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RESUMO

O cancer de pulmdo € um importante problema de saude publica, ocupando
atualmente a décima posicdo entre as principais causas de morte no mundo e a
principal causa de morte dentre as neoplasias malignas. A predisposicao individual
ao desenvolvimento de cancer de pulmdo pode estar associada a polimorfismos
genéticos envolvidos na resposta inflamatéria, em mecanismos de ativacdo ou na
detoxificacdo de carcindégenos, assim como, em defeitos nos mecanismos de
identificacdo e reparo de danos sofridos pelo DNA. O presente estudo teve como
objetivo investigar a influéncia de 13 polimorfismos do tipo insergao/delecdo em
genes do metabolismo e biotransformacdo (CYP2E1, CYP19A1 e UGT1Al), genes
de controle do sistema imunoldgico e resposta inflamatéria (IL1A e IL4), genes que
regulam a funcé@o de genes de controle do ciclo celular e do sistema imunolégico
(MDM2 e NFKB1), genes de reparacdo do DNA (TYMS e XRCC1), gene regulador
da apoptose (CASP 8), gene regulador da hemostasia (PAR1) e gene de controle do
ciclo celular (TP53,) quanto a suscetibilidade ao cancer de pulméo. Os polimorfismos
foram genotipados por uma reacdo de PCR multiplex em pacientes com diagndstico
confirmado para cancer de pulméo e em individuos da mesma populacéo, sem essa
doenca. A ancestralidade genética de todos os individuos foram estimadas por um
painel de marcadores informativos de ancestralidade. Uma andlise de regressao
logistica controlando pelas variaveis idade, género e tabagismo foi realizada para
determinar a influéncia dos polimorfismos na susceptibilidade ao cancer. Nao foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos com cancer e
sem cancer. Os polimorfismos estudados nao estao associados a suscetibilidade ao

cancer de pulméao na populacao do Para.

PALAVRAS-CHAVES: cancer de pulméo, susceptibilidade, marcadores genéticos.



ABSTRACT

Lung cancer is a major public health problem, currently occupying the tenth position
among the leading causes of death worldwide and the leading cause of death among
cancer. The individual predisposition to developing lung cancer could be associated
with genetic polymorphisms related to the inflammatory response, activation
mechanisms and detoxification or carcinogens, as well as defects in the mechanisms
of the DNA repair. This study aimed to investigate the influence of 13 polymorphisms
of the type insertion / deletion in genes of the metabolism and biotransformation
(CYP2E1, CYP19A1 and UGT1Al), control genes of the immune system and
inflammatory response (IL1A and IL4), genes that regulate control of gene function of
the cell cycle and immune system (MDM2 and NFKB1), DNA repair genes (TYMS
and XRCC1), regulator of apoptosis gene (CASP 8), regulator of hemostasis gene
(PAR1) and control gene cell cycle (TP53) as susceptibility to lung cancer.
Polymorphisms were genotyped by a multiplex PCR reaction of patients with a
confirmed diagnosis for lung cancer and individuals from the same population without
the disease. The genetic ancestry of all individuals were estimated by a panel of
ancestry informative markers. A logistic regression analysis controlling for age,
gender and smoking was performed to determine the influence of polymorphisms in
susceptibility to cancer. No statistically significant differences between the groups
with cancer and without cancer were founded. Polymorphisms studied are not

associated with susceptibility to lung cancer in the Para population.

KEYWORDS: lung cancer, susceptibility, genetic markers.
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1. INTRODUCAO:

1.1. Cancer:

1.1.1. Aspectos Gerais

O céancer é o resultado de mudancas genéticas adquiridas por células
somaticas que conferem a estas, diferentes caracteristicas como: independéncia de
sinais externos de proliferacéo, insensibilidade a sinais externos de anti-proliferacéo,
a habilidade de evitar a apoptose, a habilidade de replicar indefinidamente, a
capacidade de desencadear angiogénese, a habilidade de invadir tecidos e
estabelecer tumores secundarios, a promocdo da inflamacédo, instabilidade
gendmica, desregulacdo do metabolismo energético celular e escape do sistema
imunolégico (Figura 1) (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Proliferativa

Manutencé&o da Sinaliza¢éo
Crescimento

[ Evaséo aos Supressores de }

[ Desregulagéo do

Escape da Destruicéo
metabolismo celular } —> — [ Imunolégica

[ Evasédo a Apoptose ] > < [ Replicacédo llimitada ]

Instabilidade do <= Promocéo da
Genoma e Mutacéo —> Inflamagéo pelo Tumor

Metastase

R[ Ativacdo de Invaséo e ]

Figura 1: Caracteristicas adquiridas pelas células tumorais (Adaptado de HANAHAN e WEINBERG,
2011).

Essa doenca representa um importante problema de saude mundial. Um
estudo realizado pela Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC), ligada
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), identificou que o cancer esta crescendo

em um ritmo considerado alarmante em todo o mundo.
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No ano de 2012 foram 14,1 milhdes de novos casos de cancer registrados,
8,2 milhdes de mortes por cancer e 32,6 milhdes de pessoas vivendo com cancer
(dentro de 5 anos apos o diagndstico) em todo o mundo, nimero que deve alcancar
22 milhdes nas proximas duas décadas. No mesmo periodo, o humero de mortes
deve aumentar de 8,2 milhdes para 13 milhdes (INCA, 2014; IARC, 2015).

A taxa geral de incidéncia de céancer é quase 25% maior em homens do que
em mulheres, com taxas de 205 e 165 por 100.000 individuos, respectivamente. No
sexo masculino a incidéncia apresenta variacdo de quase cinco vezes entre as
diferentes regides do mundo, com taxas que variam de 79 por 100.000 na Africa
Ocidental para 365 por 100.000 individuos na Australia/Nova Zelandia, onde o
cancer de prostata é o princippal responsavel pela elevacdo da incidéncia. No sexo
feminino, a incidéncia apresenta variacdo menor, quase trés vezes entre as
diferentes regides do mundo, com taxas que variam de 103 por 100.000 individuos
no Centro-Sul da Asia para 295 por 100.000 individuos, na América do Norte (Figura
2) (IARC, 2015).

Com relacdo a mortalidade, a variabilidade regional € menor do que para a
incidéncia, sendo 15% e 8% mais elevadas em regides mais desenvolvidas do que
nas regides menos desenvolvidas para homens e mulheres, respectivamente. Nos
homens, a mortalidade € mais elevada na Europa centro-oriental (173 por 100.000
individuos) e menor na Africa Ocidental (69 por 100.000 individuos). Em contraste,
as taxas mais elevadas em mulheres sdo na Melanésia (119 por 100.000 habitantes)
e da Africa Oriental (111 por 100.000 individuos), e a mais baixa na América Central
(72 por 100.000 individuos) e Centro-Sul da Asia (65 por 100.000 individuos) (Figura
2) (IARC, 2015).
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Figura 2: Incidéncia e mortalidade por cancer no mundo em 2012, todos os tipos de céncer
(exceto cancer de pele ndo-melanoma), taxas padronizadas por idade estimada por 100.000
individuos (Adaptado de IARC, 2015).

Globalmente, os tipos de cancer mais comuns registrados em 2012 foram os
de pulmédo com 1,8 milhdo de casos (13% do total), o de mama com 1,7 milh&o,

(11,9%) e o de intestino grosso com 1,4 milhdo (9,7%), sendo os tipos que mais
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causaram mortes: o de pulmdo com 1,6 milhdo de mortes (19,4% dos falecimentos
por cancer), o de figado com 0,8 milhdo de mortes (9,1%) e o de estbmago com 0,7
milhdo de mortes (8,8%) (IARC, 2014).

1.1.2. Cancer de Pulmao

1.1.2.1. Epidemiologia

O céancer de pulmdo € um importante problema de saude publica mundial,
sendo o tipo de cancer mais comum ha vérias décadas. Em 2012, foram 1,8 milhdes
de novos casos, correspondendo a 12,9% do total de casos de cancer. Nesse ano,
58% desses novos casos ocorreram em regides menos desenvolvidas do planeta.
Essa doenga permanece como o cancer mais comum em homens em todo o mundo,
correspondendo a 1,2 milhdes de casos (16,7% do total) com incidéncia estimada no
leste da Europa de 53,5 casos por 100.000 individuos, leste da Asia com 50,4 casos
por 100.000 individuos, enquanto que a incidéncia é menor na Africa ocidental e
oriental (2,0 e 1,7 por 100.000 individuos, respectivamente). Nas mulheres, a
incidéncia é geralmente mais baixa e o padrao geografico € um pouco diferente,
refletindo, principalmente, diferente exposi¢éo histérica ao fumo do tabaco. Assim, as
estimativas sdo mais altas na América do Norte (33,8) e Norte da Europa (23,7) na
Asia Oriental (19,2) e as mais baixas taxas de novo na Africa Ocidental e Oriente
(1,1 e 0,8, respectivamente) (Figura 3) (IARC, 2015).

O céancer de pulmdo é a primeira causa de morte por cancer em todo o
mundo, estima-se ser responsavel por quase um em cada cinco 6bitos por cancer,
sao 1,59 milhdes de mortes por cancer de pulmao, correspondendo a 19,4% do total
de mortes por cancer. A sobrevida global em 5 anos € de 14 a 17% para o Cancer de
Pulm&o Nao Pequenas Células (CPNPC) e de 6% para o Cancer de Pulméo de
Pequenas Células (CPPC). Devido a sua alta letalidade e a relativa falta de variagéo
nas taxas sobrevivéncia a doenca em diferentes regides do mundo, os padrbes
geograficos de mortalidade s&o semelhates aos de incidéncia (Figura 3) (GOMES,
2014; IARC, 2015).
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Figura 3: Incidéncia e mortalidade por cancer de pulmdo no mundo em 2012, taxas
padronizadas por idade estimada por 100.000 (Adaptado de IARC, 2015).

Em 2011 o cancer de traqueia, bronquios e pulm&o no Brasil, afetou 22.424
individuos, sendo 13.698 homens e 8.726 mulheres. As estimativas de novos casos
de cancer no Brasil para 2014 destacam o cancer de pulmdo como o segundo em
namero de casos quando se refere ao sexo masculino com 16.400 casos novos,
correspondendo a 5,4% do total de casos de cancer estimados, enquanto que, no
sexo feminino, € o quarto em numero de casos, estimando-se 10.930 novos,

correspondendo a 4% do total de casos estimados (Figura 4) (INCA, 2014).
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Localizado primaria ~ casos ) Localizacao primaria ~ casos
Prostta 68800  228%  Homens Mulheres  Mama Feminina 51120 208%
Traqueia, Bronquioe Pulmdo 16400  5.4% Colon ¢ Reto 17.530 6.4%
ColbneReto 15070  50% Colo do Utero 19.590 5.7%
Estimagp 12870  4.3% Traqueia, Brénquio & Pumao  10.930 40%
Cavidade Ol 11280  37% Glandula Tirepide 8.050 29%
Esdfago 8010 26% Estomago 7520 2.1%
Laringe 6870  23% Gorpo do Utero 5.900 22%
Bexiga 6750  22% Ovario 5.660 21%
Leucemias 5050  17% Linfoma néo Hodgkin 4850 18%
Sistema Nervoso Central 490  1,6% Leucemias 4320 16%

Figura 4: Estimativa do nimero de casos novos de cancer, segundo o sexo, no Brasil, 2014,
exceto pele ndo melanoma. Niumeros arredondados para 10 ou multiplos de 10 (Adaptado do
INCA, 2014).

Para a regido Norte as estimativas para 2014 apontam o cancer de pulmao
como o terceiro tipo de cancer em numero de casos em pessoas do sexo masculino
com 620 casos novos (6,1%) e como o quinto em namero de casos em pessoas do
sexo feminino com 400 novos casos (4%) (Figura 5) (INCA, 2013).

Localizacio Primaria ﬁzig: % Hiivcs %
Prostata 2.480 24,6% 1.890 19.(
Estémago a0 8,9% Mama feminina 1.720 1
Traqusia, Brdnquio e Pulmao 620 6,1% Etomaga 470 1%

Colon e Rebo 430 4,3%
Cdion e Reto 360 3.6% Traqueia, Bronquio e Puimao 400 4,0%
Leucemias 290 2.9% Glandula Tiraoide 290 2,9%
Cavidade Oral 270 2,7% Leucemias 240 2,4%
Larings 240 2,4% Ovario 220 2,2%
Sistema Nervoso Central 200 2,0% Corpo do dtero 180 1,8%
Linfoma na&o-Hodgkin 200 2,0% Sistema Nesvoso Cenval 120 4

Baxica 190 1.9% Linfoma nao-Hodgkin 150 1,5%
T X Vi Cavidade Oral 140 A%
Esdfago 170 b > Bexiga a0 0.9%
Pele Malanoma 80 0.8% Esdfago a0 0.9%
Linfoma de Hodgkin 80 0,8% o s Pele Melanoma 70 0,7%
Glandula Traoe 80 0,8% ‘ ‘» Linforna de Hodgkin 70 0.7%
Todas as Neoplasias sem pele 7.760 Larnge £9 0.6%

by ‘ ‘ Todas as Neoplasias sem pele 7930

Todas as Neoplasias 10090 o Todas as Neoplasias Q930

Figura 5: Estimativa do numero de casos novos de cancer, segundo o0 sexo, na regido Norte do
Brasil, 2014, exceto pele ndo melanoma. Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10
(Adaptado do INCA, 2014).

As estimativas de casos novos de cancer de pulméao no estado do Para, para
2014, segundo o sexo, correspondem a 260 casos novos para cada 100 mil
habitantes para sexo masculino, com taxa bruta de 6,50% e 160 casos novos para
cada 100 mil habitantes para o sexo feminino, com taxa bruta de 4,12%. Em se
tratando da cidade de Belém, capital do estado do Para, sdo estimados 100 casos
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novos de cancer de pulméo para cada 100 mil habitantes para sexo masculino, com
taxa bruta de 14,13% e 60 casos novos para cada 100 mil habitantes para o sexo
feminino, com taxa bruta de 7,58% (Figura 6) (INCA, 2014).

Priestata

cstmago Homens Mulheres
Traqueia, Bringuio & Puiman
Calon & Reta
Cavidade Oral
Leucemias
Lk Estado Estadn
Bexiga B capia B caia

Linfoma o Hodakin
Sistema Nervoso Central
Estitagn

GlAndula Tireoide

Pele Melanoma

Linfoma de Hodgiin
Corpo do Utero

Owvario

Calo do Ltero

Mama Ferninina AT -
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Figura 6: Taxas brutas de incidéncia estimadas para 2014 por sexo, segundo Estado e capital,
valores por 100 mil habitantes (Adaptado do INCA, 2014).

1.1.2.2. Etiologia

Acredita-se que o cancer de pulmdo surge apdés uma progressao de
alteracdes moleculares conhecidas como lesdes pré-neoplasicas ou pré-malignas.
Esse processo de carcinogénese pulmonar € bastante complexo, envolvendo
mutacbes genéticas e mudancas epigenéticas que, por sua vez, determinardo
alteracdes na dindmica celular, resultando em proliferacdo, diferenciacdo, invaséo e
metastase. Nesse contexto da carcinogénese pulmonar é relevante destacar alguns
conceitos importantes no desenvolvimento dessa doenca, como: o0 campo de
cancerizacdo, o papel da inflamacéo e das células-tronco de cancer de pulmao
(GOMPERTS, 2011).

Uma das teorias mais relevantes quanto a etiologia do cancer é o campo de
cancerizacdo, que consiste em uma area de aparéncia histologicamente normal no
tecido adjacente as lesdes neoplasicas que apresentam anormalidades moleculares,

algumas das quais, sado também idénticas no tumor (SLAUGHTER apud
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GOMPERTS, 2013).

O campo de cancerizacdo € observado em varias neoplasias epiteliais
(prostata, cabeca e pescoco, célon, eséfago e cancer de mama), incluindo o cancer
de pulmdo (GOMPERTS, 2013). Estudos utilizando técnicas citolégicas e
moleculares estabeleceram que o tabaco promove o surgimento de um campo de
lesbes em todas as células das vias aéreas expostas a fumaca do cigarro. A
hipétese € que a lesdo, decorrente do tabaco, desencadeia uma reparacao
aberrante pelas células-tronco progenitoras, que se submetem a auto-renovacéo
para formar um grupo clonal de células filhas indefinidamente auto-renovaveis. Esse
grupo celular prolifera de forma desregulada, devido a alteracbes genéticas e
epigenéticas adicionais formando o campo de cancerizacdo e deslocando o epitélio
normal (GOMPERTS, 2011; 2013). Além disso, o desenvolvimento de um campo
pré-maligno em expansao parece ser um passo critico na carcinogénese pulmonar
que pode persistir mesmo depois da cessacao do tabagismo.

As alteracbes genéticas mais comuns, descritas histologicamente em tecido
pulmonar de aparéncia normal adjacente ao céancer de pulméo (campo de
cancerizacdo) sao: perda de heterozigosidade (LOH), mutacbes no oncogene do
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e mutacdes em genes da
familia RAS (KRAS). MutacBes em genes da familia RAS ocorrem em 17 a 25% de
todos os tipos de cancer e em 35% no cancer de pulméao, o gene KRAS pode estar
mutado em 35 a 50% de todos os casos de Céancer de Pulmdo Nao Pequenas
Células (CPNPC). No campo de cancerizacdo também sdo encontrados alteracdes
epigenéticas, como: metilacdo do DNA, alteracbes nos miRNA e modificagdo em
histonas e cromatina (DAKUBO apud GOMPERTS, 2011; GOMPERTS, 2013;
SINGH, 2014).

A inflamacdo cronica exerce um importante papel na etiologia do cancer de
pulmé&o. O tabaco € um potente indutor da inflamag¢do pulmonar, sendo descritas
vérias alteracfes nas vias respiratérias associadas ao processo inflamatoério crénico,
incluindo alteracbes na produgcdo de citocinas e quimiocinas, e em fatores de
crescimento liberados por macrofagos alveolares, linfocitos, neutrofilos, células
endoteliais e fibroblastos, que regulam a resposta inflamatéria e imunologica
(GOMPERTS, 2011).

A ciclooxigenase 2 (COX2) é uma enzima importante na inflamacao,

desempenha um papel crucial na regulacao de citocinas, na respostas imunologica e



19

na carcionogénese; catalisa a producdo de prostanoides a partir de &cido
araquidonico, incluindo principalmente a prostaglandina E2 (PGE2), o tromboxano
A2 (TXA2) e prostaciclina (PGI2). ACOX2 e a PGE2 desempenham um papel crucial
em muitos tumores associados com o tabagismo, incluindo os canceres de pulméo,
gastrico, retal, prostata e bexiga (PATEL, 2007; SAHIN, 2009; HUANG, 2011). Na
auséncia de inflamacgdo, a COX2 encontra-se em niveis baixos no pulméo, mas que
apos a lesdo, em resposta a citocinas e outros estimulos, tem sua expressao
aumentada. Os niveis elevados de COX2 resultam no aumento dos niveis de
prostaglandina, incluindo PGE2, a elevacdo de COX2 e de PGE2 promove a
carcinogénese por meio da resisténcia a apoptose, proliferacdo, imunossupresséao,
angiogénese, invasao e da transicao epitélio-mesenquimal (EMT).

Eventos oncogénicos, como a mutacdo de KRAS e a perda de funcéo de p53,
a hipdxia e os cancerigenos especificos do tabaco estdo associados a elevagédo dos
niveis de COX2 (BRODY, SMITH apud GOMPERTS, 2011, HUANG, 2011). Estudos
moleculares revelam que niveis elevados de COX2 €& uma caracteristica
proeminente de lesbes pré-malignas e tumores malignos, a carcinogenese
frequentemente evolui como uma série progressiva de alteracbes celulares e
moleculares altamente especificas em resposta ao aumento da expressédo de COX-2
e a cascata de prostaglandina, a chamada "inflamogénese do cancer’” (HARRIS,
2009). Os possiveis mecanismos pelos quais a inflamacdo pode contribuir para a
carcinogénese incluem instabilidade gendmica, alteracfes nos eventos epigenéticos
e subsequente inadequada expressao do gene, o reforco da proliferacdo de células
iniciadas, resisténcia a apoptose, neovascularizagdo, invasao através da membrana
basal associada ao tumor, angiogénese e metastase (VALAVANIDIS, 2013)

As células tronco tumorais (CSC) ou células cancerosas de iniciagdo (CICs)
sdo consideradas células iniciadoras de tumores, pois possuem propriedades de
células tronco, ou seja, sdo capazes de auto-renovar-se e diferenciar-se, mantendo
o crescimento do tumor indefinidamente. Acredita-se que as CSC possam ser uma
rara célula tronco, uma célula progenitora ou uma célula diferenciada que adquiriu a
capacidade de auto-renovacao, ou ainda, produto da reproducédo desregulada no
campo de cancerizagcao, sendo as células progenitoras do tecido tumoral. As CSC
contribuem para a resisténcia do tumor a radioterapia e a quimioterapia, aumento da
incidéncia de metastase e da taxa de mortalidade por cancer de pulméo (AILLES
apud GOMPERTS, 2011; YOSHIOKA, 2015).
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1.1.2.3. Classificagéo

Do ponto de vista anatomo-patoldgico, abrangendo cerca de 85% dos casos,
o cancer de pulméo é classificado em dois tipos principais: Cancer de Pulméo de
Pequenas Células (CPPC) e o Cancer de Pulmé&o N&o Pequenas Células (CPNPC).
O Cancer de Pulmdo N&o Pequenas Células (CPNPC) por sua vez compreende
diferentes subtipos: (1) o carcinoma epidermoide ou de células escamosas (Figura
7), o subtipo mais frequente até meados dos anos 80, que se origina das por¢cdes
proximais da arvore traqueobrdonquica em 60 a 80% dos casos, podendo exibir
extensa necrose central e cavitacdes; (2) o adenocarcinoma (Figura 8), o subtipo
mais frequente na atualidade, que tem origem nas por¢cBes distais da arvore
respiratoria e consequente localizacdo periférica na maioria dos casos, e (3) o
carcinoma de células grandes que representa um subtipo de exclusédo diagndstica,
quando o tumor ndo apresenta caracteristicas dos subtipos anteriores e também néo
€ compativel com o CPPC, sua apresentacdo mais comum € a de uma massa

pulmonar periférica com extensas areas de necrose (HOFF, 2013; INCA, 2014).

Figura 7: CPNPC — Carcinoma epidermoide ou de células escamosas, observar a lesdo tumoral
localizado na regido central do pulméo, comprimindo o brénquio e aderida a traqueia (Adaptado de
Mercer University School of Medicine, 2015).
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Figura 8: CPNPC — Adenocarcinoma, observar a lesdo tumoral localizado na regido periférica do
pulméo (Adaptado de Mercer University School of Medicine, 2015).

No Brasil, 0 Ministério da Saude (MS) classifica o cancer de pulmdo em

quatro grupos celulares que correspondem a 88% das neoplasias pulmonares, séo

eles: carcinoma escamoso ou epidermdide, carcinoma de pequenas células,

adenocarcinoma (bronquioalveolar) e o carcinoma de células grandes. Os 12%

restantes inclui carcinomas indiferenciados, carcinoides, tumores de glandulas

brGnquicas e outros tipos mais raros de tumor (BRAUNWALD, 2013).

1.1.2.4. Classificacdo TNM

Tabela 1: TNM - Classificacédo Clinica

T Tumor Primério

TX O tumor priméario ndo pode ser avaliado, ou tumor detectado pela presenca
de células malignas no escarro ou lavado brénquio, mas néo visualizado em
diagndstico por imagem ou broncoscopia

TO Nao hé& evidéncia de tumor primério

Tis  Carcinoma in situ

Tl Tumor com 3 cm ou menos em sua maior dimensao, circundado por pulméo
ou pleura visceral, sem evidéncia broncoscoépica de invasdo mais proximal
que o brénquio lobar (i.e., sem invasédo do brénquio principal)

T2 Tumor com qualquer das seguintes caracteristicas de tamanho ou extensao:
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T3

T4

Notas

NX
NO
N1

N2

N3

M
MX
MO
M1

* Com mais de 3 cm em sua maior dimensao

» Compromete o brénquio principal, com 2 cm ou mais distalmente a carina

* Invade a pleura visceral

» Associado com atelectasia ou pneumonite obstrutiva que se estende até a
regido hilar, mas n&o envolve todo o pulmao.

Tumor de qualquer tamanho que invade diretamente qualquer uma das
seguintes estruturas: parede toracica (inclusive os tumores do sulco
superior), diafragma, pleura mediastinal, pericardio parietal; ou tumor do
brénquio principal com menos de 2 cm distalmente a carinal mas sem
envolvimento da mesma; ou tumor associado com atelectasia ou
pneumonite obstrutiva de todo o pulm&o.

Tumor de qualquer tamanho que invade qualquer das seguintes estruturas:
mediastino, coracdo, grandes vasos, traquéia, esbfago, corpo vertebral,
carina; ou ndédulo(s) tumoral(ais) distinto(s) no mesmo lobo; tumor com

derrame pleural maligno

1. A disseminagéo superficial, rara, de tumor de qualquer tamanho, com invaséo limitada a
parede brénquica, que pode se estender proximalmente até o brénquio principal, € também
classificada como T1.

2. A maioria dos derrames pleurais associados com o cancer de pulméo é devida ao tumor.
Entretanto, em alguns pacientes, multiplos exames citopatolégicos do liquido pleural sédo
negativos para células malignas, e o liquido ndo é sanguinolento e nem um exsudato.
Quando isso ocorrer e o julgamento clinico evidenciar que o derrame nao esta relacionado
com o tumor, o derrame sera excluido como elemento de estadiamento e o aciente deve
ser classificado como T1, T2 ou T3.

Linfonodos Regionais
Os linfonodos regionais nao podem ser avaliados
Auséncia de metastase em linfonodos regionais

Metastase em linfonodos peribrénquicos e/ou hilares homolaterais e nédulos
intrapulmonares, incluindo o comprometimento por extenséao direta
Metastase em linfonodo(s) mediastinal(ais) homolateral(ais) e/ou em
linfonodo(s) subcarinal(ais)
Metastase em linfonodo(s) mediastinal(ais) contralateral(ais), hilar(es)
contralateral(ais), escaleno(s) homo- ou contralateral(ais), ou em
linfonodo(s) supra-clavicular(es)

Metastase a Distancia

A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
Auséncia de metastase a distancia

Metastase a distancia, inclusive nédulo(s) tumoral(is) distinto(s) num lobo
diferente (homolateral ou contralateral)

Fonte: Brasil, Ministério da Saude, INCA, 2004.
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Tabela 2: pTNM - Classificagdo Patologica. As categorias pT, pN e pM
correspondem as categorias T, N e M.

pNO O exame histologico do(s) espécime(s) de linfadenectomia hilar ou
mediastinal incluira, geralmente, 6 ou mais linfonodos. Se o0s
linfonodos sdo negativos, mesmo que 0 numero usualmente

examinado seja ndo encontrado, classifica-se como pNO.

Fonte: Brasil, Ministério da Saude, INCA, 2004.

Tabela 3: Graduacao histopatolégica.

G Graduacéo Histopatologica

GX O grau de diferenciacdo nao pode ser avaliado
Gl Bem diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado

G3 Pouco diferenciado

G4 Indiferenciado

Fonte: Brasil, Ministério da Saulde, INCA, 2004.

Tabela 4: Grupamento por Estadios.

Carcinoma oculto TX NO MO
Estadio O Tis NO MO
Estadio IA T1 NO MO
Estadio IB T2 NO MO
Estadio 1A T1 N1 MO
Estadio 1IB T2 N1 MO

T3 NO MO
Estadio IlIA T1, T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO
Estadio 1lIB Qualquer T N3 MO

T4 Qualquer N MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Brasil, Ministério da Salde, INCA, 2004.
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Tabela 5: Resumo esquematico da Classificacdo TNM para cancer de pulméao.

Pulméao

TX  Citologia positiva, somente

T1 <3cm

T2 > 3 cm, brénquio principal = 2 cm da Carina, invade pleura visceral,
atelectasia parcial

T3 Parede toracica, diafragma, pericardio, pleura mediastinal, brénquio
principal < 2 cm da Carina, atelectasia total

T4 Mediastino, coracdo, grandes vasos, carina, traquéia, esb6fago,
vértebra; nddulos distintos no mesmo lobo, derrame pleural maligno

N1  Peribrénquico homolateral, hilar homolateral

N2  Mediastinal homolateral, subcarinal

N3  Hilar ou mediastinal contralateral, escaleno ou supra-clavicular

M1 Inclui nédulo distinto em lobo diferente

Fonte: Brasil, Ministério da Saude, INCA, 2004.

1.1.2.5. Fatores de Risco

O cancer de pulmédo apresenta como principal fator de risco o tabagismo,
seguido pelo fator genético, riscos ambientais e ocupacionais.

A primeira ligagéo entre o tabagismo e o céancer de pulmé&o foi relatada em
1929 pelo médico alemao Fritz Lickint (SINGH, 2014). O tabaco € o agente
carcinogénico mais importante, superando facilmente qualquer outro fator de risco,
sendo considerado responsavel por 90% das neoplasias pulmonares e por 30% da
mortalidade de outros tipos de cancer (ROSAS, 2013). Fumar é de longe o maior e
mais evitavel fator de risco para cancer de pulméo, sendo responsavel por
aproximadamente 70% dos casos de CPNPC e 90% dos casos de CPPC (SCHAAL,
2014).

O cigarro contém mais de 4.000 substancias quimicas, sendo que cerca de 60
foram identificados como cancerigenos, em especial, os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAH) e as nitrosaminas derivadas de nicotina (NNK) que estédo
implicados na tumorigénese do cancer de pulméao (SINGH, 2014; SCHAAL, 2014).
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O risco de cancer de pulméao diminui em ex-fumantes, sendo que, cinco anos
apos cessar 0 tabagismo, o risco cai pela metade, em contrapartida, mesmo apos
parar de fumar quinze anos, os ex-fumantes ainda tem um risco de desenvolver o
cancer de pulméao de 1,4 a 4 vezes maior que o ndo fumante. (UEHARA, 1998).

O fumante passivo é o individuo ndo fumante, que convive com fumantes em
ambientes fechados, ficando assim, exposto aos componentes toxicos e
cancerigenos presentes na fumaca ambiental do tabaco. A Organizacao
Internacional do Trabalho (OIT) estima que, por ano, cerca de 200.000 trabalhadores
morram por causa da exposicdo a fumaca tabagistica no ambiente de trabalho,
sendo que os trabalhadores do setor de servicos de alimentacdo é a categoria mais
exposta, correspondendo a terem fumado de 4-10 cigarros/dia. O tabagismo passivo
€ uma das principais causas de doencas em nao fumantes, incluindo cancer do
pulmao, doenca isquémica do coracdo e morte por parada cardiaca (COUTO, 2009).

Diversos fatores presentes no ambiente interagem diretamente com a
etiologia da doenca, sendo o ambiente ocupacional um local de possivel exposi¢cédo a
agentes cancerigenos, que dependendo da atividade laboral exercida, essa
exposi¢do podera ser em maior ou menor grau. A International Agency for Research
on Cancer (IARC) classifica os agentes cancerigenos relacionados ao cancer de
pulmé&o, com condi¢des de exposicao e atividades relacionadas, como por exemplo:
a exposicao ao arsénio por via respiratéria durante a fabricacdo e uso de pesticidas
arsenicais e na fundicdo de minério de cobre, a exposicdo ao asbesto durante a
fabricacdo e manuseio de artefatos de cimento amianto, pastilhas de freio e discos
de embreagem, a exposicédo ao radonio atraves da mineracéo subterranea de ouro,
ferro e uranio, e outros (ALGRANTI, 2010). O amianto e um dos cancerigenos
ocupacionais mais importantes, responsavel por cerca da metade das mortes da
metade das mortes por cancer ocupacional (SINGH, 2014).

A exposicdo aos poluentes do ar € um fator de risco para diversas doencas
respiratorias, inclusive o cancer de pulméo. A qualidade do ar interfere diretamente
na saude respiratoria, devido a presenca de diversos cancerigenos humanos, como
por exemplo, os benzopirenos.

Os efeitos da exposicdo a estes poluentes na populacdo podem contribuir
para o surgimento do céncer de pulmdo devido & acdo direta de agentes
cancerigenos presentes no ar poluido, que induz a inflamacdo crénica do trato

respiratorio, 0 que se torna mais prejudicial a saude respiratoria quando além da
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poluicdo do ar, soma-se o tabagismo. A exposi¢ao cronica a poluicdo do ar aumenta
de 20 a 30% o risco de incidéncia de cancer de pulmédo (ARBEX, 2012; SINGH,
2014).

1.1.2.6. ManifestacBes Clinicas

A maioria dos pacientes com cancer de pulméo, cerca de 75%, apresentam-
se sintomaticos no momento do diagnéstico, apresentando sinais e sintomas
decorrentes dos efeitos locais do tumor, da disseminacéo regional e/ou sistémica ou
ainda, da presenca de alteracGes paraneoplasicas.

Os sinais e sintomas mais frequentes sdo: tosse, emagrecimento, dispneia,
dor toracica, hemoptise, dor 6ssea, baqueteamento digital, febre, fraqueza, sindrome
da compressao da veia cava superior, disfagia e sibilancia ou estritor. A tosse € o
sintoma inicial mais comum e mais frequente em pacientes com tumores centrais. A
dispneia também € muito frequente em pacientes com cancer de pulmao podendo
ser decorrente de compressdo bronquica extrinseca ou intraluminal, atelectasia,
derrame pleural e outros. Os locais mais comuns de disseminacdo metastaticas séo
o figado, as adrenais, os 0ssos e 0 encéfalo. As sindromes paraneoplasicas mais
frequentes sdo: a hipercalcemia maligna, a sindrome da secrecao inapropriada do
hormonio antidiurético (SIADH), a osteoartropatia hipertrofica, a dermatopolimiosite e

as manifestacdes hematolégicas (HOFF, 2013).

1.1.2.7. Diagnostico e Tratamento

O diagnéstico de pacientes com suspeita de cancer de pulméao é estabelecido
por uma anamnese e exame fisico meticuloso para determinar as condi¢des clinicas
do paciente, assim como a presenca de outras morbidades. Esse paciente deve ser
submetido a exames laboratoriais, exames de imagem como raio x e tomografia
computadorizada, citologia do escarro, broncoscopia e biépsia pulmonar para a
confirmacgéo diagnostica (INCA, 2014).

A escolha do tipo de tratamento para o cancer de pulmdo leva em
consideracéo as condigdes clinicas e as co-morbidades do paciente, assim como as
peculiaridades apresentadas pelos dois tipos histologicos da doenca: CPNPC e o

CPPC. O estadiamento do CPNPC é realizado através da classificacdo TNM (Tumor,
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Linfonodos e Metastase) agrupando a doenca em quatro estadios (GOLDSTRAW,
2007). A escolha da modalidade terapéutica é baseada no estadio em que se
encontra o CPNPC no paciente, em geral para o estagio | e Il a cirurgia € o
tratamento de escolha, podendo ser associado a radioterapia e quimioterapia,
respectivamente; no estadio Il realiza-se o tratamento combinado de quimioterapia e
radioterapia, podendo ser indicado cirurgia em alguns casos; no estadio IV a
quimioterapia € o tratamento indicado (HOFF, 2013, INCA, 2014). Para o CPPC o
estadiamento pode ser realizado pelo sistema do Veterans Administration Lung
Study Group (VALSG) classificando a doenca em limitada e extensa (STAHEL,
1989), ou pode ser utilizado a classificagdo TNM (SHEPHERD, 2007). O tratamento
de escolha para o CPPC é a quimioterapia, podendo ser incorporado a radioterapia
ou a cirurgia em alguns casos. Estudos recentes tem procurado explorar a
heterogeneidade da doenca em termos de histologia e marcadores moleculares, a
fim de desenvolver uma estratégia mais racional e obter melhores resultados (INCA,
2014).

1.2. Imunologia Tumoral

A formacdo de um tumor a partir de uma célula normal depende da aquisicédo
de uma série de mutacdes que aumentam a capacidade de proliferacéo e resisténcia
a morte. Estudos clinicos e epidemioldgicos tém sugerido uma forte associacao
entre a inflamac&o crénica e o cancer. O sistema imunol6gico desempenha um papel
critico na prevencao da infeccdo e na manutencdo da homeostase dos tecidos e
células. O componente inflamatério associado ao desenvolvimento da neoplasia
inclui uma populacéo diversa de leucdcitos; que promovem a progressao do tumor
devido a sua capacidade para libertar uma variedade de mediadores inflamatorios,
como: citocinas, quimiocinas e mediadores citotdxicos tais como as espécies
reativas de oxigénio (ROS), metaloproteinases, interleucinas, interferons e varios
fatores de crescimento. A inflamacédo estd relacionada com muitos aspectos do
cancer, incluindo a proliferacdo e sobrevivéncia de células malignas, angiogénese,
metastase tumoral, e a resposta do tumor a farmacos quimioterapéuticos e
hormonais. (GOMES, 2014; NYUNOYA, 2014).

A inflamacdo associada ao cancer também estad relacionada com a

supressdo imunolégica que permite que as células cancerosas evitem a deteccéo
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pelo sistema imunolégico. A inflamacéo € um componente critico da progressao do
tumor. Muitos canceres surgem em locais de infeccéo, irritacao e inflamacao crénica.
As alteracbes moleculares que ocorrem no microambiente do tumor sdo em grande
parte, orquestrada por células inflamatorias, as quais sao participantes
imprescindiveis no processo neoplasico, promovendo a proliferacéo, sobrevivéncia e
migracéao celulares (VALAVANIDIS, 2013).

O desenvolvimento tumoral depende das interacdes entre as suas células e
as células do sistema imunolégico, a hipétese da imunoedicdo € um processo
dindmico que postula que essas interacdes ocorrem em trés estagios chamados de
os trés “Es” (eliminagao, equilibrio e evasao ou fuga). No estagio de eliminacdo as
moléculas e as células da imunidade inata e adaptativa, em conjunto, detectam a
presenca de um tumor em desenvolvimento e elimina as células modificadas antes
que se tornem clinicamente evidentes, restando apenas algumas variantes nao
identificaveis como tumor, que passam para a fase de equilibrio.

Durante o estagio de equilibrio as células tumorais tornam-se funcionalmente
dormentes e permanecem clinicamente inaparentes, apresentando um lento
desenvolvimento, sendo pouco detectaveis pelo sistema imunoldgico, acumulando
novas mutacdes ao longo de varios anos, inclusive a capacidade de suprimir a
resposta imunologica. No estagio de evasdo o tumor adquire a habilidade de
escapar da acdo do sistema imunoldgico, devido ao aumento da imunossupressao
induzida pelo cancer ou avaria do sistema imunologico devido ao envelhecimento
natural, resultando na quebra do processo de dorméncia funcional da populacao de
células tumorais, que comecam a crescer de uma forma imunologicamente irrestrita
e emergem como a doenca clinicamente evidente (Figura 9). O principal mecanismo
de controle da carga tumoral € a destruigdo de células tumorais por linfocitos T CD8+
citotoxicos, que sdo capazes de reconhecer 0s antigenos tumorais apresentados no
contexto de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (HLA) de
classe I. As respostas antitumorais de memadria sdo executadas pelos linfécitos T
CD4+ que reconhecem o0s antigenos tumorais apresentados pelo HLA de classe I
(VESELY, 2011; HOFF, 2013).
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O sistema imunologico apresenta trés funcBes primarias na prevencado de
tumores. Em primeiro lugar, pode proteger o hospedeiro a partir de tumores

induzidos por virus através da eliminacdo ou supressédo de infec¢des virais. Em
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segundo lugar, a eliminacdo de patdégenos e a rapida resolucdo da inflamacéo
podem impedir o estabelecimento de um ambiente propicio para carcinogénese
inflamatoria. Finalmente, o sistema imune pode identificar e eliminar especificamente
células tumorais em certos tecidos em funcdo da sua expressdo de antigenos
especificos de tumores. Este terceiro processo, € denominado imunovigilancia do
cancer, ocorre quando o sistema imunitario identifica células transformadas que
escaparam dos mecanismos supressores de tumores, eliminando-as antes que
possam estabelecer a malignidade, desta forma, a evasao da vigilancia imunologica

é referida como a sétima marca do cancer (VESELY, 2011).

1.3. Instabilidade Gen6mica, Manutencéo e Reparo do DNA

Os mecanismos fundamentais de divisdo celular e replicagdo do DNA
apresentam um perigo inerente de que a maquinaria de replicacéo inevitavelmente
cometa erros, 0 que pode comprometer a integridade do genoma e, potencialmente,
resultar na formacé&o do cancer.

O DNA é a base de nossa identidade genética, sendo essencial a sua
manutencdo para garantir a correta transmissédo da informacdo genética a todas as
geragcdes celulares, no entanto, além dos danos resultantes de reacgbes
espontaneas, o DNA pode sofrer danos causados por diversos agentes endégenos e
exdgenos. As lesdes no DNA causam instabilidade genémica, podendo resultar na
morte celular, mutacdes, alteracdes estruturais no genoma e alteragao no perfil de
expressdo dos genes; que atuam modificando os processos biolégicos normais,
resultando em consequéncias graves ao organismo humano, dentre elas o cancer.

A instabilidade gendmica pode iniciar cancer, aumentar a progressdao do
tumor, e influenciam o prognéstico do doente. Desta forma, garantir a integridade do
genoma é fundamental para o equilibrio da vida e a sobrevivéncia celular, com esse
objetivo, a célula em resposta a lesdo do DNA, ativa diferentes mecanismos de
reparo, essa maquinaria de manutencdo e reparo depende de uma intricada rede
gue garante a estabilidade do genoma. No entanto, a instabilidade genética é uma
forca que impulsiona o desenvolvimento de células tumorais e muitos tumores
caracterizam-se pela perda de funcionalidade em uma ou varias vias de reparacao
do DNA (WEINBERG, 2008; VESELY, 2011; HOFF, 2013; OLAUSSEN, 2014,
FERGUSON, 2015).
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1.4. Marcadores Moleculares no Cancer de Pulméao

As variagbes genéticas sdo relativas a diferengas na sequéncia dos
nucleotideos, ou no arranjo dos blocos de sequéncia entre diferentes genomas.
Estas diferencas constituem um fendmeno natural de genomas humanos e sdo 0s
principais contribuintes para a variacdo fenotipica humana. A variagcdo genética
pode resultar em fendtipos benignos ou patogénicos. Muitas vezes atribuem
caracteristicas adaptativas, tornado-se comuns na popula¢do, conferindo uma
vantagem seletiva. As variantes genéticas sado classificados pelo tamanho dos
diferentes segmentos de DNA, medido em pares de bases, bem como pela natureza
e localizacdo dos eventos relativos a um genoma de referéncia. O tipo de variante
reflete se o DNA foi substituido, perdido ou rearranjado (invertido, translocado),
duplicado ou inserido (HARAKSINGH, 2013).

O DNA humano apresenta variacbes polimorficas em sua sequéncia de
nucleotideos, podendo ser classificadas de acordo com a maneira em que a
sequéncia de DNA varia em: polimorfismos de nucleotideos individuais (SNPs),
polimorfismo de insercao ou delecéo (Indels) e o polimorfismo no nimero de cépias
(CNPs). Os Indels sdo uma importante fonte de variacdo biolégica, uma vez que
podem modificar a fase leitura de uma sequéncia génica inibindo ou modificando a
sua expressao. Indels sdo pequenas insercbes ou dele¢cbes que variam de 1 a
10000 pb de tamanho (SUEHIRO, 2013; YOSHIDA, 2013; HARAKSINGH, 2013).
Durante a ultima década, varios milhdes de pequenas indels foram descobertos no
genoma humano. A quantidade de variagdo geneética que é causada por estes indels
€ substancial, sendo o segundo em numero de polimorfismos, e em termos de pares
de bases, apresenta niveis similares aos SNPs. Muitos indels estdo em locais
importantes dentro genes humanos, e assim, sao susceptiveis de influenciar as
caracteristicas humanas e doencas (MULLANEY, 2010).

A predisposi¢éo individual ao desenvolvimento de céncer de pulméo pode
estar associada a polimorfismos genéticos envolvidos na resposta imunoldgica as
células tumorais, mecanismos de ativacdo e detoxificagdo dos carcinGgenos
provenientes do tabaco, assim como, em defeitos nos mecanismos de identificacao
e reparo de danos sofridos pelo DNA. O organismo possui diversos mecanismos
para inibir os danos resultantes da acdo de carcindbgenos, como por exemplo: as
proteinas da glutationa-S transferase e da familia de P450, sdo capazes de inativar
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diferentes compostos carcinogénicos. Os mecanismos de reparo de DNA detectam
alteracdes nessa molécula e, promovem seu reparo, ou podem causar a interrupgao
do ciclo celular ou induzir a apoptose as células com DNA alterado. (HARAKSINGH,
2013).

1.4.1. Genes em Estudo

Foi estudado a influencia de 13 polimorfismos do tipo insergao/delecdo em
genes do metabolismo e biotransformacao (CYP2E1, CYP19A1 e UGT1A1l), genes
de controle do sistema imunolégico e resposta inflamatéria (IL1A e 1L4), genes que
regulam a funcdo de genes de controle do ciclo celular e do sistema imunolégico
(MDM2 e NFKB1), genes de reparacdo do DNA (TYMS e XRCC1), gene regulador
da apoptose (CASP 8), gene regulador da hemostasia (PAR1) e gene de controle do
ciclo celular (TP53,) quanto a suscetibilidade ao cancer de pulméo.

1.4.1.1. Genes do Metabolismo (Biotransformacao)

1.4.1.1.1. CYP2E1

O gene CYP2EL ou citocromo P450, familia 2, subfamilia E, polipeptideo 1,
esta localizado no braco longo do cromossomo 10 (10g26.3). Este gene codifica um
membro da superfamilia de enzimas Citocromo P450 (CYP), uma hemoproteina,
pertencente a classe de enzimas conhecidas como mono-oxigenases. Essa enzima
€ produzida no reticulo endoplasmatico de células hepaticas, assim como em outros
orgaos, e sao liberadas em vesiculas chamadas de microssomos. Catalisam
diversas reacdes envolvidas no metabolismo de farmacos e na sintese de colesterol,
esterdides e outros lipidios (NCBI, 2015; GENE CARDS, 2015; KATZUNG, 2014). O
CYP2E1 metaboliza farmacos como o paracetamol, clorzoxazona, enflurano,
halotano e etanol, sendo induzida sua expressdo pelo proprio etanol e pela
isoniazida, sua inibicdo ocorre pela 4-metilpirazol e por dissulfiram (KATZUNG,
2014).

Um estudo de meta-andlise realizado na populacdo asiatica demonstrou uma

associacao significativa entre o polimorfismo do CYP2E1 Rsal/Pstl com canceres do
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sistema respiratério (incluido cancer de pulmédo, cancer de laringe, cancer de
nasofaringe, e outros canceres de 6rgaos respiratorios), estando esse polimorfismo
associado a reducdo do risco de cancer do sistema respiratorio (XU, 2014).

Outro estudo de meta-analise investigou a associacdo entre o cancer de
pulmédo e os polimorfismo do gene CYP2E1 Rsal (rs2031920), e Dral (rs6413432),
obtendo indica¢cbes de que o polimorfismo CYP2EL Rsal esta associado com o risco
de cancer de pulmao entre os asiaticos, o polimorfismo CYP2E1 Rsal podem estar
associados com o risco de adenocarcinoma de pulmdo, e os polimorfismos de
CYP2EL1 Rsal e Dral podem ser associados com a diminuicéo do risco de cancer de
pulméo em fumantes (YE, 2015).

Um estudo realizado na populacdo da Mongolia investigou a associacdo dos
polimorfismos dos genes CYP2E1l e NAT2 (Nacetiltransferase-2) com a
suscetibilidade ao cancer de pulméo, sendo observado que os fumantes com NAT2
de acetilacéo lenta podem ter maior risco de cancer de pulmé&o em comparacao com
a variante de acetilacdo rapida. Os gendétipos cl/cl e DD de CYP2EL e a NAT2 de
acetilacao lenta tem forte acéo sinérgica no aumento do risco de cancer de pulméao
(ZHANG, 2014).

1.4.1.1.2. CYP19A1

O gene CYP19A1 ou citocromo P450, familia 19, subfamilia A, polipeptidio 1,
€ um gene que codifica uma enzima chamada de aromatase (um membro da
superfamilia de enzimas citocromo P450), estando localizado no bragco longo do
cromossomo 15 (15g21.1). Mutacdes neste gene podem resultar no aumento ou
diminuicao da atividade da aromatase (NCBI, 2015; GENE CARDS, 2015). A enzima
CYP19 ou aromatase catalisa a conversdo de androgénios em estrogénios. A
aromatase € produzida pelas células de Sertoli, e converte a testosterona derivada
das células de Leyding no estrégeno B-estradiol (BERNE & LEVY, 2009; KANDA,
2015).

Estudos recentes demonstraram que o0s estrogénios sédo sintetizados in situ
em ambos os sexos, sugerindo que esterdides sexuais podem contribuir para a
patogénese e no desenvolvimento de carcinoma de pulmao. Além disso, foi relatado

gue uma menor expressdao de aromatase pode estar associada a um melhor
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prognostico. Estudos pré-clinicos demonstraram que o inibidor da aromatase (lA)
suprimiu o crescimento de tumores do pulmao, tanto in vitro como in vivo. Estes
resultados sugerem um papel potencial da aromatase intratumoral no
comportamento biolégico de CPNPC (VERMA, 2011). As metastases sao aspectos-
chave do CPNPC, um estudo investigou a associacdo do uso de inibidores da
aromatase e a metastases em CPNPC, sendo observado que o tratamento de
linhagem de células de CPNPC com um inibidor da aromatase ndo sé afeta a
migracdo celular e a invasdo, mas também modifica as propriedades mecanicas das
células tumorais (GIANNOPOULOU, 2014).

A taxa de deteccdo de adenocarcinomas de pulmdo, que apresentam
multiplos nodulos periféricos, esta aumentando na populagéo asiatica, por causa dos
avancos na tomografia computadorizada de alta resolucdo. Um estudo detectou uma
significativa associagao do polimorfismo SNP do gene CYP19A1 (rs3764221) com o
risco de adenocarcinoma multiplo (OR = 3,06; P = 0,006), indicando que esse
polimorfismo contribui para o desenvolvimento de adenocarcinoma do pulméao
multicéntrico periférico (IKEDA, 2013).

Um estudo realizado com mulheres norte americanas, demonstrou que o indel
(rs11575899) do gene CYP19Al esta relacionado com o risco de céancer de
endométrio, e com o indice de massa corporal (IMC) (OLSON, 2008). Até o
momento esse polimorfismo ndo foi investigado na suscetibilidade ao cancer de

pulmao.

1.41.1.3. UGT1A1l

O gene UDP glucuroniltransferase, familia 1, polipeptideo A1 (UGT1A1l), esta
localizado no brago longo do cromossomo 2 (2g37) e codifica a enzima
glucuroniltransferase uridina difosfato (UDPGT). Essa enzima pertencente a via
glucuronidacéo que transforma pequenas moléculas lipofilicas, tais como esteroides,
bilirrubina, hormonios e farmacos, em metabdlitos soluveis em agua (GENES CARD,
2015; NCBI, 2015).

Pelo importante papel na detoxificagdo na metabolizacdo de varios
carcindgenos, a UGT1A1l parece estar associada ao desenvolvimento tumoral, uma

vez que ela é responsavel pela glucuronidacdo de horménios, eliminando possiveis
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excessos de estroégenos no corpo (BAJRO, 2012; CLENDENEN, 2013).

A exposicdo a estrogénio desempenha um papel critico no desenvolvimento
de céancer de mama e de endométrio. Estudos de caso controle investigaram a
relacdo entre variantes genéticas especificas em genes relacionados com o0s
hormaonios sexuais, dentre elas o indel rs8175347, e o risco de cancer de mama e de
endométrio. No entanto, ndo foi observada uma associacéo entre este polimorfismo
da via de estrogénio com o risco de desenvolver esses tipos de cancer (DEMING,
2008; CLENDENEN, 2013). Esse polimorfismo néo foi investigado na suscetibilidade

ao cancer de pulmao até o momento.

1.4.1.2. Gene de Controle Imunoldgico e Resposta Inflamatéria

1.4.1.2.1. IL1A

O gene da interleucina-1 alfa (IL1A) esta localizada no braco longo do
cromossomo 2 (2g14) e codifica a proteina a interleucina-1 alfa (IL-1a), que atua
principalmente nas células do sistema imunoldgico. Essa interleucina possui funcdes
na inducdo e comunicacao das células do sistema imunoldgico e esta envolvida na
resposta inflamatéria e na defesa do organismo contra infeccdes, tais como
bactérias e virus, estando também envolvido na reabsorcdo 6ssea (DINARELLO,
2009; GENETICS HOME REFERENCE, 2014; ZHANG, 2015).

As IL-1a e IL-1B sdo secretadas pelos macréfagos e outras células em
resposta a infec¢des por microorganismos ou danos ao tecido, € em conjunto com o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) atuam de maneira importante na inflamagao
aguda. Essas interleucinas também induzem a producédo de fatores angiogénicos
pelas células do estroma podendo facilitar a invaséo e o crescimento tumoral (APTE,
2002; HUANG, 2015).

Estudos recentes demonstraram a influéncia de polimorfismos no gene IL1A
na suscetibilidade de diferentes tipos de cancer. Em uma populagéo caucasoide dos
Estados Unidos (EUA), foi demonstrado que os polimorfismos do gene IL1A, -
889C>T e Alall4Ser foram associados com um risco aumentado de desenvolver
cancer de pulméo (ENGELS, 2007). Na populacdo japonesa, um estudo com SNPs
de IL1A demonstrou que a variante nao sinbnima de IL1A (rs17561) pode conferir

susceptibilidade genética para endometriose entre as japonesas (HATA, 2013).
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Um estudo na populacdo chinesa investigou a relacdo entre dois
polimorfismos do gene IL1A com o risco de carcinoma nasofaringeo (NPC). Nesse
estudo, ndo foi encontrado relacédo entre o polimorfismo 889C>T com o risco de
NPC, entretanto o polimorfismo rs3783553 (insercdo TTCA) foi associado com o
risco de desenvolvimento de NPC por afetar a produgcéo de IL1A (YANG, 2011). O
polimorfismo indel rs3783553, esta localizado na regido 3'UTR do gene IL1A, em
um sitio de ligacdo do miRNA-122. Esse polimorfismo foi associado ao o cancer
gastrico, podendo ser um fator de protecdo ao desenvolvimento do tumor (ZENG,
2014). Esse polimorfismo também pode ser utilizado como um marcador genético
para prever a dimenséo e extensdo do carcinoma papilifero de tireoide (PTC), pois
pacientes portadores do polimorfismo de inser¢cdo apresentam risco diminuido para
desenvolver a doenca quando comparados com pacientes que apresentam o
polimorfismo de delegéao (GAO, 2014).

Um estudo na populacdo asidtica o indel rs3783553 estd associado a
susceptibilidade individual para a infec¢cdo pelo papilomavirus humano (HPV) e o
risco de desenvolver carcinoma oral de células escamosas (CEB). Este estudo
evidenciou que sozinha, a soropositividade para HPV16 L1 estd associada a um
risco aumentado de CEB, o risco associado de CEB-HPV16 foi modificado pelo
polimorfismo rs3783553, pacientes HPV16-positivo com gendtipo Del/Del séo
aproximadamente trés vezes mais propensos a ter carcinoma de células escamosas
da orofaringe (SCCOP) em comparacdo com 0s pacientes portadores do alelo Ins
(Ins/Del + Ins/Ins) (ZHANG, 2015).

Até 0 momento esse polimorfismo néo foi investigado na suscetibilidade ao

cancer de pulméao.

14122 1L4

O gene da interleucina 4 (IL4) esta localizado no brago longo do cromossomo
5 (5g31.1) e codifica uma citocina pleiotropica produzida por células T ativas, que
estimula as células B a se diferenciar em plasmocitos secretores de IgE e IgGl
(GENETICS HOME REFERENCE, 2014). A interleucina 4 é uma citocina anti-
inflamatoria, que reduz a producgéo de citocinas pré-inflamatoérias por monécitos, com
efeitos anti-ploriferativos diretos em alguns tumores (YANNOPOULOS et al, 2007),

entretanto essa interleucina também esta envolvida na resisténcia a apoptose em
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carcinomas do colon, das mamas e de pulmdes pela inducdo de proteinas anti-
apoptoticas (TODARO et al, 2008).

Diferentes estudos demonstraram a influéncia de polimorfismos no gene IL4
no cancer. O SNP -590C>T na regido promotora do gene de IL4, foi associado com o
desenvolvimento de CPNPC, os individuos homozigotos para o alelo T possuem um
risco diminuido de desenvolver CPNPC do tipo epidermoide quando comparado aos
individuos -590CC (GOMES, 2012). Em um estudo recente na populacédo dos EUA e
do México, os polimorfismos rs2243250 e rs2243263 no gene IL4 foram associados
a mortalidade por cancer de mama (SLATTERY et al, 2014).

O VNTR no intron 3 desse gene (rs79071878) também foi associado a
suscetibilidade ao cancer de bexiga (TSAI, 2005; AHIWAR, 2008). Esse VNTR de
70pb geralmente esta presente no genoma em alelos de duas repeticdes (RP1) ou
trés repeticdes (RP2), e quando combinado ao polimorfismo -590C>T foi associado
ao prognostico do carcinoma de células escamosa oral e faringeal (YANG, 2014). Até
o0 momento esse polimorfismo néo foi investigado na suscetibilidade ao cancer de

pulmao.

1.4.1.3. Gene Regulador de Genes do Ciclo Celular e do Sistema

Imunolégico

1.4.1.3.1. MDM2

O gene murino minuto duplo (MDM2) estéd localizado no braco longo do
cromossomo 12 (12q14.3-q15). Esse gene é um importante regulador negativo do
produto do gene supressor de tumor TP53, e sua superexpressado pode resultar na
inativacdo em excesso de p53, diminuindo seu efeito supressor tumoral (LU, 2007;
VARGAS, 2003; MOMAND and ZAMBETTI, 1997; GENETICS HOME REFERENCE,
2014).

Polimorfismos na regido promotora do MDM2 foram relacionados com o risco
de desenvolvimento precoce a diferentes tipos de cancer (WILKENING et al, 2007
and LIU et al, 2011). O SNP na posicéo -309G>T foi relacionado a diversos tipos de
cancer (THUROW, 2011). Estudos de meta-analises demonstraram uma associacao
significativa entre esse polimorfismo do gene MDM2 e o risco de cancer de pulmao
(HE, 2012). Um estudo recente demonstrou que o polimorfismo 309T>G de MDM2
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pode ser um dos fatores importantes para 0 aumento da expressao de MDM2. Esse
polimorfismo foi associado com a sub-regulagédo de p53 em pacientes com CPNPC
(JAVID, 2015).

Um estudo realizado na populacdo chinesa investigou a associacdo entre
indel de 40pb (rs3730485), no promotor do gene MDM2 e o risco de carcinoma
hepatocelular (HCC). Foi observado um risco aumentado para HCC na presenca do
alelo de delecdo quando comparado com o alelo de insercdo, o que é mais
acentuando, quando o paciente apresenta histéria familiar ou esta em estagio inicial
de HCC (DONG, 2012). O mesmo polimorfismo foi associado ao risco de leiomioma
uterino dependente da idade em mulheres na populagao do Ird (SALIMI, 2015). Esse
polimorfismo ndo foi investigado na suscetibilidade ao cancer de pulmdo até o

momento.

1.4.1.3.2. NFKB1

O gene fator nuclear do polipeptideo potencializador do gene kappa em
células B-1 (NFKB1) esta localizado no braco longo do cromossomo 4 (4924), ele
codifica uma proteina de 105 kD, que é processada pelo proteossoma 26S para
produzir uma proteina de 50 kD, que é uma subunidade do complexo proteico de
NFKB (GENE CARDS, 2014). O NFKB € um regulador de transcricdo que é ativado
por varios estimulos intra e extracelulares, tais como citocinas, radicais livres
oxidantes, radiacao ultravioleta e produtos bacterianos ou virais, sendo que o NFKB
ativado se desloca para o nucleo, onde vai regular genes envolvidos no ciclo celular,
respostas imunoldgicas inatas e adaptativas (HOFF, 2013).

O polimorfismo no gene NFKB1 esta associado ao risco de cancer de pulméo,
contribuindo para a etiologia da doenca através de processos relacionados a
inflamacédo e a imunidade. O SNP de NFKB1 (rs4648127) apresenta associagao
significativa com o cancer de pulmao (SHIELS, 2012). Outro estudo demonstrou a
associacdo de dois polimorfismos do gene NFKB1 (rs28362941 e rs78696119) com
o aumento do risco de desenvolver o cancer gastrico, principalmente do tipo difuso,
estimulando a invaséo tumoral e metastase ganglionar (ARISAWA, 2013).

Um estudo na populacdo chinesa demonstrou a relacdo de um indel de 4pb
na regiao promotora do NFKB1 (rs28362491) com o risco carcinoma da nasofaringe

(NPC). O portadores do alelo ins (ins/ins + del/ins) apresentaram um risco
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aumentado de desenvolcer NPC (OR = 1,30; IC 95% = 1,09-1,55; P = 2,80 x 107)
em comparacdo com homozigotos del/del (LIU, 2015). O mesmo polimorfismo foi
associado a outros tipos de cancer como os de colo do utero, da tiredide, ovario,
préstata, bexiga e cancer colorretal (PALLAVI, 2015; WANG, 2015; YANG, 2014; LI,
2013; CAI, 2013). Esse polimorfismo nao foi investigado na suscetibilidade ao

cancer de pulmao até o momento.

1.4.1.4. Gene de Reparacdo do DNA

1.41.4.1. TYMS

O gene TYMS esta localizado no brago curto do cromossomo 18 (18p11.32), e
codifica uma importante enzima envolvida no metabolismo do folato e no
fornecimento de nucle6tidos necessarios para a sintese e reparacdo do DNA,
chamada de timidilato sintetase (TS). Essa enzima cataliza a conversdo do
desoxiuridina monofosfato (dUMP) em desoxitimidina monofosfato (dTMP). A dTMP
€ um dos trés nuclettidos (dTMP, dTDP, e dTTP), que formam a timina. A timina é
uma base nitrogenada especifica do DNA. A inibicdo da TS causa um aumento dos
niveis de dUTP resultando em danos no DNA. (CHAMPE, 2006; GENES CARD,
2015; NCBI, 2015; GUAN, 2015).

A timidilato-sintase (TS), uma enzima critica para a sintese e reparacdo do
DNA e ao mesmo tempo um potencial biomarcador do prognostico em tumores. Um
estudo das implicacbes clinicas da expressdéo TS em tumores
gastroenteropancreaticos (GEP) e em neuroenddcrinos (NET), observou que NETS,
decorrentes do colon, estbmago e pancreas apresentaram a maior expressao de TS
(47,4%, 42,6% e 37,3%, respectivamente), enquanto os NETs do apéndice, reto e
duodeno exibidiram uma baixa expressao TS (3,3%, 12,9% e 15,4%,
respectivamente). A expressdo de TS no GEP-NET foi associada com carcinoma
enddcrino pouco diferenciado, invasdo angiolinfatica, metastase ganglionar e
metastases a distancia (p <0,05). Pacientes com NETs TS-positivos tiveram
resultados significativamente piores do que os TS-negativos (LEE, 2013).

Um estudo investigou a relacdo de trés polimorfismos do gene TYMS com o
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risco de desenvolver cancer gastrico e sobrevida do paciente. Um dos polimorfismos
investigados (rs16430) foi associado com aumento significativo do risco de cancer
gastrico e de sobrevida desses doentes (SHEN, 2014). O mesmo polimorfismo foi
associado ao risco de cancer da mama em mulheres brancas nao-hispanicas com
idades < 55 anos (OR =1,37; IC 95% = 1,08 - 1,73; P = 0,010 (GUAN, 2015). Ndo
existem até o momento associacdo desse polimorfismo com a suscetibilidade ao

cancer de pulméao.

1.4.1.4.2. XRCC1

O gene de reparacado de raios-X em complemento defeituosos em células de
hamster chinés 1 (XRCC1) esta localizado no braco longo do cromossomo 19
(19913.31). Esse gene codifica uma proteina, de mesmo nome, que esta envolvida
na reparacdo eficiente de quebras de cadeia simples de DNA ocorridas por
exposicdo a radiacdo ionizante e agentes alquilantes (GENE CARDS, 2014).
VariagBes polimorficas do gene XRCC1 estdo associadas ao risco aumentado do
desenvolvimento de tumores. A proteina codificada por esse gene coordena
diferentes etapas da via de Reparo de Excisdo de Bases (via BER) por meio de
interacdes proteicas com os diferentes componentes enziméticos dessa via (HOFF,
2013, NCBI, 2015).

Estudos de meta-andlises evidenciaram um efeito protetor do polimorfismo
XRCC1 Argl94Trp para canceres relacionados com tabaco (HUNG, 2005). Ja o
polimorfismo XRCC1 Arg399Gin foi associado com um risco aumentado de canceres
relacionados ao tabaco, e com um aumento do risco de cancer de pulmao entre
asiaticos, mas nao entre os caucasianos (KIYOHARA, 2006). Em outro estudo, foi
evidenciado que o polimorfismo do gene XRCC1 (rs1799782) diminui o risco de
cancer de pulméo em caucasianos (WANG, 2014).

Um polimorfismo do tipo indel de 4pb (GGCC) do XRCC1 (rs321323) esta
localizado na regido 5’UTR desse gene, e pode estar relacionado a atividade dessa
enzima. Entretanto, esse polimorfismo ainda néo foi associado a suscetibilidade do

cancer.
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1.4.1.5. Gene Regulador da Apoptose

1.4.1.5.1. CASP8

O gene Caspase 8, (CASP8) codifica a uma peptidase cisteina relacionada a
apoptose, esté localizado no brago longo do cromossomo 2 (2933-q34), apresenta
uma cisteina no seu sitio ativo, clivando-as em acido aspartico (ALBETS, 2012;
NCBI, 2015; GENE CARDS, 2015).

A familia de genes de caspases (CASP) sdo conhecidos por estar envolvidos
na apoptose, na maturacdo de citocinas e no crescimento e diferenciacao celular
(ZHANG, 2013).

A apoptose € iniciada pela ativacdo da cascata de caspases mitocondrial que
ocorre através de duas vias de sinalizacdo: via extrinseca e via intrinseca. As
caspases envolvidas com a apoptose sao divididas em caspases iniciadoras (2, 8, 9
e 10) e caspases executoras (3, 6 e 7). A via extrinseca da apoptose € ativada por
receptores da superficie celular chamados receptores de morte Fas, que séo
ativados por um ligante Fas da superficie de um linfocito citotoxico, formando a
cauda citolitica de Fas, que recruta a proteina adaptadora FADD (dominio de morte
associado a Fas). Cada FADD recruta uma procaspase iniciadora (procaspase 8,
procaspase 10 ou ambas), formando o complexo de sinalizacdo de morte chamado
DISC, que ativa as caspases 8 e 10, que por sua vez, clivam e ativam as
procaspases executoras, produzindo uma cascata de caspases, que leva a apoptose
(ALBERTS, 2010; ROBBINS & COTRAN, 2010).

CASP8 €& um regulador para a apoptose e as suas desregulacdes
desempenham um importante papel na carcinogénese. Estudos sobre a relacdo de
um indel -652 de 6n (rs3834129) nesse gene com 0 cancer gastrico na populagéo
chinesa revelaram que os individuos portadores do alelo delecdo (del/del ou ins/del)
apresentaram uma diminuicdo do risco de morte em comparacao com aqueles com
gendtipo ins/ins (P = 0,005; HR = 0,75, IC 95% = 0,62-0,92) (GU, 2014).

Um estudo examinou a associacao dos polimorfismos e haplétipos indel -652
6N e IVS12-19G>A com o risco de cancer de pulmdo na populagdo coreana,
demonstrndo que haplotipos do gene CASP8 pode contribuir para uma

predisposicao hereditaria para o cancer de pulmao (SON, 2006). O indel -652 6N em



42

conjunto com o polimorfismo CASP8 D302H (rs1045485) foi relacionado a diferentes
tipos de cancer na populagéo asiatica em estudos de meta-analise. O indel -652 6N
foi associado a susceptibilidade para o cancer de mama, pulmdo e cancer
gastrointestinal, enquanto o polimorfismo CASP8 D302H foi associado apenas ao

risco de cancer de mama (J1, 2014).

1.4.1.6. Gene Regulador da Hemostasia

1.4.1.6.1. PAR1

O gene PAR1, também conhecido como F2R, esté localizado no brago longo
do cromossomo 5 (5g13). O PARL1 expressa receptores ativados por proteases
conhecidos como receptores de trombina, acoplados a proteina G e ativada por
clivagem dos seus dominios N-terminias por proteases de serina (trombina). A
ativacdo de PAR1, mediada pela trombina, induz a agregacdo plaquetaria e o
desenvolvimento vascular, promovendo a ativacdo de células endoteliais, que
promovem a liberac&o do fator de Von Willebrand, que por sua vez, media a adeséao
das plaguetas ao subendotélio lesado e mantem os niveis plasméticos do fator VIII.
O PAR1 também induz a expressdo de fatores celulares tais como o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e endotelina 1 (ET-1), além de regular
multiplas vias de sinalizacdo de quinases (NCBI, 2015; GENES CARD, 2015).

A ativacao do eixo PAR1/trombina desencadeia diverentes vias de sinalizacéo
que resultam na sobrevivéncia, apoptose e angiogénese de células endoteliais.
Dessa forma, o gene PAR1l pode estar relacionado também ao processo de
crescimento tumoral e na progressao de cancer (MA, 2005; DE MARTINO, 2013).

O polimorfismo rs11267092 (-506 Ins/Del) tem influéncia na angiogénese
atravées da regulacdo de fatores do eixo pro-coagulante/anticoagulante e foi
associado com a sobrevida livre de doenga no cancer de mama (EROGLU, 2012).
N&o existem até o momento associacdo desse polimorfismo com o Céancer de

pulmao.
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1.4.1.7. Gene de Controle do Ciclo Celular

1.4.1.7.1. TP53

O gene TP53 esta localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1),
este gene codifica uma proteina supressora tumoral de 53 kDa, chamada de p53,
encontrada em baixos niveis em condicbes celulares normais, devido a acgéo
reguladora de MDM2. Entretanto, em resposta a diversos tipos de estresse celular a
p53 é rapidamente estabilizado e acumulado no nucleo. A proteina p53 atua na
regulacéo do ciclo celular como um fator de transcricdo e bloqueia a progressao do
ciclo no final da fase G1, promovendo o reparo do DNA danificado. Se o dano ao
genoma for grave, ndo podendo ser reparado, a p53 induz a célula a apoptose.
Devido as vérias acdes de p53 em prevenir o avanco do ciclo celular e a replicacdo
do DNA danificado, a p53 tem sido retratada como a proteina “guardia do genoma”,
permitindo que a célula mantenha sua integridade genética (WEINBERG, 2008;
GIBBONS, 2014; SINGH, 2014; GENES CARD, 2015; NCBI, 2015; BIAN, 2015).
Mutacbes na p53 podem causar a perda das funcdes supressoras de tumor
favorecendo a proliferacdo celular, a inibicho da apoptose e o surgimento de
neoplasias e tumores (WEINBERG, 2008; SINGH, 2014; BIAN, 2015).

A perda de funcao de p53 € um fator chave na carcinogénese, mutacdes que
inativam TP53 sdo encontradas na maioria dos tumores humanos, sendo o gene
mais frequentemente mutado no cancer. O cancer de pulméo tem uma elevada taxa
de mutacdo especifica em p53, estando presente em 46% em adenocarcinoma do
pulméo e 81% em células escamosas. Andlises de tumores primarios e de linhagens
celulares de muitos tipos de cancer de pulméo indicam que as regides do braco
curto do cromossoma 17, contendo TP53, sdo frequentemente excluidas (DUFFY,
2014; GIBBONS, 2014). A proteina p53 é um fator de transcricdo com 393
aminoacidos que consiste em trés dominios diferentes: um dominio N-terminal de
ativacao de transcrigéo (TAD), um dominio cerne de ligagéo central ao DNA (DBD) e
um dominio C-terminal de homo-oligomerizagdo (OD). A maioria das mutacdes que
inativam p53 estdo localizadas em DBD, e agem impedindo a p53 de se ligar as
sequencias especificas do DNA que estdo inseridas em seus genes alvo, inibindo
dessa forma a ativacao transcricional desses genes (SNUSTAD & SIMMONS, 2008).
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Um estudo de meta-analise investigou a associacdo do polimorfismo
Arg72Pro do gene supressor de tumor TP53 com o cancer de esbdfago, sugerindo
gue este polimorfismo contribui para o risco de cancer esofagico, especialmente em
asiaticos (ZHAO, 2013). Outra meta-analise demonstrou que o0 mesmo polimorfismo
esta associado ao cancer de pulmé&o. Os portadores do alelo Pro apresentaram um
aumento no risco de desenvolver cancer de pulméo (P <0,001; OR =1,14; e IC 95%
= 1,1 - 1,19). Esse risco aumentado foi observado em tabagistas da populacdo
asiatica (QIAO, 2013).

Um polimorfismo do tipo indel de 16pb (rs17878362) foi associado ao risco
de céancer de mama de uma populacéo do Ird (ESKANDARI-NASAB, 2015), e as
neoplasias de esodfago e gastrica em uma populacédo da india (MALIK, 2011), e aos
tumores malignos de mama e colorretal, mas ndo de cancer de pulmdo em uma
meta-analise (SAGNE, 2013).

Os polimorfismos de TP53 (rs17878362 e rs17880560) foram associados a
sindrome de Li-Fraumeni/Li-Fraumeni-like (LFS / LFL), uma doenca com grandes
disparidades individuais, definida por uma série de céanceres de inicio precoce
(carcinoma adrenocortical na infancia, carcinoma do plexo cordide, meduloblastoma
e rabdomiossarcoma, seguido de sarcoma de tecidos moles, osteosarcoma, cancer
de mama na pré-menopausa e tumores cerebrais em adolescentes e adultos
jovens). Andlise de haplétipos mostrou que em transportadores do haplétipo WT
contendo pelo menos um alelo variante de rs17878362 ou rs17880560, o cancer
ocorreu 15 anos mais tarde do que nos portadores com outros haplétipos WT
(SAGNE, 2014). Nao foi observada uma associagdo positiva desses dois

polimorfismos com o cancer de pulméao até o momento.
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2 JUSTIFICATIVA

O céancer de pulméao continua sendo um dos tumores malignos canceres mais
comuns em todo o mundo, apresentando um alto indice de morbi-mortalidade. Esse
panorama € agravado, infelizmente, pelo diagnéstico realizado de forma tardia,
quando esse ja apresenta invasdo local e metastases distantes. Quanto mais cedo
for descoberto, melhores sdo as chances de sobrevida do paciente de cancer de
pulméo. No entanto, a descoberta de métodos de varredura populacional de pessoas
susceptveis e o diagnéstico precoce do cancer de pulmdo € um imenso desafio,
sendo essencial ao prognéstico e sobrevida do paciente (FERREIRA e ROCHA,
2010; PERLIKOS, 2013).

O melhor conhecimento da biologia molecular do cancer de pulmao tem
implicagcBes diretas no diagnéstico e tratamento da doenca, podendo ser traduzido
em beneficios ao paciente, pois permite conhecer fatores prognosticos, preditivos e
também determinar alvos terapéuticos de interesse. Dessa forma, a descoberta de
novos marcadores moleculares € necessaria para melhorar as acées de controle do
cancer de pulméo.

Mutacbes em proto-oncogenes, genes supressores tumorais, genes de
regulacdo da apoptose, genes do relacionados ao reparo do DNA sdo possiveis
candidatos a biomarcadores pois atuam de forma importante na regulacdo e
expressao génica e promocao tumoral (ROBINS, 2010; DUARTE 2005). No cancer
de pulméo, polimorfismos em genes relacionados ao sistema imunoldgico também
possuem um papel importante, sendo potenciais biomarcadores (MICHELS, 2003).

A identificacdo de marcadores de suscetibilidade, severidade, progndéstico,
responsividade ou ndo a terapéutica disponivel sdo extremamente importantes na
elaboracdo de novas estratégias para prevenir o cancer, contudo, para o
estabelecimento de associacdo entre uma variante alélica e uma doenca, é
necessario estabelecer as frequéncias de tais variantes polimorficas em populactes
controle, levando em conta a origem étnica da populacdo (PRITCHARD, 2000;
SALZANO, 2000).

A populacdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, em
consequéncia de mais de cinco séculos de miscigenagcdo entre trés populacdes
ancestrais principais: 0s europeus, os africanos subsaarianos e os amerindios

autoctones. Por causa dessa miscigenacdo, a populacdo brasileira apresenta
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frequéncias de polimorfismos que variam entre as regides do pais de acordo com a
histéria de colonizagdo (KURTZ-SUAREZ, 2009, MANTA, 2013, PENA, 2011). Na
populacdo da Regido Norte do Brasil, € observada em média uma contribuicdo
genética europeia de 51%, seguida de 32% amerindia e de 17% de africana
(SANTOS, 2010; MANTA, 2013) e o estudo de variantes genéticas nessa populagédo
precisam considerar o efeito da subestruturacdo populacional.

O conhecimento de polimorfismos que estdo envolvidos no risco de
desenvolver o cancer de pulmdo permitird estabelecer associacbes de
suscetibilidade com a doenca, possibilitando a utilizacdo de marcadores moleculares
associados a essa doenca como fatores preditivos e de avaliacdo prognostica do
cancer de pulmdo na populacdo estudada. A melhorar a compreensdo dos
mecanismos moleculares e celulares continua a ser uma questdo urgente e
essencial, a fim de desenvolver novas estratégias eficazes na prevencao e controle
do céncer de pulméo (PERLIKOS, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Investigar a influéncia de polimorfismos em 12 genes do sistema imunoldgico,
estabilidade gendmica e celular e biotransformacéo na susceptibilidade ao cancer de

pulmao.

3.2. Objetivos Especificos:

e Genotipar 13 polimorfismos do tipo indel nos genes CASP 8, CYP2EL,
CYP19A1, IL1A1, IL4, MDM2, NFKB, PAR1, TP53, TYMS, UGT1Al e XRCC1
em pacientes com cancer de pulmao.

e Genotipar os mesmos polimorfismos em um grupo controle de pessoas
saudaveis (sem cancer).

e Genotipar 48 marcadores de ancestralidade em todos os individuos do
estudo.

e Estimar a contribuicAo da ancestralidade individual dos individuos
relacionados no estudo.

e Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos nos grupos
de pacientes e controle.

e Investigar a associacdo dos polimorfismos a susceptibilidade ao cancer de

pulmao.
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4 APLICABILIDADE CLINICA

O conhecimento de variacfes polimérficas que podem estar envolvidas no
risco de desenvolver o cancer de pulmdo permitira estabelecer associacbes de
suscetibilidade com a doencga. A utilizacdo de marcadores moleculares como fatores
preditivos e de avaliacdo prognostica do céancer de pulmdo possui grande
importéncia para a populacéo estudada, (HOFF, 2013).

Os polimorfismos podem ajudar esclarecer aspectos etiolégicos e de
progressdo do cancer, bem como ajudar a prever a probabilidade de um individuo
desenvolver a doenca no futuro ou passa-lo para a proxima geragdo. Assim, pode-se
ter a opcao da realizacdo de exames preventivos que poderdo indicar o risco relativo
para o desenvolvimento do cancer. Consequentemente abre perspectivas de
conduta em relacdo a exposicao a fatores de risco especificos, mudancas de estilo
de vida, diminuicdo do risco adicional ou utilizagdo de medicacdo preventiva, se
disponivel. Em outras palavras, pessoas com uma predisposicdo genética a
desenvolver cancer poderao ter a oportunidade de reduzir esse risco. A utilizacdo de
polimorfismos como marcadores genéticos traduz-se para a saude publica como
possibilidade de caracterizacdo da suscetibilidade individual ao céancer, podendo
proporcionar novas perspectivas para 0 esclarecimento etiologico, prevencao e
diagnéstico precoce, bem como para o aconselhamento genético e desenvolvimento
de novas terapias génicas, reduzindo custos com tratamentos e internacfes
(VIEIRA, 2013).

Nesse contexto, o conhecimento e a utilizacdo de potenciais marcadores de
suscetibilidade ao cancer de pulméao, como possiveis ferramentas para prognostico e
deteccdo de fatores de risco, contribuird substancialmente para o entendimento da
etiologia multifatorial da doenca, prevencdo de complicacdes, promovendo uma
melhoria na qualidade de vida dos pacientes. A compreensdo de fatores de
suscetibilidade ao cancer de pulmdo pode ajudar no desenvolvimento de
ferramentas para estudos de varredura populacional que ajudem na identificagéo de

pessoas com mais risco de desenvolver a doencga.
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5 METODOLOGIA

5.1. Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo transversal, quantitativo e caso-controle.

5.2. Amostra

A pesquisa foi constituida por 77 pacientes assistidos pelo Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto, com diagnéstico confirmado de cancer de
pulmdo consistindo em um Grupo com Cancer e de 129 individuos da mesma
populacdo, que ndo tenham cancer, portadores de outras doencas crénicas com
idade igual ou superior a 60 anos, de ambos os géneros, consistindo um grupo

controle.

5.2.1. Critérios de Incluséo

Foram aceitos no estudo, pacientes de ambos 0s géneros, fumantes ou nao
fumantes, regularmente matriculados no Hospital Universitario Jodo de Barros
Barreto, fazendo uso de qualquer servico do hospital, que demonstrarem interesse

em participar da pesquisa através da assinatura do TCLE.

5.2.2. Critérios de Exclusao

Pacientes sem a confirmacdo do diagndstico de céancer de pulmédo ou

portadores de outros tipos de cancer que nao os enquadrem nos grupos de estudo.

5.3. Coleta de Dados

Dados sociodemograficos como nome, género, idade, cor da pele, tabagismo
foram coletados de todos os participantes. Também foram pesquisados dados
clinicos como, outras doencas, tipo de cancer de pulméo e classificagcdo TMN.

Todos os participantes foram esclarecidos acerca dos objetivos da pesquisa.

Apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), os dados
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dos pacientes sobre a histéria clinica, habitos, data de nascimento, antecedentes, ou
qualquer outro fator que possa influenciar no resultado da pesquisa, assim como

resultados de exames complementares, foram coletados em fichas especificas.

5.4. Anélises Moleculares

5.4.1. Extracdo de DNA

O DNA gendmico dos pacientes foi extraido a partir de uma amostra de
sangue periférico através do sistema comercial de extragcdo de DNA QIAamp DNA
Blood Mini Kit (QIAGEN, Alemanha) conforme as instru¢cdes do fabricante. A
concentracdo e pureza do DNA extraido foi verificada com o auxilio do
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (New England Biolabs), e as amostras foram

armazenadas a - 20° C para posterior utilizac&o.

5.4.2. Marcadores de Suscetibilidade

Os 13 polimorfismos do estudo foram genotipados por uma reacdo de PCR
multiplex seguida de uma eletroforese capilar (Tabela 6). Para as amplificacbes
foram utilizados 0,5 L do kit QIAGEN Multiplex PCR (QIAGEN, Alemanha), 1,0 pL
de Q-solution, 1,0 yL de Primer Mix, 2,0 uL de agua e 20 ng de DNA. A PCR foi
realizada seguindo o protocolo a seguir: uma desnaturacdo inicial a 95°C por 15
minutos, 35 ciclos a 94 °C por 45 segundos, 60°C por 90 segundos e 72°C por 60

segundos, seguidos de um extens&o final de 70°C por 30 minutos.
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Gene Identif. Tipo Comp. Primers Amplif.
CASP8 rs3834129 INDEL 6 pb F-5'CTCTTCAATGCTTCCTTGAGGT3’ 249-255
R-5CTGCATGCCAGGAGCTAAGTAT3’ pb
CYP2E1 - INDEL 96 pb F-5'TGTCCCAATACAGTCACCTCTTT3’ 303-399
R-5GGCTTTTATTTGTTTTGCATCTG3’ pb
CYP19A1 rs11575899 INDEL 3 pb F-5TGCATGAGAAAGGCATCATATT3 122-125
R-5’AAAAGGCACATTCATAGACAAAAAZ’ pb
IL1A rs3783553 INDEL 4 pb F-5TGGCCAAGTTGTGCTTATCC3’ 230-234
R-5ACAGTGGTCTCATGGTTGTCAY pb
IL4 rs79071878 VNTR 70 pb F-5’AGGGTCAGTCTGGCTACTGTGTY 147/217/
(1/2/3 R-5’CAAATCTGTTCACCTCAACTGC3’ 287 pb
repeats)
MDM2 rs3730485 INDEL 40 pb F-5GGAAGTTTCCTTTCTGGTAGGC3’ 192-232
R-5TTTGATGCGGTCTCATAAATTG3 pb
NFKB1 rs28362491 INDEL 4 pb F-5TATGGACCGCATGACTCTATCAZ 366-370
R-5GGCTCTGGCATCCTAGCAG3’ pb
PAR1 rs11267092 INDEL 13 pb F-5’AAAACTGAACTTTGCCGGTGTY 265-277
R-5GGGCCTAGAAGTCCAAATGAGY pb
TP53 rs17878362 INDEL 16 pb F-5GGGACTGACTTTCTGCTCTTGTY 148-164
R-5"GGGACTGTAGATGGGTGAAAAGY pb
TP53 rs17880560 INDEL 6 pb F-5'TCCATTCATAACTCAGGAACCA3' 140-146
R-5' TTAAATCCCGTAATCCTTGGTG3’ pb
TYMS rs16430 INDEL 6 pb F-5’ATCCAAACCAGAATACAGCACAZ’ 213-219
R-5CTCAAATCTGAGGGAGCTGAGTY pb
UGT1Al1l rs8175347 VNTR 2pbTA F-5’CTCTGAAAGTGAACTCCCTGCT3’ 133/135/
(5/6/7/8 R-5AGAGGTTCGCCCTCTCCTAT3' 137/139
repeats) pb
XRCC1 rs3213239 INDEL 4 pb F-5GAACCAGAATCCAAAAGTGACC3 243-247
R-5AGGGGAAGAGAGAGAAGGAGAG3’ pb

5.4.3 Marcadores Informativos de Ancestralidade

Um conjunto de 48 marcadores informativos de ancestralidade foi utilizado

para estimar a propor¢cdo das contribuicbes genéticas individuais amerindia,

europeia e africana dos individuos participantes do estudo. Os marcadores foram

genotipados em trés reacdes de PCR, e descriminados por eletroforese capilar como
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descrito anteriormente (SANTOS, 2010).

5.5 Analises Estatisticas

As caracteristicas demograficas e clinicas foram comparadas entre 0s grupos
pelos testes de Qui-quadrado de Pearson, Teste exato de Fisher, Wilcoxon-Mann-
Whitney e Kruskall-Wallis. As proporc¢des individuais das ancestralidades genéticas
européia, africana e amerindia foram estimadas através do software STRUCTURE
2.3.3 (PRITCHARD et al, 2000) assumindo trés populacdes parentais (Europeus,
Africanos e Amerindios).

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos foram determinadas
por contagem direta dos alelos, e em seguida foi calculado o equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE). O desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos do gene TP53
foram verificados pelo coeficiente de ligacdo (D°) e o coeficiente de correlagéo (%)
utilizando o programa Haploview. O teste Qui-quadrado de Pearson ou quando
necessario o teste exato de Fisher foram usados para fazer a comparacdo da
distribuicdo da frequéncia dos alelos e dos genétipos dos polimorfimos nos
subgrupos da populacdo estudada (cancer e controles). Polimorfismos que
apresentaram uma diferenga maior que 20% entre as frequéncias genotipicas foram
analisados por modelos de regressdo logistica. Foram realizados modelos de
regressao logistica controlando pelas co-variaveis sexo, idade e tabagismo para
determinar o risco dos genétipos na suscebilidade ao cancer de pulmao.

As andlises estatisticas foram realizadas usando o software SPSS v.18

utilizando um nivel de significancia de 5%.



6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas da amostra em estudo
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Os dados demograficos e clinicos dos participantes do estudo estdo

apresentados na tabela 7. O estudo foi composto por 77 pacientes com cancer de

pulméo (casos) e 129 individuos com idade igual ou superior a 60 anos, da mesma

populacdo, que ndo desenvolveram nenhum tipo cancer (controles) durante a vida.

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas na idade, género e

tabagismo entre os grupos estudados. Entretanto o nimero médio de cigarros ao

ano néo diferiu entre 0s grupos.

Tabela 7. Caracteristicas clinicas e demogréficas dos pacientes com cancer de

pulmé&o e sem cancer.

Caracteristicas Céncer Controles P
Numero Amostral 77 129
Idade 61,7+9,4 70,1+8,9 <0,001%
Género
Masculino 53 (70,7) 50 (38,8) <0,001"
Feminino 22 (29,3) 79 (61,2)
Tabagismo
N&o Fumante 13 (17,8) 62 (48,4)
Ex-Fumante 24 (32,9) 61 (47,7) <0,001"
Fumante 36 (49,3) 5(3,9)
NUmero médio cigarros/ano 3844,6 + 5645,3 2663,3 +5856,9 0,239%

Idade é apresentada como média * desvio padrdo e as outras caracteristicas s&o

apresentadas como nimero absoluto (porcentagem)

*Teste de Wilcoxon-Mann-Withney

PTeste Exato de Fisher

6.2 Caracteristicas do tumor

As caracteristicas histologicas e de estadiamento dos tumores dos pacientes

estdo descritas na tabela 8. Para aproximadamente 90% dos tumores n&o se obteve
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informacdes sobre o estadiamento ou essas informagBes ndo estavam disponiveis.
Histologicamente os tumores se apresentaram como CPPC em 1,3% dos casos e
CPNPC em 84,4% dos casos, sendo que 14,3% dos casos ndo possuem laudo
histolégico. Dentre os CPNPC observou-se uma proporcdo de 46,2% carcinoma
epiderméide, seguido por 16,9% de carcinoma de células grandes, e 15,4% de
adenocarcinoma. Entretanto 21% nao desses tumores nao tiveram uma classificacao

mais especifica.

Tabela 8. Caracteristicas de estadiamento e tipo histologico dos tumores de pulméo.

Caracteristicas do Tumor Pacientes

Estadiamento

T2 1(1,3%)
T3 3 (3,9%)
T4 3 (3,9%)
N&o Estadiado 70 (90,9%)

Tipo Histolégico
Sem Laudo 11 (14,3%)
Pequenas células 1(1,3%)

N&o pequenas células 65 (84,4%)

6.3 Estrutura da populagéo

Devido a heterogeneidade da populagdo investigada, uma estimativa da
ancestralidade genética individual foi realizada para todos os individuos incluidos no
estudo. Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre as proporgdes de

ancestralidades genéticas entre 0s grupos casos e controles (Figura 10 e Tabela 9).
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Cancer
@® Caso
@ Controle

Figura 10. Individuos séo representados pelos pontos, e as propor¢des de miscigenacdo sao
indicadas pela distancia dos vértices do triangulo. Pacientes com cancer de pulmédo estdo
representados em vermelho e os pacientes do grupo controle sem céancer estdo representados em
azul.

Tabela 9. Médias e variacdo das proporcdes de ancestralidades genéticas (%) dos

grupos individuos com cancer ou sem cancer.

Ancestralidade Céancer Controles P

Amerindia 30,4+139 (7,4-64,1) 30,7+154 (54-73,4) 0,868
Européia 48,5+17,2 (12,6 -80,5) 45,1+16,7 (11,3-89,9) 0,239
Africana 21,1+10,6 (4,7-42,7) 242+141 (4,7-755) 0,225

O grupo de cancer e 0 grupo controles sdo apresentadas como média = desvio padrdao e em
valores maximos e minimos.

6.4. Associacao entre os Polimorfismos e a suscetibilidade ao cancer

A distribuicdo alélica e genotipica dos polimorfismos dos genes CASP 8,
CYP2E1, CYP19A1, IL1A1, IL4, MDM2, NFKB, PAR1, TP53, TYMS, UGT1Al e
XRCC1 sao apresentadas na tabela 10. A frequéncia observada de todos os
polimorfismos esta de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Os polimorfismos
do gene TP53 n&o apresentaram desequilibrio de ligagdo (D’= 0,53 e r? = 0,013).

Os polimorfismos dos genes TP53 (rs17878362 e rs17880560), IL1A
(rs3783553) e PARL (rs11267092) apresentaram uma diferenca maior que 20% nas
frequencias genotipicas entre os pacientes com cancer e individuos do grupo

controle, e foram posteriormente analisados por uma regresséo logistica.
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Tabela 10. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos em estudo nos

pacientes com e sem cancer de pulmao.

Indel Identificagdo Genotipos/Alelos Cancer (%) Controles (%) p*
CYP19A1 rs11575899 Del/Del 12 (15,6) 18 (14,1)
Del/lns 37 (48,1) 72 (56,3) 0,509
Ins/Ins 28 (36,4) 38 (29,7)
Del 61 (39,6) 108 (42,2) 0,608
Ins 93 (60,4) 148 (57,8)
TP53 rs17880560 Del/Del 42 (54,5) 88 (68,8)
Del/lns 31 (40,3) 36 (28,1) 0,121
Ins/Ins 4 (5,2) 4(3,1)
Del 115 (74,7) 212 (82,8) 0,047
Ins 39 (25,3) 44 (17,2)
NFKB1  rs28362491 Del/Del 13 (16,9) 33 (25,8)
Delllns 40 (51,9) 56 (43,8) 0,302
Ins/Ins 24 (31,2) 39 (30,5)
Del 66 (42,9) 122 (47,7) 0,359
Ins 88 (57,1) 134 (52,3)
TYMS rs16430 Del/Del 8 (10,4) 15 (11,7)
Delllns 42 (54,5) 68 (53,1) 0,954
Ins/Ins 27 (35,1) 45 (35,2)
Del 58 (37,7) 98 (38,3) 0,901
Ins 96 (62,3) 158 (61,7)
IL1IA rs3783553 Del/Del 8 (10,4) 20 (15,6)
Del/lns 37 (48,1) 70 (54,7) 0,187
Ins/Ins 32 (41,6) 38 (29,7)
Del 53 (34,4) 110 (43,0) 0,087
Ins 101(65,6) 146 (57,0)
CASPS8 rs3834129 Del/Del 18 (23,4) 23 (18,0)
Del/lns 35 (45,5) 68 (53,1) 0,509
Ins/Ins 24 (31,2) 37 (28,9)
Del 71 (46,1) 114 (44,5) 0,757
Ins 83 (53,9) 142 (55,5)
UGT1A1  rs8175347 *1/*1 32 (41,6) 55 (43,0)
*1/*28 32 (41,6) 56 (43,8) 0,886
*28/*28 12 (15,6) 15 (11,7)

*28/*36 1(1,3) 2 (1,6)



TPS53

MDM2

IL4

PAR1

XRCC1

CYP2E1

rs17878362

rs3730485

rs79071878

rs11267092

rs3213239

*1
*28
*36

Del/Del

Del/lns

Ins/Ins
Del

Ins

Del/Del

Del/Ins

Ins/Ins
Del

Ins

RP1/RP1

RP1/RP2

RP2/RP2
RP1
RP2

Del/Del

Del/lns

Ins/Ins
Del
Ins

Del/Del

Del/lns

Ins/Ins
Del

Ins

Del/Del

Del/lns

Ins/Ins
Del

Ins

97 (62,9)
56 (36,4)
1(0,6)

50 (64,9)
26 (33,8)
1(1,3)
126 (81,8)
28 (18,2)

5 (6,5)
24 (31,2)
48 (62,3)
34 (22,1)
120 (77,9)

10 (13,0)
41 (53,2)
26 (33,8)
61 (39,6)
93 (60,4)

26 (34,2)
37 (48,7)
13 (17,1)
89 (58,6)
63 (41,4)

2 (2,6)
29 (37,7)
46 (59,7)
33 (21,4)
121 (78,6)

60 (77,9)
17 (22,1)
0 (0)
137 (89,0)
17 (11,0)

168 (65,6)
86 (33,6)
2(0,8)

99 (77,3)
27 (21,1)
2 (1,6)
225 (87,9)
31 (12,1)

8 (6,3)
45 (35,2)
75 (58,6)
61 (23,8)
195 (76,2)

20 (15,6)
55 (43,0)
53 (41,4)
95 (37,1)
161 (62,9)

68 (53,1)
52 (40,6)
8 (6,3)
188 (73,4)
68 (26,6)

9 (7,0)
45 (35,2)
74 (57,8)
63 (24,6)
193 (75,4)

104 (81,3)
23 (18,0)
1 (8)
231 (90,2)
25 (9,8)

0,950

0,133

0,090

0,842

0,684

0,360

0,613

0,007

0,002

0,391

0,461

0,582

0,680

*Valores de Teste de Qui-Quadrado de Person ou exato de Fisher quando necessario
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A regressdo logistica foi realizada padronizando os genétipos de maior
frequencia como a referéncia para comparacdo e utlizando as variaveis género,
idade e tabagismo como confundidores (Tabela 11). Nao foram observadas
associacOes estatisticamente significativas entre os polimorfismos dos genes TP53,
ILLA e PAR1 e a susceptibilidade ao céancer utilizando os modelos genéticos
codominantes, dominantes ou recessivos. Para o indel rs17878362 do gene TP53 foi
utilizado apenas o modelo dominante devido a baixa frequencia do alelo Ins

observada na populacdo estudada.

Tabela 11. Analise de regressao logistica comparando os genotipos entre

0S grupos caso € controle.

Gene Indel Gendtipos OR IC 95% P
Referéncia Risco

TP53 rs17880560 Del/Del Dell/lns 1,770 0,765-3,961 0,187
Ins/Ins 0,937 0,125-7,009 0,937
Del/Del Del/lns+Ins/Ins 1,630 0,737 —3,604 0,227
Del/Del+Del/lns Ins/Ins 0,778 0,107 -5,657 0,804
TP53 rs17878362 Del/Del Del/lns+Ins/Ins 1,259 0,537 — 2,951 0,596
ILIA  rs3783553 Ins/Ins Del/lns 0,987 0,284 -3,423 0,983
Del/Del 0,713 0,307-1,653 0,430
Ins/Ins Del/Ins+Del/Del 0,758 0,339-1,699 0,501
Ins/Ins+Del/Ins Del/Del 1,218 0,393-3,782 0,732
PAR1 rs11267092 Del/Del Delllns 1,645 0,730-3,710 0,230
Ins/Ins 2,055 0,513-8,236 0,309
Del/Del Del/lns+Ins/Ins 1,705 0,779-3,732 0,182
Del/Del+DellIns Ins/Ins 1565 0,421-5,819 0,504

As covariaveis incluidas no modelo de regressao logistica foram sexo, idade e tabagismo.
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7 DISCUSSAO

O céancer de pulmao é um problema mundial por ser uma doenca com alta
incidéncia e mortalidade. Apesar do principal fator de risco ambiental modificavel, o
tabagismo, ser conhecido, ainda é dificil realizar o controle dessa doenca.
Atualmente o diagnostico é realizado de forma tardia, principalmente em paises
menos desenvolvidos.

A compreensédo de fatores de suscetibilidade a essa doenca pode ajudar no
desenvolvimento de ferramentas para estudos de varredura populacional que
ajudem na identificacdo de pessoas com mais risco de desenvolver o cancer.

No presente estudo foram investigados 13 polimorfismos do tipo indel em
genes do metabolismo e biotransformacdo (CYP2E1, CYP19A1 e UGT1Al), genes
de controle do sistema imunolégico e resposta inflamatéria (IL1A e IL4), genes que
regulam a funcé@o de genes de controle do ciclo celular e do sistema imunologico
(MDM2 e NFKB1), genes de reparagdo do DNA (TYMS e XRCC1), gene regulador
da apoptose (CASP 8), gene regulador da hemostasia (PAR1) e gene de controle do
ciclo celular (TP53,) quanto a suscetibilidade ao cancer de pulmdo. Nenhum dos
polimorfismos investigados foi associado ao cancer de pulméo apds realizar uma
andlise considerando outros fatores relacionados a essa doenca, como idade, sexo
e tabagismo. Todos o0s genes estudados ja foram relacionados ao desenvolvimento
do cancer e possuem funcdes importantes para a homeostase celular e integridade
do organismo. Os polimorfismos estudados promovem modificacbes funcionais
nesses genes, e muitos nao tinham sido estudados na suscetibilidade ao cancer de
pulmao anteriormente, sendo nesse sentido resultados importantes.

O estudo foi realizado utilizando um grupo controle de individuos acima dos
anos 60 que ndo desenvolveram cancer durante o curso de vida. Interessantemente
0S pacientes de cancer de pulmdo apresentaram uma idade inferior ao grupo
controle em média, o que deve estar relacionado com a maior frequéncia de
tabagismo entre esses individuos.

As principais limitacdes do estudo apresentado foram o numero amostral
reduzido e a falta de caracterizacéo dos tipos tumorais. Devido a esses dois fatores
ndo foi possivel investigar a influéncia das variantes genéticas na susceptibilidade
dos diferentes tipos tumorais. A falta dos dados de caracterizagdo tumoral reflete,

muitas vezes, a entrada de pacientes em estagio muito avancados da doenca para o
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tratamento.

A identificagdo de marcadores genéticos para a suscetibilidade do cancer de
pulmédo possui grande poténcial para ajudar na prevencéo e controle dos casos de
cancer de pulmao, e futuros estudos nessa linha de pesquisa sdo necessarios para a

identificag8o de novos marcadores genéticos.
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8 CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente dissertacdo demonstram que os 13
polimorfismos nos genes CASP8, CYP2E1, CYP19A1, IL1A1, IL4, MDM2, NFKB, PAR1,
TP53, TYMS, UGT1A1 e XRCC1 estudados, ndo estdo associados a suscetibilidade ao
cancer de pulmao na populagéo do Para estudada.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos grupos de individuos
estudados (casos e controles) demonstraram diferencas estatisiticamnete
significativas quanto a idade, género e tabagismo. J& o niumero médio de cigarros
consumidos ao ano, nao diferiu entre 0os grupos.

Em virtude da heterogeneidade da populacao investigada, uma estimativa da
ancestralidade genética individual foi realizada para todos os individuos incluidos no
estudo. Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre as proporgdes de
ancestralidades genéticas entre 0s grupos casos e controles.

Estimando-se as frequéncias alélicas e genotipicas dos 13 polimorfismos nos
grupos de pacientes e controle, foi observado que os polimorfismos dos genes TP53
(rs17878362 e rs17880560), IL1A (rs3783553) e PARL (rs11267092) apresentaram
uma diferenca maior que 20% nas frequéncias genotipicas entre os pacientes com
cancer e o0s individuos do grupo controle. Estes 4 polimorfismos foram
posteriormente analisados por uma regressdo logistica, utlizando as variaveis
género, idade e tabagismo como confundidores, ndo sendo observadas associacdes
estatisticamente significativas entre os polimorfismos dos genes TP53, IL1A e PAR1
e a susceptibilidade ao cancer utilizando os modelos genéticos codominantes,

dominantes ou recessivos.
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