo

homem 87,5 93,2 87,2
mulher 12,5 6,8 12,8
Faixas etarias (anos)

<30 2,9 0,0 19,9
30-39 14,7 24,3 29,2
40-49 39,0 37,8 28,3
>49 43,4 29,7 22,6
alcool (g/dia)*

nao consome 0,0 0,0 50,9
<50 0,0 0,0 35,8
50-149 39,7 44,6 12,9
150-200 18,4 18,9 0,0
>200 41,9 36,5 0,0
tempo de etilismo*

<20 24,4 50,0 27,0
20-29 37,5 28,6 43,2
>29 38,2 21,4 25,7
n? cigarros/dia**

nao-fumante 17,6 13,5 63,3
<10 3,7 8,1 4,4
10-20 55,9 59,5 27,0
21-40 18,4 16,2 3,5
>40 4,4 2,7 1,8
tempo de tabagismo (anos)**

<10 4.5 3,1 16,9
10-20 22,3 18,8 49,4
21-30 27,7 51,6 16,9
>30 45,5 26,6 16,9

*foram computados apenas os individuos etilistas
**foram computados apenas os individuos fumantes
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Tabela4: Descricao dasamostras de etilistas cirréticos (EC), etilistas nao-cirréticos
(ENC) e controles (Ct), segundo a idade.

amostra n X $  min max Q1 Q3
EC 136 48,2 9,8 23 74 41 55,8
ENC 74 47,5 10,7 35 80 40,5 52
Ct 226 40,9 11,8 19 70 31 49
X= média min= n? mimino Q1= 12 quartil
s= desvio padrao max= n® maximo Q3= 32 quartil
80 — *
70 — *
60 —
=
a 50 —
=
40 _
30 _]
20 _]
T T T
EC ENC Ct
AMOSTRA

FIGURA 5: Distribuigio dos individuos etilistas cirréticos (EC),
etilistas nao-cirréticos (ENC) e controles (Ct),
segundo a idade.
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V.1- Variaveis Ambientais
V.1.1- Infeccdao por HBV e HCV

Na amostra EC somente seis individuos (4,4%) ndo foram submetidos a
exames sorologicos para identificagcdo de infecgdo pelos virus HBV e HCV,
comumente associados a cirrose hepéatica. Dos demais 130 portadores de cirrose
alcoolica, dezesseis (12,3%) apresentaram sorologia positiva para o virus HCV e igual
freqiiéncia foi observada para o HBV. Dentre esses portadores de virus para hepatite,
44% submeteram-se a biépsia hepatica e tiveram confirmagdo histopatolégica de

lesao cirrose alcodlica.

Em virtude da fracdo consideravel de EC portando virus para hepatite, foram
constituidos dois subgrupos segundo a presenca ou auséncia de HBV ou HCV.
Procedeu-se, entdo, a uma analise para verificar se outras varidveis estabeleceriam
diferencas entre esses sub-grupos (Tabela 5). Como resultado, ndo se observou
diferenga quanto as idades e ambos os sub-grupos relataram um consumo semelhante
de alcool e cigarro. Em conseqiléncia, ndo houve diferenca no tempo de etilismo até
o diagnoéstico da cirrose. Esses fatos forneceram a base estatistica que permitiu o

agrupamento desses sub-grupos, quando necessario.

Vinte individuos da amostra ENC (27,4%) foram investigados quanto a
presenca de infeccao pelos virus HBV e HCV. Desses, apenas um (5%) apresentou
sorologia positiva para HBV. Esse individuo (ENC21), juntamente com ENC20 e
ENC78 foram os unicos submetidos a biépsia hepatica com exclusdo de cirrose
alcodlica. Para os demais ndo havia qualquer sinal clinico, bioquimico e de imagem

sugestivo de cirrose.
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V.1.2- Tabagismo

Nas Tabelas 6 a 8 sao apresentados os dados referentes a anélise estatistica

descritiva das amostras EC, ENC e Ct, quanto as varidveis idade, etilismo e tabagismo.

Aplicou-se o teste de ANOVA para comparacdo das amostras quanto as
variaveis referentes ao habito de tabagismo e etilismo, considerando-se apenas
aqueles individuos expostos ao cigarro ou ao alcool. A estatistica descritiva desses
grupos, bem como o resultado da andlise de varidncia estdo contidas nas Tabelas 9
e 10, respectivamente. Nessas, pode-se perceber que ndo sdo significativas as
diferencas entre as amostras EC e ENC, e que, em geral a amostra Ct exibe diferencas

quando comparada as demais.

Conforme ja relatado, houve um excesso de individuos fumantes na amostra
EC, visto que 82,4% deles identificaram-se como fumantes consumindo em média
22,6 cigarros/dia (s=12,4) por um periodo de 30 anos (s=10,5; Tabela 6). Esses
valores nao diferiram quando foram considerados separadamente os soropositivos
para HBV ou HCV (Tabela 5). Na amostra ENC a proporgdo de fumantes foi de 86,5%,
e nao diferiu daquela observada para EC (x*=0,796; p=0,372). O tempo médio de
consumo de cigarros na amostra ENC (Tabela 6) foi de 27,1 anos (s=10,6), menor que
na amostra EC, porém néo significativamente (F, ;= 3,18; p=0,076). Essa mesma
diferenca foi observada para a idade inicio do hédbito do tabagismo, quando se observa
que os integrantes da amostra EC comegaram a fumar em idades entre 4 e 35 anos de
idade (X=14,96 anos; s=15,0), mais jovens que o declarado pela amostra ENC, que

foi de 9 a 41 anos (X=16 anos; s=5,3; F;.,5=3,22; p=0,074)

A quantidade média de cigarros consumida diariamente na amostra ENC
(Tabela 7) foi de 20,9 cigarros (s=11,0), semelhante ao relatado pela amostra EC
(Fua45= 1; p=0,320). Na amostra Ct (Tabela 8) a quantidade média de cigarros
consumida pelos individuos fumantes foi 18,5 cigarros/dia (s=12,3), menor que o
observado para a amostra EC (F;,55,=4,6; p=0,033; Tabela 9). Deve-se ressaltar que

a freqiiéncia de individuos fumantes na amostra Ct (36,7%) foi significativamente
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menor que em ambas amostras de etilistas (x*=89,711; p=0), evidenciando a forte

associagdo entre os habitos de etilismo e tabagismo.

Essa associacdo foi confirmada na amostra Ct, pois foi visto que 63,9% dos
83 individuos fumantes consumiam bebida alcodlica, sendo que 22,9% eram
abusadores de alcool, consumindo em média 65,8 g de lcool por dia. Dentre os néo-
fumantes, cerca de 59,4% relataram nao ingerir bebidas alcodlicas (x*= 10,45;

p=0,005).

O tempo de consumo de tabaco também foi menor na amostra Ct (X=20,04
anos, s=11,18) que nas amostras de etilistas (ENC X=26,9 anos, s=10,6; EC X=30,0
anos, s=10,5). Todavia, esse fato é reflexo da menor idade média dos fumantes na

amostra Ct que nas demais (Tabela 9).

Por se considerar cumulativo o efeito do tabaco sobre o organismo humano,
utilizou-se um indice que corresponde ao produto entre a quantidade consumida
desse agente e o tempo de exposigao ao mesmo. Assim, tomou-se o indice mago-ano,
sugerido por LAFUENTE et al. (1993) e que corresponde ao produto entre o nimero
de macgos de cigarro consumidos por dia e 0o ntimero de anos que o individuo
consumiu cigarros ou similares. Em média, esse indice foi de 33,9 (s=21,0) na
amostra EC, e de 20,9 (s=11,0) na amostra ENC, mostrando-se similares (F,.,,,=2,98;
p=0,086). Ambos diferiram do obtido para a amostra Ct (X=17,7; s=20,4; p<0,005),
haja vista a diferenca observada para a quantidade consumida e/ou tempo de

tabagismo (Tabela 9).

V.1.3- Etlismo

Foi observado que os integrantes da amostra EC consumiram &lcool
cronicamente entre 5 e 60 anos (Tabela 6), com um tempo médio de 26,8 anos (s=
10,8). Na amostra ENC (Tabela 7) o tempo de consumo de &lcool foi de 10 a 70 anos

(X=26,3 anos; s=11,6), enquanto que para os etilistas da amostra Ct (Tabela 8) a
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variacdo foi de 5 a 57 anos, com média de 20,3 anos (s=11,3). O agrupamento desses
valores em faixas de consumo, conforme listadas na Tabela 3, ndo resultou em
diferencas significativas, muito embora a menor idade dos etilistas da amostra Ct
tenha introduzido um viés conduzindo o resultado para um valor préximo do limite
de significancia (x*= 9,133, p=0,058). Assim, comparando-se apenas as amostras EC
e ENC, o tempo de consumo de dlcool mostrou-se independente do desenvolvimento

da cirrose (x*= 1,372; p=0,504).

O consumo médio de &lcool, estimado a partir do relato dos préprios
etilistas, foi bastante semelhante entre as amostras EC e ENC, com valores de 209,3
g/dia (s=122,6) e de 196,1 g/dia (s=97,9), respectivamente, cujas diferengas nao se
mostraram significativas pela anélise de variancia (F;,.=0,04; p=0,845). Esses
valores diferiram significativamente do consumo médio obtido para o grupo de

etilistas integrantes da amostra controle (Tabela 10).

Para o etilismo tomou-se um indice denominado alcool-ano, equivalente ao
produto entre o niimero de doses cirrogénicas de dlcool consumidas diariamente e o
tempo de abuso de alcool. Essa dose cirrogénica foi correspondente a 20 g para
mulheres e 40 g para homens, pois segundo PEQUIGNOT et al. (1978) essas oferecem
um risco relativo para a cirrose alcodlica equivalente a 5x. O valor médio da variavel
alcool-ano foi de 158,6 (s=129,8) na amostra EC, similar a média observada para ENC
(X=136,6;5=96,7; F(;.,05=0,77;p=0,380). E aqui, mais uma vez, a amostra Ct diferiu
das demais (X=34,3; s=18,0; p<0,001; Tabela 10).

A investigagdo quanto ao tempo de etilismo até o diagndstico da cirrose
alcodlica revelou que na amostra EC esse tempo variou de 5 a 60 anos, com valor
médio de 25,2 anos (s=10,6), mostrando-se independente da presenga ou nédo dos
virus HBV ou HCV (Tabela 5).

A Tabela 11 resume os dados quanto a varidvel idade e aquelas referentes
aos habitos de tabagismo e etilismo obtidos para as trés amostras investigadas no

presente trabalho.
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Tabela 6: Estatistica descritiva da amostra de etilistas cirréticos (EC) para
varidveis referentes a idade, tabagismo, etilismo e tempo para
desenvolvimento da cirrose.

Variéyei obsl::\;r::ﬁes Min  Max  Média Ig‘iis;’;g
idade (anos) 136 23 74 48,1 9,8
tempo de tabagismo (anos)® 107 10 56 30,0 10,5
n? de cigarros/dia 107 5 60 22,6 12,4
mago-ano 107 4 93 33,9 21,0
tempo de etilismo (anos) 136 5 60 28,8 10,8
alcool (g/dia) 136 65 680 209,3  122,6
alcool-ano 136 14 952 158,6  129,8
tempo para o desenvol- 136 5 60 25.2 106

vimento da cirrose (anos)

“para as varidveis referentes ao tabagismo computou-se apenas os individuos fumantes.
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Tabela 7: Estatistica descritiva da amostra de etilistas ndo-cirréticos (ENC) para
varidveis referentes a idade e consumos de tabaco e alcool.

ﬁ_VanaVél - mﬁ; de Min Max Média Desvio

Sl o ‘, observacoes - Padrao
idade (anos) 74 35 80 475 10.7
tempo de tabagismo (anos)? 63 8 56  26.6 11.1
n® de cigarros/dia 63 8 56  20.4 11.2
macgo-ano 63 4 128 27.8 20.4
tempo de etilismo (anos) 74 10 70  26.5 11.9
élcool (g/dia) 74 60 680 196.1 97.9
alcool-ano 74 15 612 136.6 96.7

®para as variaveis referentes ao tabagismo computou-se apenas os individuos fumantes
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Tabela 8: Estatistica descritiva da amostra controle (Ct) para variaveis referentes
a idade e consumos de tabaco e alcool.

Variavel ..~ = Nede . Min Max | Meédia Desvio
. . observagoes ; f Padrao
idade (anos) 226 19 70 40,9 11,8
tempo de tabagismo (anos)® 83 5 57 19,0 11,5
n? de cigarros/dia 83 2 70 18,5 12,1
mago-ano 83 1 140 17,7 20,2
tempo de etilismo (anos)? 35 5 57 20,3 11,3
alcool (g/dia) 35 45 140 70,6 23,7
alcool-ano 35 6.3 85.5 34,3 18,0

®para as variaveis referentes ao tabagismo computou-se apenas os individuos fumantes, da mesma
forma que para as varidveis de etilismo foram considerados apenas os abusadores de dlcool.
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Tabela 11: Valores de média (X) e respectivo desvio padrao (s) observados para
variaveis referentes a idade e consumo de tabaco e alcool em uma
amostra de etilistas cirréticos (EC), etilistas ndo-cirréticos (ENC) e
controles (Ct).

idade (anos) 48,2 9,8 47,5 10,7 40,9 11,8
idade dos fumantes (anos)® 48,1 11,3 47,3 10,4 426 11,3
tempo de tabagismo (anos) 30,0 10,5 27,8 20,4 19,0 11,5
n® de cigarros/dia 22,6 12,4 20,4 11,2 18,5 12,1
maco-ano 33,9 21,0 27,8 20,4 18,7 20,2
tempo de etilismo (anos)® 28,8 10,8 26,5 11,9 20,3 11,3
alcool (g/dia) 209,3 1226 196,1 97,9 70,6 23,7

®para as varidveis referentes ao tabagismo computou-se apenas os individuos fumantes, da mesma
forma que para as varidveis de etilismo foram considerados apenas os abusadores de alcool.
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V.2- Variaveis Genéticas e sua Relagdao com as Variaveis Ambientais

Antes de se proceder a anélise cruzada entre as amostras investigadas no
presente estudo, realizou-se uma exaustiva investigagdo intra-amostral, a fim de
identificar varidveis genéticas e/ou ambientais que pudessem apresentar associagao
com a ocorréncia de algum dos genétipos estudados. Assim, foram investigadas as
variaveis referentes a idade (faixa etéria), tabagismo (tempo de tabagismo, quantidade
diéria de cigarros consumida e mago-ano) e etilismo (tempo de etilismo, quantidade

de élcool por dia e dlcool-ano).

A andlise dessas varidveis ambientais apontou que apenas a variavel idade,
conforme o esperado, mostrou associacdo com o tempo de etilismo e tempo de
tabagismo, nas trés amostras analisadas. Nenhum cruzamento realizado identificou
dependéncia dessas varidveis para com os diferentes gendtipos. Esse fato permitiu a
comparagao livre dessas varidveis entre as diferentes amostras, principalmente com
relagdo a idade, varidvel para a qual a amostra Ct exibiu distribuicao diferente das

demais.

v.2.1- GST

Os polimorfismos GSTT1 e GSTM1 foram investigados em 136 individuos
da amostra EC, 73 ENC e 224 Ct, sendo possivel a identificagao de quatro fenétipos®
combinando-se os referidos genes (Figura 6). Os resultados da pesquisa desses

polimorfismos nas trés amostras encontram-se compilados na Tabela 12.

*No presente trabalho a expressao fenétipo também serd usada em referéncia ao padrao observado apés
eletroforese de produto de PCR, correspondendo a presenga/auséncia de um fragmento amplificado
ou & presenga/auséncia de sitio de restrigao.
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Tabela 12: Freqiiéncias relativas (%) de genétipos nulos para os genes GSTT1
e GSTM1 e suas possiveis combinacgdes, observadas em individuos
portadores de cirrose alcodlica (EC), etilistas ndo-cirréticos (ENC)
e controles (Ct).

+76 o/+

C +/+
EC 136 27.2 52,9° 13.2 39.7 14 33.1
ENC 74 20.3 37,8 9.5 28.4 12.3 51.4
Ct 224 18.3 46 8.5 37.5 9.8 44.2

*fenétipo +/+ =presenca de ambos os genes; +/0=presenga apenas do GSTT1;
0/+= presenga apenas do GSTM1 e fenétipo 0/0=auséncia de ambos os genes,
°EC x ENC x*=4,383; p=0,036

“Ladder”
100 pb +/+ +/0 o/+ 0/0

480 pb GSTTH1
312 pb CYP1A1

215 pb GSTMA1

FIGURA 6: Fotografia de gel sob luz UV, apresentando os
fenétipos observados para os genes GST T1/M1 ap6s
PCR para identificacao de seus genétipos nulos:

+/+, presencga de GSTT1 e GSTM1;
+/0, presenca apenas de GSTT1;
0/+, presenca apenas do GSTM1;

. 0/0, auséncia de ambos.
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Nas Tabelas 13 a 15 apresentam-se as freqiiéncias relativas dos fenétipos
observados para os polimorfismos GSTT1 e GSTM1 nas amostras EC, ENC e Ct,
respectivamente. Essas freqiiéncias foram calculadas segundo as variaveis ambientais
idade, tabagismo, etilismo e, para a amostra EC, sorologia positiva para virus de

hepatite.

Nessas tabelas pode-se observar que as freqiiéncias desses fenétipos
geralmente ocorreram em valores similares entre as diferentes classes dessas
varidveis, o que pode ser percebido comparando-se a proporcdo das freqiiéncias
fenotipicas com aquela do ntmero de individuos por classe. Essa comparacao
apontou diferencgas significativas, na proporgdo das combinagdes fenotipicas
consideradas, apenas na faixa de idade entre 30 e 39 anos da amostra controle, sendo
uma diferenca introduzida pelo excesso de GSTT1 nulo (x*=4,04; p=0,045), que se
encontrou principalmente associado ao GSTM1 nulo (0/0; x*=5,518; p=0,019). Como
esse foi um fato isolado, serd considerado apenas quando do envolvimento
simultaneo das varidveis idade e GSTT1 para a amostra Ct. Portanto, para as amostras
EC e ENC, principal objeto de foco neste estudo, ndo foi detectada qualquer
dependéncia dessas classes com a ocorréncia de genétipos nulos referentes aos genes

investigados.

Na amostra EC nao se detectou diferenca na distribuigao dos genétipos GST
quando foram comparados os sub-grupos soropositivo e soronegativo para HBV ou

HCV, sugerindo independéncia entre essas varidveis (p>0,2).

Cerca de 53% dos individuos da amostra EC apresentaram-se homozigotos
para a delegdo do GSTM1 (Tabela 16). Comparativamente, essa amostra exibiu uma
freqiiéncia significativamente maior de genétipo GSTM1 nulo que os 37,8% obtidos
para a amostra ENC (x*=4,383; p=0,036). Naamostra Ct o GSTM1 nulo apresentou-se
numa taxa intermedidria as demais amostras (46,0%) nao diferindo da amostra EC

(x*=1,641; p=0,200) ou da amostra ENC (x*=1,040; p=0,308).
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O gene GSTT1 esteve ausente em 27,2% da amostra EC e em 20,3% dos
integrantes da amostra ENC e em 18,3% de Ct (Tabela 16). A freqiiéncia em EC néo
diferiu de ENC (x*=1,237; p=0,266) nem de Ct (x*=0,141; p=0,707). Ja a freqliéncia
em EC foi significativamente maior que na amostra Ct (x*= 3,951; p=0,047), apesar
da semelhanca observada na faixa etéria de 30-39 anos de idade (x*=0,46; p=0,830).
A diferenca entre essas amostras acentuou-se quando foram comparados apenas os
individuos fumantes de ambas (27,1% vs 12,5%; x°=6,49; p=0,018), conforme pode
ser observado na Tabela 16. A analise apenas do grupo de fumantes da amostra ENC
resultou em diminuicdo na freqiiéncia do GSTT1 nulo (17,5%), porém ao ser
comparada a amostra EC e Ct essa diferenca ainda ndo se mostrou significativa

(x*=2,049; p=0,152).

O polimorfismo GSTM1 nulo nido exibiu associagdio com a varidvel
tabagismo, ou seja, em nenhuma das amostras se observou diferencas entre os grupos

de fumantes e ndo-fumantes.

Como esses genes tém papel similar na destoxificagdo de xenobidticos,
verificou-se as possiveis combinagdes entre esses polimorfismos (Tabela 16). Para a
combinagao genotipica GSTT1/M1 foram observados 33,1% dos integrantes da
amostra EC com o fenétipo +/+, uma freqiiéncia menor que a observada para a
amostra ENC (51,4%; x*=5,945; p=0,01), e também menor que aquela da amostra Ct
(44,2%; xy*=3,9; p=0,048). Considerando-se apenas os individuos fumantes manteve-
se a dependéncia entre o fendtipo +/+ e a ocorréncia ou néo de cirrose em etilistas,
pois 33,6% dos EC fumantes apresentaram o fenétipo +/+ enquanto nos ENC essa

freqiiéncia foi de 54% (x*=5,949; p= 0,01),

Adicionalmente, 13,2% da amostra EC eram portadores do genétipo nulo
para ambos os genes em questao (0/0) enquanto apenas 8,4% da amostra Ct exibiu tal
genétipo, todavia essa diferenga néo foi estatisticamente significativa (x*= 2,073;
p=0,21). Considerando-se apenas os fumantes, a diferenca tornou-se significativa

(z=2,17; p=0,015), pois a freqiiéncia desse gendtipo foi de 12,2% na amostra EC e



resultados 55

3,8% na Ct. Neste caso, em particular, optou-se pela aplicagdo do teste binomial de
proporgoes, visto que: (1) o nimero de individuos 0/0 na amostra Ct comprometia a
andlise pelo teste do qui-quadrado, e (2) o tamanho amostral nao era adequado para

o teste exato de Fisher.

A presenga de um tunico gene (GSTT1 ou GSTM1), traduzida pelos
combinacdes fenotipicas +/0 e 0/+, foi investigada e suas respectivas freqiiéncias na
amostra EC foram de 39,7% e 14% (Tabela 12). Esses valores foram de 28,4% e 10,8%
na amostra ENC e na amostra Ct corresponderam a 37,5% e 9,8%. Da mesma forma,
em todas as amostras, essas combinacoes fenotipicas ndo apresentaram dependéncia
das varidveis investigadas, tampouco resultaram em diferengas significativas na
comparacao do fenétipo +/0 (x*=2,104; p=0,349) ou para o fen6tipo 0/+ (x*=2,104;

p=0,162) entre as trés amostras.
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Tabela 13: Freqiiéncias relativas (%) de fen6tipos GSTT1 e GSTM1 nulos e suas
combinagdes em uma amostra de etilistas cirréticos (EC), segundo
algumas varidveis ambientais.

LaL e TUM10/0 TUM1 +/+

- <30 4 29 27 2,8 0 2,2
g 30-39 20 14,7 16,2 16,7 22,2 13,3
< 40-49 53 39 35,1 36,1 27,8 42,2
= >49 59 43,4 46,0 44,4 50,0 42,2
2 SD? 6 44 2,7 5,6 5,6 4,4
S soro - 98 72,1 70,3 66,7 55,6 75,6
= soro + 32 23,5 27,0 27,8 38,9 20,0

= 0 24 17,6 16,2 23,6 27,8 20,0
% % <10 5 3,7 27 5,6 5,6 2,2
g §D 10-20 76 559 56,8 54,2 44,4 46,7
£38  >20 31 22,8 24,3 16,7 22,2 31,1

S 50-149 54 397 27,0 44,4 22,2 35,6
% >§ 150-200 25 18,4 18,9 16,7 22,2 22,2
T >200 57 419 541 389 55,6 42,2
TOTAL 136 27,2 52,9 13,2 33,1

*SD=sem diagndstico soroldgico ou molecular para a presenca de HBV ou HCV
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Tabela 14: Freqiiéncias relativas (%) de fenétipos GSTT1 e GSTM1 nulos e suas
combinacbes em uma amostra de etilistas ndo-cirréticos (ENC),
segundo idade, tabagismo e etilismo.

T

TIM10/0 T1MI +/+

L - Tinulo M1 nulo

30-39 18 24,3 20,0 21,4 28,6 29,0

< ’§‘ 40-49 32 43,2 46,7 42,9 28,6 39,5
=S sy 24 324 333 35,7 42,9 29,0
-~ 0 10 14,9 20,0 10,7 0,0 10,5

g !; <10 6 8,1 6,7 7,1 14,3 10,5
g §0 10-20 44 58,1 66,7 57,1 71,4 57,9
€8  >20 14 18,9 6,7 25,0 14,3 21,1
s 50149 27 365 46,7 35,7 42,9 34,2

% >§ 150-200 20 27,0 26,7 14,3 14,3 34,2
E @ >200 27 36,5 26,7 50,0 42,9 31,6
TOTAL 74 20,3 37,8 9,5 51,4




58

resultados

Tabela 15: Freqiiéncias relativas (%) de fendtipos GSTT1 e GSTM1 nulos e suas
combinagdes em uma amostra controle (Ct), segundo idade, tabagismo
e etilismo.

A o e

o e e e . i S i s e O P S O S O 00 O

M1 nulo

ae T1/M10/0  T1/M1 +/+
>30 45 19,9 12,2 22,3 10,5 18,2
g7 30-39 66 29,2 46,3° 30,1 57,9° 26,3
< 8§ 4049 64 283 19,5 20,4 15,8 38,4
>49 51 22,6 22,0 27,2 15,8 17,2
-~ 0 143 63,4 73,2 63,1 84,2 60,6
% !2 <10 10 4,4 2,4 1,9 5,3 4,0
g §D 10-20 61 27,0 19,5 24,3 10,5 30,3
£8  >20 12 53 4,8 10,7 0,0 5,1
s 0 116 51,3 53,7 51,5 63,2 51,5
% %‘é <50 81 35,8 29,3 33,9 15,8 38,4
E \::io 50-149 29 12,8 17,1 15,5 21,1 10,1
TOTAL 226 18,1 45,6 8,4 43,8

*x*=4,04; p=0,045
®*=5,518; p=0,019
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Tabela 16: Freqiiéncias relativas de alguns fenétipos observados para os genes
GSTT1 e GSTM1 nas amostras de etilistas cirréticos (EC), etilistas ndo-
cirréticos (ENC) e controles (Ct), segundo o habito do tabagismo.

EC 136 37 27,2 107 29 27,1

ENC 74 15 20,3 63 11 17,5

CT 224 41 18,1 85 11 12,5
n  Minulo % n M1 nulo %

EC 136 272 52,9 107 57 53,3

ENC 74 28 37,8 63 25 41,3

CT 224 103 46,0 85 38 45,8
n +/+ % n +/+ %

EC 136 45 33,1 107 36 ®33,6

ENC 74 37 51,4 63 34 54,0

CT 224 99 44,2 85 38 44,7
n 0/0 % n o/o %

EC 136 18 13,2 85 13 °12,2

ENC 74 7 9,5 63 7 11,1
CT 224 19 8,4 85 3 3,8

*EC x ENC x*=4,383; p=0,036
"EC x ENC %°=5,949; p=0,01
°EC x Ct p=0,015 (teste binomial de proporgoes)
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v.2.2- CYP2Dé6

Trés mutagbes inativadoras do gene CYP2D6 foram pesquisadas e
identificadas neste estudo: a transicido G—A na jungdo do intron 3 e exon 4
(CYP2D6*4); a delecdo de uma base no exon 5 (CYP2D6*3) e a delegdo completa do
gene (CYP2D6*5). Especificamente para este polimorfismo, foram estudados apenas
homens, fumantes e, entre os cirréticos, apenas aqueles com sorologia negativa para

os virus HBV ou HCV, objetivando-se homogeneizar as varidveis ambientais.

O gene CYP2D6 foi investigado em 46 EC, 49 ENC e 35 Ct e nesses foi
identificada uma maioria de individuos homozigotos para o alelo selvagem*
(WT/WT). Em menor freqiiéncia, observou-se heterozigotos para os alelos CYP2D6*3
(WT/3) e CYP2D6*4 (WT/4), homozigotos para esses alelos (3/3 e 4/4), além daqueles
para o alelo CYP2D6*5 (5/5). Detectou-se ainda um genétipo onde foram identificadas
as duas mutagbes pontuais caracteristicas dos alelos CYP2D6*3 e CYP2D6*4.
Todavia, ndo se pdde determinar se essas alteracdes encontravam-se em cis ou trans
(geno6tipo WT/3,4 ou 3/4), o que permitiria a classificacdo quanto a capacidade de
metabolizagdo, pois a primeira condigéo resultaria no fenétipo EM e a segunda, em
PM. Assim, optou-se por excluir os individuos portadores desse genétipo quando da

classificagdo segundo a capacidade de metabolizacao (fenétipo indefinido).

A comprovagdo de que essas mutagdes podem ser observadas em cis foi dada
pela identificacao, nas amostras EC e ENC, de portadores do genétipo CYP2D6 3/34,
onde certamente um dos cromossomos apresenta simultaneamente as referidas

mutacoes. Esses genétipos podem ser visualizados na Figura 7.

A proporgido de individuos que apresentaram os polimorfismos descritos,
bem como as freqiiéncias alélicas obtidas para esses encontram-se na Tabela 17.

Nessa, pode-se observar que 41,3% dos EC exibiram o genétipo homozigoto selvagem,

*Foi considerado alelo selvagem aquele que nao apresentou as mutagbes investigadas no presente
trabalho.
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freqiiéncia essa que nao diferiu daquelas observadas para as amostras ENC (34,7%;

x*=0,258; p=0,768) e Ct (48,6%; x°=0,425; p=0,670).

Dois dos gen6tipos pesquisados nao foram observados em todas as amostras:
(1) o gendtipo 3/34, identificado em 8,7% e 6,1% das amostras EC e ENC,
respectivamente, estando ausente na amostra Ct; (2) o homozigoto para o alelo
CYP2D6*4 s6 foi detectado na amostra ENC (4,1%). Os demais genétipos observados
ocorreram em todas as amostras em diferentes freqiiéncias, porém foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas.

Se considerarmos os fenétipos sugeridos por MUIRAS et al. (1998), onde sao
PM somente aqueles individuos homozigotos para ao menos um dos locos
investigados, teremos que 30,4% da amostra EC e 36,7% da amostra ENC sao
portadores do fenétipo PM, diferenca essa néo significativa (x*=0,637; p=0,562). Na
amostra Ct, cerca de 17% dos integrantes exibiram fenétipo PM, freqiiéncia
discretamente menor que na amostra ENC (3*=2,94; p=0,08). Nas trés amostras o
fenétipo PM foi devido, principalmente, ao genétipo homozigoto para o alelo

CYP2D6*3 (gendtipos 3/3 e 3/34), seguido do homozigoto CYP2D6*5/5 (Tabela 17).

A determinagdo da freqiiéncia alélica em EC revelou uma freqiiéncia de
0,313 para o alelo CYP2D6*3 e 0,115 para CYP2D6*4. A freqiiéncia do alelo
CYP2D6*5 foi de 0,087, porém esta é subestimada visto que o referido alelo s6 pode
seridentificado em homozigose. Essas freqiiéncias nao diferiram daquelas observadas
para as amostras ENC, que foram de 0,347, 0,122 e 0,102, respectivamente (Tabela
18). A amostra Ct apresentou uma freqiiéncia de 0,171 para o alelo CYP2D6*3,
ligeiramente menor que o observado para a amostra EC (x*=2,737; p=0,09), porém

significativamente menor que na amostra ENC (x°=6,326; p=0,02).
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"Ladder”
100pb WT WT/4 WT/3 5/5 3/3 3/34 WT/4
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2o 216 b
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m ) NG 101109 bp VNEREE S e 101 bp

(b)

FIGURA 7: Negativo de gel fotografado sob luz UV, apresentando genétipos
observados para o gene CYP2D6, ap6s pesquisa dos alelos CYP2D6*3,
CYP2D6*4 e CYP2D6*5.

‘WT = individuo com genétipo “wild type”
1WT/4= heterozigoto para o alelo CYP2D6*4
‘WT/3= heterozigoto para o alelo CYP2D6*3
55= homozigoto para a delegdo completa do gene
33= homozigoto para o alelo CYP2D6*3

3/3,4= homozigoto para o alelo CYP2D6*3 e
heterozigoto para o alelo CYP2D6*4
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Tabela 17: Freqiiéncias (%) dos gendtipos CYP2D6 observados
nas amostras de etilistas cirréticos (EC), ndo-cirréticos
(ENC) e controles (Ct). Sdo também apresentadas as
freqiiéncias de pobres metabolizadores (PM),
extensivos metabolizadores (EM).

347 17 486

WT/WT 19 413 1

7

WT/3 6 13,0 9 18,4 3 8,6
3/3* 6 13,0 8 16,3 4 11,4
WT/4 3 6,5 2 4,1 8 22,8
4/4 0 0 2 4,1 0 0
3,4** 4 8,7 3 6,1 1 2,9
3/34* 4 8,7 3 6,1 0 0
5/5* 4 8,7 5 10,2 2 5,7
TOTAL 46 49 35

EM 28 60,9 28 57,1 28 80,0
PM 14 30,4 18 36,7 6 17,1
indefinidos** 4 8,7 3 6,1 1 2,9

*genotipos PM
** genotipo excluido da classificagdo quanto a capacidade de
metabolismo.
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Tabela 18: Freqiiéncias de individuos portadores de diferentes alelos do
gene CYP2D6 e respectiva freqiiéncia alélica (FA) observadas
em etilistas cirréticos (EC) nao-cirréticos (ENC) e controles
(Ct).

EC n 20 (43,5%) 11 (23,9%)

(n=46) FA 0,326 0,120

ENC n 23 (46,9%) 10 (20,4%) 5 (10,2%)
(n=49) FA 0,347 0,122 0,102

Ct n 28 (22,9%) 9 (25,7%) 2 (5,7%)
(n=35) FA 0,171 0,129 0,057

‘o valor obtido para o alelo CYP2D6*5 é subestimado pois 0 mesmo nao pode ser detectado
em heterozigose.

’Ct x EC x*= 7,918; p=0,005 e Ct x ENC x°=4,103; p=0,043

’Ct x EC x*=2,737; p=0,09 e Ct x ENC %*=6,326; p=0,02
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v.2.3- CYP2E1

O polimorfismo CYP2E1/Pstl foi pesquisado em 133 EC, 75 ENC e 222
controles, sendo que o alelo CYP2E1*c2 foi observado somente em heterozigose
(c1/c2), conforme pode-se observar na Figura 8. O genétipo c1/c2 foi identificado em
12,8% dos EC, freqiiéncia essa similar aquelas observadas para as amostras ENC
(10,8%) e Ct (14,0%). Por conseguinte, a freqiiéncia do alelo CYP2E1*c2 néo diferiu
entre as referidas amostras (y*=2,060; p=0,725), representando em torno de 6% do
total de alelos (Tabela 19).

O polimorfismo CYP2E1/Dral foi pesquisado em 132 individuos da amostra
EC, 71 ENC e 212 Ct. O alelo CYP2E1*C ocorreu, principalmente, em heterozigose,
sendo que apenas um individuo apresentou o genétipo homozigoto C/C (Figura 9).
Esse alelo foi identificado em 22,1% dos integrantes da amostra EC, 26,8% dos ENC
enquanto que a amostra Ct exibiu uma freqiiéncia intermedidria a essas, equivalente
a 23,6% (Tabela 20). Esses valores nao diferiram significativamente (x*=0,769; p=

0,681) considerando-se as trés amostras.

A comparacio entre os subgrupos soropositivo e soronegativo para os virus
HBV ou HCV nio revelou diferengas nas freqiiéncias dos alelos CYP2E1*c2
(x*=0,734; p=0,392) e CYP2E1*C (x°=0,009; p=0,924). Da mesma forma, esses
subgrupos mostraram-se semelhantes a amostra ENC para ambos os alelos (x*=1,587;

p=0,452 e ¥x*=0,116; p=0,994, respectivamente).

A baixa freqiiéncia dos alelos CYP2E1*c2 E CYP2E1*C comprometeu a
sensibilidade dos testes que investigariam a associagdo desses alelos com outras

variaveis genéticas e/ou ambientais.

A andlise simultdnea dos polimorfismos PstI e Dral na amostra EC resultou
na identificacdo de 74,0% de seus integrantes como homozigotos para os alelos
selvagens (c1 e D) e 8,4% como portadores de ambos alelos raros c2 e C (Tabela 21).

Na amostra ENC o genétipo duplo selvagem foi observado em 73,2%, semelhante a
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amostra EC (x°=0,283; p=0,595). Todavia, na amostra ENC o genétipo c1/c2 sempre
esteve associado ao D/C, enquanto em EC essa combinacdo sé foi identificada em
68,7% dos individuos c1/c2. Essa comparagio identificou uma tendéncia para
associacdo entre os genétipos D/C e c1/c2 em ENC, embora nado tenha sido

significativa (y*=2,795; p=0,09).

Isoladamente, os polimorfismos investigados no gene CYP2E1 nao se
mostraram associados ao desenvolvimento de cirrose alco6lica. Mas, percebeu-se uma
interagcdo entre esse e os genes GSTT1 e GSTM1 na suscetibilidade a referida
hepatopatia (Tabela 22). Na amostra EC, 26,7% dos seus integrantes apresentaram
simultaneamente os alelos selvagens para GSTT1, GSTM1 e CYP2E1/Pstl. Esse valor
foi menor que o de 45,1% observado para a amostra ENC (x*=6,193; p=0,01). A
mesma associacgio foi identificada para o polimorfismo CYP2E1/Dral, pois o alelo
selvagem CYP2E1*D apresentou-se combinado com GSTT1/M1 +/+ em 40,8% dos
ENC e em 25,2% dos EC (x°=4,594; p=0,03). A analise considerando-se os quatro
polimorfismos simultaneamente apontou maior freqiiéncia do genétipo selvagem na
amostra ENC (40,8%) comparada 4 amostra EC (22,9%; ¥*=6,329; p=0,01). Todas

essas combinagdes geraram odds ratio maior que 2.

A prevaléncia dos referidos genétipos selvagens combinados tornou-se mais
acentuada quando foram considerados apenas os individuos fumantes, visto que 46%
dos ENC apresentaram tal caracteristica genética enquanto que na amostra EC apenas
23,3% o fizeram. Esse resultado indicou a condigdo mais fortemente associada a
protegédo contra a cirrose alcodlica, onde o odds ratio correspondeu a 2,8 (IC=1,43-

5,51; p=0,004).
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“Ladder”
100 p cll/e1 cl/c2

290 pb
120 pb

FIGURA 8: Fotografia de gel sob luz UV, apresentando os
genotipos observados para o gene CYP2E1 ap6s
digestdo com a enzima Pstl.

"Ladder”

C/C D/D D/C D/D 100pb

T 375 bp
bmeenill 572 bp

303 bp

120 bp

FIGURA 9: Fotografia de gel sob luz UV, apresentando os
genétipos observados para o gene CYP2E1 apds
digestdo com a enzima Dral.
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Tabela 19: Freqiiéncias (%) dos genétipos obtidos para o polimorfismo
CYP2E1/Pst1 em amostras de etilistas cirréticos (EC), etilistas
nio-cirréticos (ENC) e controles (Ct), apresentando-se a
freqiiéncia alélica para o CYP2E1*c2 (FA).

n

EC 116 87.2 17 12.8 0.064
HBV/HCV + 26 81.2 6 18.8 0.094
HBV/HCV - 90 89.1 11 10.9 0.054

ENC 66 89.2 8 10.8 0.054

Ct 191 86 31 14 0.07

HBV/HCV+ vs HBV/HCV - x*=0,734; p=0,392

HBV/HCV+ vs HBV/HCV vs ENC  x*=1,587; p=0,452

Tabela 20: Freqiiéncias (%) dos gendtipos observados para o polimorfismo
CYP2E1/Dra1 em amostras de etilistas cirréticos (EC), etilistas
nio-cirréticos (ENC) e controles (Ct), apresentando-se a

freqiiéncia alélica para o CYP2E1*C (FA)

. : % n
EC 103 78.9 29 22.1 0 0 0.111
HBV/HCV + 26 75 8 25 0 0 0.125
HBV/HCV - 51 72.8 20 28.2 0 0 0.141
ENC 52 74.2 19 26.8 0 0 0.134
Ct 161 76.9 50 23.6 1 0.6 0.144
HBV/HCV+ vs HBV/HCV - x*=0,009; p=0,924

HBV/HCV+ vs HBV/HCV vs ENC  x*=0,116; p=0,944



resultados 69

Tabela 21: Proporcao das combinagbes genotipicas observadas para os
polimorfismos CYP2E1/Pstl (alelos c1 e c2) e CYP2E1/Dral (alelos D e

115 16
(131) DC 18 (13,7) DC 11 (8,4)
ENC o DD 52 (73,2) , DD o0 (0)
(71) DC 12 (16,9) DC 7 (9,9
Ct DD 151 (71,9) DD 9 (4,3)
182 29
(210) DC 31 (14,8) DC 19 (9,1)
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Tabela 22: Relagdo entre os polimorfismos GSTT1, GSTM1, CYP2E1/Pstl e
CYP2E1/Dral em amostras de etilistas cirréticos (EC) e néo cirréticos
(ENC), apresentando-se para as diversas combinacodes o Odds Ratio
(OR) com intervalo de confianga de 95% (IC).

_ GENOTIPOS  EC(%)  ENC(%) v . DRUGE
GSTT1/M1+/+ 45 (34,4) 37 (52,1) *=5,309 2,08 (1,15-3,75)
demais genétipos 86( 65,6) 34 (47,9) p=0,02

+/+; D/D 33 (25,2) 29 (40,8) x°*=4,594 2,05 (1,11-3,80)
demais genétipos 98 (74,8) 42 (59,2) p=0,03

+/+; c1/c; 35 (26,7) 32 (45,1) %°*=6,193 2,25 (1,23-4,13)
demais genétipos 96 (73,3) 39 (54,9) p=0,01

+/+:¢c1/c1; D/D 30 (22,9) 29 (40,8) %*=6,329 2,32 (1,24-4,34)
demais genétipos 101 (77,1) 42 (59,2) p=0,01

(somente fumantes)

+/+;c1/c1; D/D 24 (23,3) 29 (46,0) x*=8,277 2,80 (1,43-5,51)
demais gendtipos 79 (76,7) 34 (54,0 p=0,004
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VI- DISCUSSAO

O cotidiano do ser humano, bem como das demais espécies, envolve o
contato, praticamente imensurdvel, com uma enorme gama de substancias.
Conseqiientemente, sdo descritas muitas doencas cuja etiologia envolve agentes
ambientais, para as quais a epidemiologia tem identificado grupos de maior risco.
Dentre essas substincias quimicas, tém recebido mais atengdo aquelas associadas ao
estilo de vida, incluindo o hébito alimentar, histéria ocupacional, tabagismo e

etilismo, dentre outros fatores.

Embora seja efetiva a associacao entre determinadas doencas e o grau de
exposigdo a carcinégenos, é amplamente conhecida a resposta diferencial do ser
humano a exposigio aos xenobidticos. O primeiro fator de variabilidade é a prépria
exposicao, seguindo-se as diferengas na absorgéo e principalmente no metabolismo
desses compostos. Adicionalmente, ainda ha variabilidade na capacidade de reparar
les6es nas biomoléculas como DNA e proteinas. Todos esses fatores conduzem a
suscetibilidade diferencial para o desenvolvimento de algumas doengas, incluindo

0 cancer.

As etapas de absorgio, metabolizagdo e reparo das biomoléculas estdo sob
controle genético, o que permite o delineamento de estudos para a identificagao de
fatores de suscetibilidade. Com esse objetivo, surgiu a Epidemiologia Molecular, area
de pesquisa que associa as técnicas de biologia molecular a metodologia cléssica de
epidemiologia para identificagdo de fatores de risco. Com essa nova abordagem
epidemioldgica objetiva-se o estabelecimento de riscos relativos de determinados
genotipos para o desenvolvimento de doengas, permitindo a identificagdo de
individuos com riscos elevados para tais doencas, o que antes a epidemiologia

classica s6 permitia para grupos de risco.

Nos tltimos anos, o principal foco dos estudos de suscetibilidade tem sido

0s genes e proteinas envolvidos no metabolismo de xenobiéticos, para os quais foram



72 discussao

descritos polimorfismos moleculares associados a, ou responséveis por, diferentes
atividades das enzimas que modulam o biometabolismo. Dentre esses genes
encontram-se aqueles das familias CYP e GST. Porém, apesar de existir um razoével
nimero de estudos nessa diregao, somente para poucos alelos esta estabelecida uma

associagao convincente para o desenvolvimento de doengas cronicas, como cancer.

Os alelos polimoérficos de genes relacionados ao metabolismo de
xenobidticos tém aparente distribuigcdo diferencial nas populagoes investigadas. Essa
variagdo tem sido associada principalmente & composicao étnica e faixa etdria das
mesmas. Dessa forma, o conhecimento da distribuicdo desses polimorfismos na
populagdo-alvo, permite minimizar o efeito dessas varidveis em estudos que
investigam a interagdo entre fatores ambientais, "background" genético e doencas

especificas.

VI.1-  Polimorfismos em Genes do Biometabolismo Segundo Etnia

Para os quatro genes investigados neste estudo (GSTT1, GSTM1, CYP2E1 e
CYP2D6) alguns autores sugerem variabilidade nas freqiiéncias dos alelos
polimoérficos segundo a origem étnica da populagdo considerada. Os alelos
CYP2E1*c2 e CYP2E1*C acontecem em freqiiéncias mais elevadas em populagdes
asiaticas que nas demais investigadas. Em contraposicao os alelos CYP2D6*3 e *4 sao
muito mais raros entre os asiiticos que entre os brancos-americanos (BROLY et al.,
1991; DAHL et al., 1995). O genétipo nulo para GSTM1, que geralmente é descrito em
freqiiéncias em torno de 50% para europeus, foi detectado em 20% dos amerindios
brasileiros (ARRUDA et al., 1998) e em 27,6% de uma populacdo afro-americana
(CHEN et al., 1996).

Contudo, como realizar a classificacdo étnica em populagdes miscigenadas,
como a brasileira? O Brasil é um pais altamente miscigenado, desde a sua origem,

pois a colonizagao portuguesa iniciou-se em 1502, mas as primeiras mulheres brancas
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s6 chegaram cerca de 50 anos depois. Assim, a miscigenagdo imediata deu-se entre
brancos e amerindias e ocorreu intensivamente na regido Sudeste visto que nela se
iniciou a colonizagdo do Brasil (SALZANO & FREIRE-MAIA, 1967).

Com o inicio do trafico de escravos, que se acredita ter acontecido em torno
de 1540, os negros passaram a ser o principal grupo de miscigenagdo com o branco.
Durante trés séculos ocorreu intensa miscigenagéo entre portugueses, indios e negros,
visto que somente no século XIX ocorreram os trés principais movimentos de
imigragdo de europeus para o Brasil. O primeiro se estendeu de 1808, com a
conhecida abertura dos portos, até 1850, com a Lei Eusébio de Queiroz que proibiu
o trafico de escravos. Nesse periodo, cerca de 21.600 imigrantes formaram ntcleos
coloniais, principalmente de suigos e alemaes, estabelecendo-se no estado do Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. O segundo periodo (de 1850 a 1888, com
a aboligdo da escravatura) trouxe para o Brasil mais de 880 mil estrangeiros, na sua
maioria italianos (33% do total), alemaes (7%) e espanhdéis (3%), que se estabeleceram
principalmente no Rio Grande do Sul e Sdo Paulo. O periodo de maior intensidade
de imigragdo para o Brasil foi entre 1889 e 1913 com cerca de 1 milhdo de imigrantes
a cada dez anos, sendo os italianos os mais freqiientes, seguidos dos portugueses,
espanhdis, japoneses e alemaes. Sdo Paulo, mais uma vez, acolheu grande parte

desses imigrantes.

Tanto os negros quanto os europeus e asiaticos distribuiram-se nas diversas
regioes do pais em diferentes combinagdes e proporgdes, promovendo uma
heterogeneidade entre essas regides. Esse padrao regional de miscigenagdo vem sendo
alterado continuamente em virtude das correntes de migragao interna, uma delas
trazendo grande contingente de pessoas para a regido sudeste do pais, um importante

centro industrial.

Uma idéia da intensa imigragio de brasileiros para o estado de Sdo Paulo é
fornecida pelo tltimo Censo Demografico (IBGE, 1991). Nos relatérios desse censo

constam que 77,1% dos residentes no estado de Sao Paulo haviam nascido no préprio
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estado, mas se considerarmos apenas os individuos na faixa etéria de 30 a 59 anos de
idade e que aqui residem ha mais de 10 anos, essa proporgao cai para 66%. Esses
dados sugerem que hé algumas décadas foi maior a participagido dos migrantes na
composicdo desta populagao, sendo que os estados que mais contribuiram foram:
Minas Gerais (9,77%), Bahia (6,34%), Parana (3,45%), Pernambuco (4,27%) e Ceara
(2,81%). Essas proporgdes sdo similares aquelas obtidas para os integrantes das

amostras investigadas no presente estudo.

Conforme péde ser observado, o estado de Sdo Paulo além de ser o berco da
miscigenagdo entre portugueses e indias, recebeu grande contingente de escravos
negros e, em seguida, foi o principal receptor de estrangeiros, principalmente
italianos, portugueses e japoneses. Adicionalmente, sempre esteve na rota das
correntes de migracdo interna. A geneticista Eliane Azevedo, percebendo essa

qualidade na populagido da regido sudeste, descreveu:

...“De modo geral, o Brasil é mulato no litoral, branco e
mestigo no interior. E também mais indio ao norte,
menos branco no nordeste, mais indio e mais branco no
centro-oeste, menos preto no sul e tudo no sudeste...
(AZEVEDO, 1987. p.40)

Essa extrema miscigenacdo observada na regido sudeste inviabiliza a
classificacdo da populagdo quanto a etnia, considerando-se somente os grupos
caucas6ide, negréide, amerindio e asiatico, principalmente se os tinicos critérios
forem cor da pele e textura do cabelo. A tentativa de associacdo de uma variavel
genética com grupos étnicos s6 poderia ter algum valor quando comparadas
populagdes de estados brasileiros que ainda guardam diferengas quanto a sua
composic¢ao, como descreveu FRANCO et al. (1982) para os estados do Rio Grande do
Sul (RS) e Rio Grande do Norte (RN). Nesse estudo, em uma amostra de brancos da
regido de Porto Alegre (RS) foi estimada em 8% a presenca de ancestrais de outros
grupos étnicos, enquanto para os brancos de Natal (RN), essa taxa foi de 33%. Porém,

¢ invidvel buscar tal associagdo em um estado, como Sio Paulo, onde, assim como em
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Natal (RN), a grande maioria das pessoas tem diferentes percentuais de ancestrais

caucaséides, negréides, amerindios e asiaticos.

Para alguns polimorfismos, como G6PD A e HbS, é clara a associagdo com
a populacdo negrdide. Nesses casos, independente do viés introduzido pela
miscigenagdo, é de grande valia a identificagdo dos individuos quanto a etnia
aparente. Porém, para os polimorfismos aqui investigados hé apenas uma sugestao
de variabilidade segundo a etnia e assim, a inclusdo dessa varidvel para se estabelecer
riscos poderia resultar em conclusdes erréneas, principalmente quando a populagao

em estudo é altamente miscigenada.

Por esses fatos optou-se por avaliar a populagdo do estado de Sao Paulo
como uma unidade, ou seja, um grupo cuja identidade é a heterogeneidade étnica,

opinido essa compartilhada por GOLDBERG et al., (1998).

VI.2- GSTT1 e GSTM1
VI.2.1- GSTT1 e GSTM1 nulos na populacao brasileira

Um unico trabalho na literatura pertinente refere-se aos polimorfismos
GSTT1 e GSTM1 na populagao brasileira. Nesse, ARRUDA et al. (1998) investigaram
trés populagoes brasileiras, sendo uma de individuos considerados caucaséides, por
nao relatarem miscigenagdo étnica nas trés dltimas geracdes. O segundo grupo
composto por negros do estado da Bahia, um dos estados brasileiros com maioria
negréide, e um terceiro grupo de amerindios de uma tribo da Amazénia brasileira,
sem miscigenacdo conhecida com outros grupos étnicos. Nesses grupos, os autores
observaram o gendtipo GSTM1 nulo em freqiiéncias de 55% nos caucaséides, 33%
nos negréides e 22% na populagao indigena, enquanto que a prevaléncia do GSTT1

nulo foi de 18,5%, 19% e 11%, respectivamente.
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Essas populagdes ndo representam a grande maioria dos brasileiros, cuja
caracteristica é a heterogeneidade étnica. Fato é que duas populacdes brasileiras
altamente miscigenadas, pertencentes aos estados do Para e de Sao Paulo, portanto,
geograficamente muito distantes (+2800 km) e de composigbes étnicas
historicamente distintas, nao diferiram significativamente quanto as freqiiéncias de
GSTT1 e GSTM1 nulos (CABRAL et al., dados ndo publicados).

Na amostra Ct do presente trabalho, a que deve ter maior similaridade com
a populacdo geral do estado de Sdo Paulo, a freqiiéncia do gendétipo GSTM1 nulo
(46%) nao diferiu significativamente da observada por ARRUDA et al. (1998) para o0s
caucas6ides da mesma regido. Ao mesmo tempo, essa fregiiéncia é similar aquelas
obtidas para diversas populagoes, com graus muito menores de miscigenagao, como
os valores de 42 a 51% observados em populagbes de brancos dos Estados Unidos da
Ameérica - EUA (ABDEL-RAHMAN et al., 1996; CHEN et al., 1996; LIN et al., 1994;
EL-ZEIN et al., 1997; CHENG et al., 1999); e de cerca de 53% observados em brancos
da Suécia e da Holanda (ALEXANDRIE et al., 1994; OUDE-OPHIUS et al., 1997;
VIEZZER et al., 1999).

A freqiiéncia de 18% para o genétipo GSTT1 nulo na amostra Ct também foi
similar aquela de caucaséides brasileiros descrita por ARRUDA et al. (1998). Assim
como foi evidenciado para GSTM1 nulo, o genétipo GSTT1 nulo apresentou-se em
freqiiéncias semelhantes aquelas observadas em populagées de brancos na Europa
(10-20%, OUDE-OPHUIS et al., 1997; FALCK et al, 1999; JOURENKOVA-
MIRONOVA etal., 1999) enos EUA (15-22%, ABDEL-RAHMAN et al., 1996; EL-ZEIN
et al., 1997; KRAJINOVIC et al., 1999).

Os dados, tanto de GSTT1 quanto GSTM1, sugerem fragilidade na suposta
idéia de variagdo étnica para tais polimorfismos, visto que hé freqiiéncias similares
de genétipos GSTT1 e GSTM1 nulo entre populagdes de etnias tao distintas quanto
italianos e amerindios brasileiros. Da mesma forma, ha grande variabilidade dentro

de um mesmo pais, como na China onde GSTM1 nulo tem variagdo de 26 a 49% em
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diferentes estudos (GUQO et al., 1996; GAO & ZHANG, 1999). Esses fatos indicam que
a etnia, no maximo, pode ser um dos fatores de variabilidade populacional nas

freqiiéncias de GSTT1 e GSTM1 nulos porém, isoladamente ndo tem grande impacto.

VI.2.2- GSTT1 e GSTM1 nulos e a cirrose alcodlica

As enzimas GST ja foram detectadas em diversos tecidos, incluindo figado
e pulmio, sugerindo fortemente que a expressdo dos genes GST nao é tecido-
especifica. Essas enzimas sdo importantissimas na inativagao dos carcinégenos da
fumaca do tabaco, e sua agio se inicia no epitélio pulmonar, porém a maior parte dos
compostos alcanga a corrente sangiiinea sofrendo metabolizagdo no tecido hepético.
Tanto no pulméo quanto no figado esses compostos estdo sujeitos a ativacdo pelas
enzimas CYP ou inativacdo pelas enzimas GST, dentre outras. Porém, para os
referidos grupos enziméticos foi estabelecido que a agdo se d4 predominantemente
em tecido extra-pulmonar, principalmente no figado, onde a enzima GSTM1 é uma

das mais transcritas, dentre as GST (WALEN & BOYER, 1998).

Os polimorfismos nos genes da familia GST tém sido pouco investigados em
portadores de cirrose alcodlica, visto que esses nio estdo envolvidos no metabolismo
do alcool. Todavia, existe uma forte associagdo entre os hdbitos de tabagismo e
etilismo, conforme detectado no presente trabalho. Assim, pesquisou-se os genes
GSTT1e GSTM1, cujos produtos inativam muitas substancias presentes na fumacga do
cigarro. Os resultados dessa andlise indicaram que o gendétipo GSTM1 nulo esta
fortemente associado ao desenvolvimento da cirrose alcodlica, visto que se observou
maior freqiiéncia desse na amostra EC comparada a ENC (Tabela 12). Ambas as
amostras relataram um consumo similar de alcool e tabaco quanto ao tempo e
quantidade, porém, ao contrdrio do observado para a amostra ENC, a maioria dos
integrantes da amostra EC néo sintetizava a enzima GSTM1 (genétipo nulo), o que
sugere um aumento no nivel de exposigado do organismo aos produtos do cigarro e

outros agentes citotéxicos, substratos para essa enzima.
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Para o gendtipo GSTT1 nulo nio foi detectada diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos EC e ENC, e duas hipéteses podem ser sugeridas:
primeiro, esse polimorfismo, isoladamente, nao estaria envolvido na etiologia da
cirrose alcodlica; e segundo, como a amostra EC diferiu da Ct, provavelmente o

tamanho da amostra ENC tenha comprometido a anélise.

A literatura pertinente ndo refere outro estudo sobre GSTT1 nulo em
portadores de hepatopatias alcoélicas. Adicionalmente, sdo contraditérios os
resultados de pesquisas que investigaram a associagdo entre genétipo GSTT1 nulo e
o desenvolvimento de tumores em abusadores de dlcool. CHENG et al. (1999),
estudando uma amostra norte-americana, identificaram maior freqiiéncia de GSTT1
nulo em etilistas portadores de cAncer de cabeca e pescogo, resultado posteriormente
nio confirmado por KATOH et al. (1999) em uma populagdo japonesa. Do mesmo
modo, nao sdo convincentes os resultados que associam o genétipo GSTT1 nulo com
a suscetibilidade a neoplasias associadas ao tabagismo, como cancer de pulmao e de
cabeca e pescogo, tendo sido demonstrados resultados positivos (EL-ZEIN et al., 1997;
KELSEY et al., 1997; JOURENKOVA-MIRONOVA et al., 1999) e negativos (DEAKIN
et al., 1996; TO-FIGUERAS et al., 1997; SAARIKOSKI et al., 1998).

A associagao descrita no presente trabalho para o genétipo GSTM1 nulo e
a cirrose alcoodlica corrobora os resultados obtidos por SAVOLAINEN et al. (1997)
que, investigando uma amostra de 313 abusadores de 4&lcool finlandeses,
identificaram um excesso de GSTM1 nulo entre os portadores de fibrose, diferindo
do observado para os grupos de etilistas sem hepatopatias alcodlicas. HARADA
(1994), também identificou um excesso de GSTM1 nulo em japoneses portadores de
hepatopatias alcodlicas nao especificadas. Por outro lado, sdo dados contrérios aos
descritos por RODRIGO et al., (1999), que nio observaram aumento na freqiiéncia de
GSTM1 nulo quando compararam uma amostra de 120 etilistas cirréticos e 30
etilistas ndo-cirréticos espanhoéis. Todavia, este Gltimo é um resultado que também

pode ter sido comprometido pelo pequeno niimero de nao-cirréticos analisados.
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E comprovado que, além da cirrose, os etilistas tém risco aumentado para
o desenvolvimento de cincer de boca, faringe, laringe e esdfago (IARC, 1988). O
alcool, isoladamente, aumenta o risco para tumores nesses 0rgaos, mas seu maior
efeito é observado em sinergismo ao tabaco (FRANCESCHI et al., 1990; GAO et al..
1994). Da mesma forma, a IARC (1988) sugere um possivel risco para cancer de
pulmdo entre etilistas, o que provavelmente é resultado do consumo simultaneo de

tabaco.

Assim como se detectou freqiiéncias elevadas de GSTM1 nulo entre os
cirréticos investigados no presente trabalho, ha referéncias de excesso desse genotipo
em portadores de cdncer de pulméao, cabeca e faringe (SEIDEGARD et al., 1990;
HIRVONEN et al., 1993b; ALEXANDRIE et al., 1994; LONDON et al, 1995;
CONFORTI-FROES et al., 1997; COUTELLE, et al., 1997; CHENG et al., 1999). Mas,
alguns estudos relatam resultados discordantes daqueles (MORITA etal., 1997; 1999;
OUDE-OUPHIUS et al., 1997; PERSSON et al., 1999). Pelo fato do GSTM1 ser pouco
expresso em tecido extra-hepatico é ainda desconhecido o mecanismo de seu efeito

protetor contra a carcinogénese quimica nesses 0rgaos.

Esses fatos sugerem que para a maioria dos integrantes das amostras EC e
ENC, pela ocorréncia simultinea dos habitos de etilismo e tabagismo, ha um risco
elevado para o desenvolvimento das neoplasias de pulmao, cabega e pescogo, que se
acentuaria nos individuos portadores de GSTM1 nulo. Esse risco deve ser
considerado pelos profissionais da satde, principalmente médicos, quando da
avaliacao clinica dos etilistas, a fim de se prevenir outras doengas crénicas além das

hepatopatias.

Entre os integrantes das amostras de etilistas, ndo houve relato de neoplasias
nesses 6rgaos, porém, nao € possivel a sua exclusdo sem exames especificos. Na
amostra EC foi registrada a ocorréncia de um cancer de pele, outro de estémago e um
terceiro de préstata. A Figura 10 mostra a distribui¢do dos individuos EC+ENC

fumantes e a incidéncia de neoplasias malignas de pulméao e cabeca e pescogo para
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observar que a distribuigdo das amostras do presente estudo (EC+ENC) exibe um

discreto deslocamento para a esquerda, que néo é estatisticamente significativo.

Em média, a sobrevivéncia dos portadores de cirrose é diminuida,
principalmente quando do desenvolvimento de ictericia, hematémese ou ascite, tendo
sido descrito um periodo de apenas 5 anos de sobrevida para 50% de etilistas
cirr6ticos com uma dessas caracteristicas (BRUNT et al., 1974). A quase totalidade
dos individuos etilistas do presente trabalho se encontra em acompanhamento médico
desde 1998, sendo que as queixas principais foram ascite, ictericia ou hematémese.
Assim, é possivel que para os integrantes da amostra EC ocorra o 6bito antes da
manifestagdo clinica de neoplasias de cabega e pescogo ou pulmaéo, visto que, na

regido sudeste, 65% dos casos de tumores de cabega e pescogo sdo
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FIGURA 10: Freqiiéncias de cidncer (Ca) de pulmao e cabega+pescogo
descritas para a populagdo do sudeste brasileiro e
distribuicdo dos integrantes das amostras EC+ENC segundo
idade (Fonte: BRASIL, 2000).
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diagnosticados ap6s os 50 anos de idade, o mesmo ocorrendo para 79% dos casos de
cancer de pulmao. A proporgdo de individuos fumantes da amostra EC e ENC do
presente trabalho, nessa faixa etéria, é significativamente menor do que a observada

para a ocorréncia desses canceres na regido sudeste.

A presenca simultanea de GSTT1 e GSTM1 associada ao grupo ENC sugere
um efeito sinérgico desses genes na protecao a cirrose, que é corroborado pela maior
suscetibilidade a essa doenga atribuida ao genétipo duplo nulo, ou seja a auséncia de
ambos, detectado em excesso na amostra EC. Esse efeito foi anteriormente sugerido
por KELSEY et al. (1997) e SAARISKOSKI et al. (1998) que identificaram maior risco
para cancer de pulmao para individuos que possuiam esse genétipo duplo nulo para
GSTT1 e GSTM1.

Em resumo, os dados do presente trabalho sugerem um papel para o GSTM1
nulo na suscetibilidade a cirrose hepatica alcodlica, bem como aponta um efeito
sinérgico dos genes GSTM1 e GSTT1 na protecgdo a cirrose, principalmente quando
associado o habito de tabagismo ao de etilismo, evidenciando a importincia da

interagdo gene-gene e gene-ambiente no aparecimento das doengas.

De modo geral, os estudos de epidemiologia molecular, incluindo-se este,
conduzem a trés proposi¢oes quanto as divergéncias observadas na busca de
associacdo dos genes GSTT1 e GSTM1 com a suscetibilidade a doencgas crénicas:
1) é extremamente varidvel a freqiiéncia de genétipos nulos para os genes GSTT1 e
GSTM1 em diferentes populagdes sem uma correlagio direta com etnia; 2) GSTM1,
e provavelmente o GSTT1, parecem estar envolvidos na etiologia do cdncer em mais
de um 6rgao; 3) o risco conferido a portadores de genétipo nulo para esses genes
parece ser de pequena magnitude, todavia esse risco amplifica-se quando da interagio

com outras varidveis genéticas e/ou ambientais.
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VL.3- CYP2Dé6
VI.3.1- CYP2D6 na populacao brasileira

O gene CYP2D6 é altamente polimérfico, sendo que os alelos mais
freqiientes sdo o CYP2D6*1 (alelo selvagem), seguido do CYP2D6*4, CYP2D6*3 ¢
CYP2D6*5. Entre os alelos associados a diminuigio ou auséncia de metabolismo de
debrisoquina, o CYP2D6*4 é descrito como o mais freqiiente, com valores que
oscilam entre 0,1 e 0,2 conforme observado em caucaséides de diversos paises da
Europa (BROLY et al., 1991; AGUNDEZ et al., 1994; TEFRE et al., 1994; LUCOTTE
et al., 1996; SACHSE et al., 1997; GRIESE et al., 1998; MUIRAS et al., 1998; TOPIC
et al., 2000) e dos EUA (EVANS et al., 1993; LONDON et al., 1997). Nessas mesmas
populacdes as freqiiéncias do alelo CYP2D6*3 alcangaram valores até 10 vezes

menores que aquelas obtidas para o CYP2D6*4, variando de 0,02 a 0,2.

Sugerindo uma variagao étnica, EVANS et al. (1993) e LONDON et al. (1997)
descreveram freqiiéncias mais baixas para esses alelos em afro-americanos: 0,002 e
0,006 para o alelo CYP2D6*3 e 0,085 e 0,073 para CYP2D6*4, respectivamente. Em
asidticos esses alelos sdao extremamente raros (JOHANSSON et al., 1991; WANG et
al., 1993; DAHL et al., 1995), resultando na raridade do fenétipo PM. No entanto, os
alelos que promovem apenas a diminuicdo da capacidade metabdlica sdo mais
comuns, e consequentemente, os EM asiaticos metabolizam o substrato mais

lentamente que os EM caucaséides (BERTILSSON et al., 1992).

ROSSIT et al. (1999) descreveram proporgoes similares dos alelos CYP2D6*3
e CYP2D6*4 (0,12) em uma amostra de doadores de sangue de Campinas (Sio Paulo).
Esse dado é concordante com o observado para a amostra Ct do presente estudo,
sugerindo que a populacdo brasileira difere das demais populagées. Essa diferenga
foi estabelecida pela freqiiéncia elevada de alelos CYP2D6*3, que resultou em maior
ocorréncia de individuos PM (17,1%) quando comparada aos 7,5% de PM observados

em populagdes de caucas6ides da Europa e EUA e aos 2% em asiaticos e
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afro-americanos (LOU et al.,, 1987; HORAI et al.,, 1989; ALVAN et al, 1990:;
BERTILSSON et al., 1992; EVANS et al., 1993).

A freqiiéncia do alelo CYP2D6*5 é subestimada por esse ser identificado
apenas no portador em homozigose. Apesar dessa limitagdo pdde-se comparar os
resultados obtidos com aqueles publicados para outras populagoes, haja vista a
estimativa ter sido realizada do mesmo modo. Na amostra Ct do presente estudo
foram identificados 5,7% de individuos homozigotos para tal alelo, resultando numa
freqiiéncia alélica de 0,057. Esse alelo foi responsavel por 33,3% do total de PM dessa
amostra. A freqiiéncia alélica para o CYP2D6*5 nessa populagdo do sudeste brasileiro
néo diferiu daquela descrita por LONDON et al. (1997) para afro-americanos (0,069),
mas foi bastante superior aquelas detectadas em brancos europeus e norte-
americanos, que variaram de 0,01 a 0,03 (BROLY et al., 1991; AGUNDEZ et al., 1994;
LONDON et al., 1997).

Muitos cientistas que investigam os polimorfismos no gene CYP2D6 nao
publicam as freqiiéncias alélicas ou dos diferentes gendtipos observados para aquela
amostra em questdo, optando por classificar os individuos quanto a capacidade de
metabolizacdo (EM ou PM). Esse fato resulta em uma grande dificuldade para se
comparar os dados de diferentes populagdes. Apesar disso, averiguou-se que a
populagao brasileira investigada no presente trabalho apresentou o alelo CYP2D6*4
em proporgdo semelhante ao descrito para caucaséides, enquanto o alelo CYP2D6*5
foi similar ao observado para afro-americanos e o alelo CYP2D6*3 em freqgiiéncia
superior as demais descritas. Considerando-se o alto grau de miscigenagio na amostra
em questdo (Ct), sugere-se a importancia de se investigar uma grande amostra da
mesma, aplicando-se as técnicas de PCR/RFLP e seqiienciamento, a fim de se fornecer

maior base para o entendimento desse polimorfismo génico na populagéo brasileira.



84 discussao

VI1.3.1- CYP2D6 em etilistas cirréticos

O interesse pela pesquisa da associagao dos polimorfismos CYP2D6 e o risco
para doengas cronicas surgiu quando se determinou que as variantes alélicas desse
gene explicavam o polimorfismo no metabolismo da debrisoquina, descrito por
MAGHOUB et al. (1977).

A debrisoquina hidroxilase, produto do gene CYP2D6, tem importante
atuacdo no metabolismo de produtos carcinégenos da fumaga do cigarro, como NNK
e nicotina (CRESPI et al., 1991; CHOLERTON et al., 1994). Considerando-se que 0s
niveis de adutos de DNA provocados por nitrosaminas sao reduzidos em portadores
do fenétipo bioquimico PM (KATO et al., 1995), é possivel que esses individuos
tenham menor risco para o desenvolvimento de neoplasias em cuja etiologia estejam
envolvidos os substratos da referida enzima. Utilizando-se de estudos bioquimicos
diversos autores confirmaram essa proposigao, dentre eles destacam-se os estudos de

AYESH et al. (1984), LAW et al. (1989) e CAPORASO et al. (1990).

Nao ha relato de pesquisas sobre a associa¢do do polimorfismo no CYP2D6
e o desenvolvimento de cirrose alcoélica e no presente estudo esse polimorfismo nao
foi elucidativo. Se o fen6tipo PM atribuisse menor risco para essa doenga em
fumantes, a amostra ENC apresentaria maior freqiiéncia desse fenétipo que a
populacio geral (amostra Ct). De fato a amostra ENC apresentou mais que o dobro de
individuos PM que a amostra Ct, todavia nao foi uma diferenga significativa. Além
disso, a amostra EC apresentou freqiiéncias genotipicas e fenotipicas similares a ENC,
sugerindo que esse gene nio estd envolvido na predisposicdo a cirrose alcodlica.
Entretanto, o pequeno namero de individuos estudados em cada amostra impediu
que se realizasse uma andlise classificando os seus integrantes segundo o tempo ou

a quantidade diaria de fumo, o que pode ter enviesado os resultados.

Resultados conflitantes foram descritos para cancer de pulmdo, uma
neoplasia para a qual, conforme ja referido, o alcool exerce um efeito sinérgico ao

tabaco. KERB et al. (1992) e HIRVONEN et al. (1993c) identificaram menor freqiiéncia
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de alelos nao-funcionais do CYP2D6 em portadores dessa neoplasia, resultados nao
confirmados por TEFRE et al. (1994) e LONDON et al. (1997). Esses ultimos achados
sao corroborados por um experimento in vitro, no qual nao se identificou influéncia
do fendtipo EM ou PM sobre a taxa de aberragées cromossomicas induzidas por NNK

em linfécitos periféricos humanos cultivados (ABDEL-RAIIMAN et al., 2000).

Para aumentar a controvérsia, WOLF et al. (1992) descreveram maior risco
para carcinoma de bexiga em individuos PM, neoplasia essa também associada ao
tabagismo. Buscando explicar essas contradigoes, TANINGHER et al. (1999]
propuseram que enquanto os EM produzem maior quantidade de metabdlitos
genotoxicos e/ou carcinogénicos, os individuos PM expoem-se por mais tempo aos
compostos que independem de bioativagao para exercerem seu efeito carcinogénico.
Assim, em se tratando de um carcinégeno final (ndo precisa de bioativagdo), a
duracao da exposigao seria mais importante para os PM, enquanto o efeito da dose

seria mais evidente nos EM.

Na populacdo aqui estudada, as freqiiéncias observadas para o alelo
CYP2D6*4 podem ser entendidas pela miscigenagdo entre africanos e europeus, pois
estas foram intermediarias as dos povos de origem. Porém, o alelo CYP2D6*3 nao
poderia ter a mesma explicagdo, visto que a sua freqiiéncia foi muito superior aquelas
descritas para caucaséides e negros norte-americanos e africanos ( EVANS et al,
1993: AGUNDEZ et al., 1994; TEFRE et al., 1994; AKILILLU et al., 1996; LONDON et
al., 1997: LUCOTTE et al., 1996; SACHSE et al., 1997; GRIESE et al., 1998; MUIRAS
et al., 1998: TOPIC et al., 2000). Todavia essa possibilidade ainda ndo pode ser
desconsiderada em virtude da escassez de dados sobre esse polimorfismo em
populacdes africanas e derivadas, bem como pelo pequeno ntmero de individuos

analisados na populagdo brasileira.

Assim, conforme pode ser observado na Figura 11, para as amostras de
etilistas do presente estudo, as freqiiéncias do alelo CYP2D67*3 e do fendtipo PM
foram as mais elevadas ji descritas, merecendo maiores investigagoes para se

esclarecer tais diferencas.
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FIGURA 11: Freqiiéncia dos alelos de CYP2D6 identificados em
trés populagbes brasileiras comparada com o
observado para populagées européias e mnorte-
americanas.

EC = etilistas cirréticos; ENC = etilistas nao-cirréticos; Ct =
controles; EUR-c = caucaséides europeus; EUA-c = caucaséides
norte-americanos, EUA-n = afro-americanos e AFR-n = africanos.
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VI.4- CYP2E1
V1.4.1- Alelos CYP2E1*c2 e CYP2E1*C na populacéo brasileira

Sao mais convincentes os achados de variabilidade interétnica para os
polimorfismos CYP2E1, visto que, comparadas as demais populagoes, na Asiaoalelo
CYP2E1*c2 ocorre em freqiiéncias muito superiores, variando de 0,17 a 0,26
(UEMATSU et al., 1991; KATO et al. 1992; CHAO et al., 1995; YU et al., 1995; LEE
et al., 1997; MORITA et al., 1997, 1999; PERSSON et al., 1999).

Em geral, nas populagdes européias a freqiiéncia desse alelo apresenta-se em
torno de 0,03 a 0,07 em espanhdis, italianos e franceses INGELMAN-SUNDBERG et
al., 1993; AGUNDEZ et al., 1996; LADERO et al., 1996; LUCAS et al., 1996), similar
a observada em norte-americanos (KATO et al. 1992; EL-ZEIN et al., 1997). Porém,
algumas populagoes especificas dos EUA exibiram elevadas taxas de CYP2E1*c2
(cerca de 0,15), como no Texas e Havai (WU et al., 1997; LE MARCHAND et al. 1998).
Note-se que essas populagbes caracterizam-se pela presenga marcante de

descendentes de Mexicanos e japoneses, respectivamente.

A tnica referéncia ao polimorfismo Pst1 no gene CYP2E1 em populagéo
brasileira é feita por SUGIMURA et al. (1995), todavia, osresultados desse nao podem
ser extrapolados para a populagao geral do estado por ser um estudo de caso-controle.
Porém, resultados obtidos em populacées dos estados do Pard e de Sao Paulo
indicaram a presenga de 17% e 14% de portadores do alelo CYP2E1*c2 (CABRAL et
al., dados ndo publicados). As respectivas freqgiiéncias alélicas foram de 0,10 e 0,08.
Assim, na amostra Ct do presente trabalho, a prevaléncia de portadores desse alelo,
bem como a sua freqiiéncia, apresentaram-se similares aquelas obtidas para as

populacdes paraense e paulista.

O alelo CYP2E1*C ocorreu, nas trés amostras do presente estudo, em
freqiiéncias similares aquela obtida para uma populagdo da mesma regido por

ROSSIT et al. (1999).
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O alelo CYP2E1*C ocorre em freqiiéncias duas a trés vezes maior que a do
CYP2E1*c2, conforme observado no presente estudo. E a analise simultanea desses
polimorfismos tem demonstrado que esses alelos encontram-se em forte desequilibrio
de ligacdo (STEPHENS et al., 1994; PERSSON et al., 1999), apesar de ocasionalmente
serem identificados individuos portadores do haplétipo ¢2/D, cuja origem pode ser

a recombinacao.

Diante do desequilibrio de ligagdo, é esperada a maior ocorréncia do alelo
CYP2E1*C nas populagées asidticas quando comparadas as demais populagoes.
STEPHENS et al. (1994) e PERSSON et al. (1999) determinaram em cerca de 0,25 a
fregiiéncia do referido alelo em asiadticos, enquanto essa foi de 0,08 para afro-
americanos e 0,11 para euro-americanos (STEPHENS et al., 1994); 0,08 para franceses
(LUCAS et al., 1996) e 0,06 para finlandeses (SAVOLAINEN et al., 1997).

Note-se que as freqiiéncias obtidas para os alelos CYP2E1*c2 e CYP2E1*C
em populagdes no Brasil mostram-se mais elevadas que aquelas obtidas para norte-
americanos e europeus, exceto para o alelo raro C em uma populagao afro-americana.
Esse resultado pode refletir a miscigenacdo envolvendo asiaticos, ocorrida na
formacao do povo brasileiro, ou ainda, a miscigenagdo com africanos. Todavia, nao
ha referéncias que investigassem tais polimorfismos naquele grupo étmico. No
presente estudo, trés integrantes declararam-se descendentes de asiaticos (japoneses)
e somente um apresentou gendétipo c1/c2; D/C, sendo os demais selvagens para ambos

os alelos.

Assim como ocorreu na grande maioria dos estudos, excetuando-se aqueles
que focalizaram os asidticos, na populagdo brasileira ndo se observou o genotipo
homozigoto c2/c2 e apenas um individuo exibiu o genétipo CC (amostra Ct). Todavia,
tal auséncia é esperada, em virtude da baixa freqiiéncia do genétipo heterozigoto
correspondente, demonstrando que esses alelos se encontram em equilibrio de Hardy

& Weinberg.
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VI1.3.2- Alelos CYP2E1*c2 e CYP2E1*C em etilistas cirroticos

Os polimorfismos no gene CYP2E1 tém sido bastante investigados na
predigdo de riscos para cancer de pulméao e hepatopatias alcodlicas, pelo fato de ser
um gene induzido pelo etanol e tabaco, entre outros agentes xenobiéticos (KOOP &
CASAZZA, 1985; VILLARD et al., 1998). Esse gene € transcrito em diversos tecidos,
incluindo cérebro e pulmido (TINDBERG & INGELMAN-SUNDBERG, 1989;
HANSSON et al., 1990), mas sua maior expressao, seja constitutiva ou induzida,
ocorre na regido centrilobular do figado (INGELMAN-SUNDBERG et al., 1988).

A investigacdo do envolvimento desses polimorfismos na etiologia do cancer
de pulmio tem gerado dados contraditérios, havendo sugestoes de maior risco para
portadores dos alelos CYP2E1*c2 e CYP2E1*C (UEMATSU et al., 1991; EL-ZEIN et
al., 1997), bem como para portadores da versao molecular selvagem CYP2E1*c1; (WU
etal., 1997; LE MARCHAND et al., 1998) e ainda aqueles que ndo apontam qualquer
associagdo entre um determinado genotipo e a suscetibilidade ao cancer de pulmao
(KATO et al., 1992; HIRVONEN et al., 1993a; WATANABE et al., 1995; PERSSON et
al., 1999).

Os polimorfismos no gene CYP2E1 sao amplamente investigados na pesquisa
da suscetibilidade as doengas hepaticas alcodlicas. Baseando-se na anélise dos alelos
CYP2E1*c2 e CYP2E1*C, alguns estudos identificaram maior freqiiéncia do alelo
CYP2E1*c2 em portadores das hepatopatias alcodlicas em geral, incluindo-se a
cirrose (TSUTSUMI et al., 1994b; PIRMOHAMED et al., 1995; LUCAS et al., 1996).
Contudo, a maioria dos estudos tem falhado em identificar tal associagdo
especificamente com a cirrose alcoélica, em diversas populagoes, como a norte-
americana (CARR et al, 1995), francesa (LUCAS et al., 1996), finlandesa
(SAVOLAINEN et al., 1997) e espanhola (AGUNDEZ et al., 1996; RODRIGO et al.,
1999). Tal fato pode ser atribuido as baixas freqiiéncias desses alelos, o que

comprometeria as analises estatisticas.
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Todavia, tanto para os genes GST quanto CYP2E1, a grande maioria das
pesquisas considera individualmente os genes, ou seja, nao se investiga a interagio
entre genes de ativagédo e destoxificagdo, como o fizeram ALEXANDRIE et al. (1994),
EL-ZEIN et al. (1997) e PERSSON et al. (1999) para cancer de pulmio. Esses autores
conseguiram identificar uma combinagdo genotipica que oferece maior risco para as
doencas investigadas. ALEXANDRIE e PERSSON sio integrantes de um grupo no
Karolinska Institutet (Suécia) que desde a década de 80 estuda a associagdo de
polimorfismos genéticos e os riscos a satde. Nos seus trabalhos aqui ja referidos,
esses autores identificaram maior risco para o desenvolvimento de cAncer de pulméo
em portadores do genétipo GSTM1 nulo/CYP1A1 m2/m2, em suecos e chineses,
respectivamente. EL-ZEIN et al. (1997), apontaram a combinagao genética CYP2D6-
EM/CYP2E1*c2 como de maior risco para o cincer de pulmio no Texas (USA),

seguida da combinacdo GSTM1 nulo/CYP2E1*c2.

E importante pesquisar a interagio entre diversos polimorfismos genéticos
na suscetibilidade as doengas, visto que o resultado da exposigdo a um agente bio-
agressor depende do balanco entre os genes que atuam em ambas as fases do
metabolismo. Além disso, o atual conhecimento do papel fisiolégico dos alelos
polimoérficos permite elaborar estratégias de pesquisa que fornegam resultados mais

consistentes para a predicado de riscos.

Atualmente é sabido que os portadores do alelo CYP2E1*c2, se etilistas, tém
um aumento de duas vezes na taxa de transcricao desse gene e também maior
quantidade da proteina CYP2E1 para ativar pro-carcinégenos, resultando em maior
efeito genotéxico. Essa agao foi comprovada in vitro pela descrigdo de que o NNK
induziu maior quantidade de aberragdes cromossémicas em linfécitos periféricos
humanos cultivados de portadores do genétipo c1/c2 que naqueles c1/c1 (ABDEL-
RAHMAN et al., 2000). Adicionalmente KATO et al. (1995) sugeriram maior formacao
de adutos de DNA, promovidos por produtos do cigarro, para portadores do alelo
CYP2E1*C.
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Assim considerando, pode-se pressupor que os individuos etilistas que
possuem simultaneamente os alelos mutantes para o gene CYP2E1 e genotipo nulo
para GSTT1 e/ou GSTM1 sofreriam maior exposi¢ao aos carcinégenos da fumaga do
tabaco dentre outros agentes citotoxicos. Essa associagao foi identificada na amostra
EC do presente estudo, pois em etilistas ndo-cirrdticos fumantes detectou-se um
excesso de gendtipo combinado selvagem para os polimorfismos GSTT1 e GSTMI.
CYP2E1/Dral e CYP2E1/Pstl. quando comparado a portadores de cirrose alcodlica.
Esse fato indica um papel protetor desses genes na eticlogia da cirrose, o que,
provavelmente, s6 nao pode ser comprovado pela analise dos alelos raros em virtude
de sua baixa freqiiéncia. Extrapolando-se os resultados aqui obtidos, pode-se sugerir
um efeito sinérgico dos alelos selvagens desses genes na protegdo contra a cirrose
alcodlica sendo que o maior risco ¢é fornecido pelos GSTT1/M1 nulos, seguido da
adicao do CYP2E1/Dral e CYP2E1/Pstl, sucessivamente, sendo o risco ampliado pelo

héabito do tabagismo.

A possivel interagdo entre os genes GSTT1, GSTM1 e CYP2E1, proposta
como de maior risco para a cirrose alcodlica em etilistas fumantes, pode ser

observada na Figura 12.

Conforme foi aqui relatado, é limitada a literatura sobre polimorfismos
genéticos em portadores de cirrose hepdtica alcodlica e a maioria dos estudos
considerou apenas o gene CYP2E1, ou seja, raramente foi pesquisada a associagao
entre genes, como na presente pesquisa. Assim considerando, a interagdo entre os
genes deve ser o fator fundamental para a suscetibilidade a essa doenga, podendo-se
supor que esse fato conduziu ao grande nimero de estudos que néo conseguiram
identificar o risco a cirrose, atribuido por polimorfismos nos genes do
biometabolismo. O presente estudo é uma evidéncia de que a suscetibilidade a cirrose
alcodlica, e provavelmente para outras doengas crénicas, resulta da forte interacao

entre genes e ambiente.



g2 discussdo

ETANOL
\/

gene CYP2E1

A A
alelo CYP2E1*c2 alelo CYP2E1*C
(transcrigdo aumentada) (efeito?)
B
TABACO |
II I'.
A |4
ativagao de NNK e outros aumento da
pro-carcinégenos formagéao de adutos®
inativacdo A L4

efeitos citotéxicos

\

CIRROSE
(maior risco)

a

sao
formados adutos entre 0 DNA e metabélitos da fumaga do cigarro
FIGURA 12: Esquema ilustrativo da possivel interacdo entre varidveis

ambientais (dlcool e cigarro) e genéticas (GSTT1, GSTM1 e
CYP2E1) na etiologia da cirrose alcoélica.
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VII- CONCLUSOES

Os dados obtidos para a populagdo-referéncia do sudeste brasileiro, em
relacdo aos polimorfismos nos genes CYP2E1 e CYP2D6, revelaram freqiiéncias
elevadas dos alelos CYP2E1*c2, CYP2E1*C e, principalmente, do alelo CYP2D6*3
quando comparadas aquelas descritas para caucasdides europeus e norte-americanos.
Em relacdo aos polimorfismos nos genes GSTT1 e GSTM1, as freqiiéncias dos
genétipos nulos sdo bastantes semelhantes as encontradas nas mais diversas

populagées, independentemente de seu grau de miscigenacao.

Nenhuma conclusdo pode ser estabelecida sobre o papel do gene CYP2D6 no
desenvolvimento da cirrose alcodlica, porém, a freqiiéncia aumentada do alelo
CYP2D6*3 nas amostras de etilistas permite a inferéncia de uma possivel associacao
desse gene com outra doenga de risco aumentado para os etilistas, como algumas

neoplasias.

No presente estudo, 0 GSTM1 nulo foi a varidvel genética que ofereceu
maior risco para a cirrose alcoédlica, quando essas varidveis foram consideradas
isoladamente. Para os demais polimorfismos investigados, a baixa freqiiéncia do alelo
mais raro provavelmente contribuiu para a diminuigido do poder de resolugdo da
andalise estatistica, porém a combinacao de varios genes apontou que os alelos GSTT1
nulo, CYP2E1*c2 e CYP2E1*C também tém relagdo com a suscetibilidade a cirrose.
Adicionalmente, a inclusdo do tabagismo na combinacgao de varidveis de risco para

essa doenca evidencia a interacdo gene-ambiente na sua etiologia.

Osresultados obtidos sugerem que os genes GSTT1, GSTM1 e CYP2E1 podem
ser uteis como biomarcadores para se predizer o risco a cirrose alcodlica. Todavia,
deve-se ressaltar que a inclusdo de outros genes, como aqueles envolvidos na
fibrogénese, poderd tornar mais robusta essa proposicdo, o que seria de grande
importdncia para a medicina preventiva dessa doenca - uma das mais freqiiente nos

ambulatérios de gastrenterologia.



94 conclusées

Aqui, pela primeira vez se ressalta a importancia de se considerar,
simultaneamente, genes de ativagio e destoxificacdo para o entendimento da
suscetibilidade genética as doengas hepaticas cronicas, bem como para se estimar os

riscos individuais.
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Projeto: “Polimorfismos de genes envolvidos no metabolismo de xenobiéticos em
individuos portadores de hepatopatias associadas ao etilismo créonico”

PROTOCOLO:

1- Nome do Paciente: Sexo: ()M () F
2- Hospital: Rg:
3- Local e Data de Nascimento:
4- Enderego:
5a- Profissdo atual e tempo de atuacao
5b- Profissoes anteriores e tempo de atuagao:
5g- Exposigao profissional a agentes genotéxicos:
6- “Racga” do individuo:

Antecedentes raciais:
7- Exposicao ao tabaco:
7a- () fumante ativo () ex-fumante () nunca fumou

7b- idade-inicio do habito:
7c- duracdo do hébito:

7d- consumo diario:

7e- fumo passivo (relagdo e tempo de convivéncia didria com o fumante)

8- Exposigdo a bebidas alcodlicas:
8a- () etilista ativo () ex-etilista () consumo social
8b- idade-inicio do habito: 8c- duragido do habito:

8d- tipo de bebida ingerida e consumo diério:

8e- etilismo na familia:
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9- Exposicao a drogas ndo-medicamentosas:

9a- () consumidor () ex-consumidor () nunca consumiu
9b- idade-inicio do habito: 9¢- duracdo do habito:
9d- tipo de droga consumida:

10a- Drogas medicamentosas usadas em tratamentos prolongados e (b) periodo do
tratamento:

11- Ficha médica:

11a- Doenga alcool-associada:

11b- Data e forma de diagnéstico:

11c- Apresentou os seguintes sintomas (data):
() inchago das pernas (__ / / )
() aumento do volume abdominal (__/ / )
() sangramento em fezes ou vémitos (__ / /)
11e- Hepatite por virus: () sim () nao

11e.1- tipo:

11e.2- forma de diagnéstico:

11f- Outras doencas infecciosas:

11g- Doencas na familia (diabetes, cirrose, cincer)

11h- Relato de transfusdo sangiiinea:

11i- Perfil bioquimico hepético:

Data: Ass. entrevistador:
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS )
CENTRO DE BIOLOGIA MOLECULAR E ENGENHARIA GENETICA
LABORATORIO DE GENETICA HUMANA

RESPONSAVEL: Profa. Dra. Christine Hackel (019-7881145)

TERMO DE CONSENTIMENTO

NOME:
RG:

Autorizo a obtencio de amostra de DNA para utilizagdo em estudos moleculares para
o entendimento do desenvolvimento humano e de doengas crénicas. As informagoes
genéticas obtidas, bem como os dados pessoais aqui coletados podem ser
apresentados em reunides e publicagoes cientificas sem a minha identificacao
pessoal.

Campinas, __/ _/

DADOS PESSOAIS PROTOCOLO:

NOME:
LOCAL E DATA DE NASCIMENTO:
ENDERECO:

N° DE FILHOS:
RACA (pelas caracteristicas fisicas):
ASCENDENCIA RACIAL:

HISTORICO PROFISSIONAL:
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HISTORICO DE TABAGISMO:
() NAO-FUMANTE:
exposicdo a cigarros em casa:

exposicao a cigarros no trabalho:

() FUMANTE ATIVO:
idade que comecgou a fumar:
quantidade de cigarros consumida por dia:
() EX-FUMANTE:
idade que comecou a fumar:
quantidade de cigarros consumida por dia:
tempo de abstinéncia:
duragiao do habito:

HISTORICO DE ETILISMO:
freqiiéncia de consumo de bebidas alcodlicas:
tipo de bebida alcodlica:
idade que comecgou a consumir alcool regularmente:
duracéao do hébito:

( ) ETILISTA SOCIAL = consumo maximo de 30g de dlcool/dia, 4x/semana
( ) ETILISTA LEVE = consumo méaximo de 60g de 4lcool/dia, 4x/semana

( ) ETILISTA MODERADO = consumo 60-150g de alcool/dia, 4x/semana

( ) ETILISTA PESADO = consumo >150g de dlcool/dia, 4x/semana

DOENCAS CRONICAS NA FAMILIA (diabetes, cancer, cirrose e etc.)

Data da entrevista: / /
Entrevistador:
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Individuos etilistas cirréticos (EC) classificados por varidveis ambientais e
genéticas segundo o sexo.

idade 47,70 +9,89 51,24 +8,70 Fl135=1,95; p=0,165

fumantes 95 (79,8%) 12 (70,6%) x*= 0,758; p=0,38
tempo de fumo 29,71 +10,39 32,25 +11,17 Fi1:105=0,63; p=0,43
(anos)

consumo de 23,21 +7,29 17,92 +8,38 F1105=1,97; p=0,163
fumo (un)

mago-ano 34,44 +21,25 29,56 +18,85 F1.105=0,57; p=0,45
alcool/dia (g) 205,0 +117,8 239,3 +153,1 F155=1,16; p=0,283
tempo de dlcool 27,03 410,71 25,35 +11,82 Fi1.135=0,35; p=0,553
(anos)

GSTT1*0 30 (25,2%) 7 (41,2%) x*=1,915; p=0,16
GSTM1*0 61 (51,3%) 6 (35,3%) x*=1,075; p=0,299
cl/c2 17 (14,7%) 0 (0%) ¥*=1,623; p=0,203
D/C 25 (21,6%) 4 (23,5%) x*=0; p=0,992
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Individuos etilistas nao-cirréticos (ENC) classificados por varidveis ambientais e
genéticas segundo o sexo.

idade 47,03 +10,36 53,40 +14,94 F,,,=1,66;p=0,201

fumantes 60 (87,0%) 3 (60,0%)

tempo de fumo 26,57 +11,06 35,0 +16,27  F4,=2,5;p=0,119
(anos)

consumo de 21,0 +11,08 17,5 5,0 F(162=0,39; p=0,35
fumo (un)

mago-ano 28,32 120,45 28,25 £+10,25  F(4,=0; p=0,995
alcool/dia (g) 185,87 +80,95 338 +191,33 F,,,=13,12; p=0,001

tempo de 4lcool 26,30 +12,01 29,20 +10,13 F,,,=0,28; p=0,601
(anos)

GSTT1*0 14 (20,3%) 1 (20,0%) x*=0;p=0,99

GSTM1*0 27 (39,1%) 1 (20,0%) x*=0,725; p=0,394
c1/c2 6 (8,7%) 3 (40,0%) x*=1,482; p=0,223
D/C 16 (24,2%) 3 (60,0%) x*=1,663; p=0,1973
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Individuos Ct classificados por varidveis ambientais e genéticas segundo o sexo.

idade 39,23 +11,07 51,86 +11,03 F,,,=32,9; p=0
fumantes 72 (36,5%) 11 (37,9%) x*=0,02; p=0,885
tempo de fumo 18,25 +11,21 25,8 49,17  F4,=4,15; p=0,045
(anos)

consumo de 18,33 +10,35 22,9 421,21  F4,=1,26; p=0,265
fumo (un)

mago-ano 15,73 +14,28 34,74 +42,18 F,4,=8,32; p=0,005
GSTT1*0 36 (18,5%) 5,29 (17,2%) %°=0,025; p=0,874
GSTM1*0 92 (47,2%) 11 (37,9%) x*=0,869; p=0,351
cl1/c2 29 (15%) 2 (6,9%) x*=1,387; p=0,239
D/C 42 (23,0%) 8 (28,6%) x*=0,424;p=0,515




