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RESUMO: Os agentes alquilantes atacam o oxigénio na posi¢do 6 da guanina no DNA,
dando origem a O°-alquilguanina, uma lesdo que conduz a mutagdes do tipo transi¢io
G:C para A:T. A reparagdo destas lesdes mutagénicas ¢ efectuada pela proteina MGMT
mediante um processo estequiométrico, irreversivel e Unico, transferindo os aductos
mutagénicos da posicio O° da guanina para uma cisteina alquil receptora localizada na
posicdo 145, protegendo as células da mutagénese, morte celular e carcinogenese
provocada pelos agentes alquilantes. Mas se por um lado, a MGMT, preserva a
integridade gendmica, por outro cria resisténcias a utilizacdo de agentes alquilantes
como anti-neoplasicos. Com este estudo pretende-se identificar os polimorfismos
existentes nos exdes 2 ¢ 3 da MGMT em 135 amostras (70 oncoldgicas e 65 ndo
oncoldgicas) do universo da populacdo residente no Algarve, e avaliar a relagdo
existente entre os varios genoOtipos encontrados e o aparecimento da patologia
oncoldgica. Nao foram identificados polimorfismos no exdo 2. No exdo 3 foram
identificados dois polimorfismos, C2740123T (Leu53Leu) e C2740214T (Leu84Phe),
ligados geneticamente, e que apresentam uma frequéncia alélica de 0,12. Os resultados
apontam para um decréscimo da possibilidade de aparecimento de cancro nos
individuos portadores de um ou mais alelos polimorficos (OR ajustado = 0.149, IC
95%, 0.043 - 0.518) quando sdo comparados com os portadores de alelos selvagens. Em
particular do sexo feminino (OR ajustado = 0.103, IC 95%, 0.017 - 0.626). Considera-se
que a presenca deste dois polimorfismos em conjunto diminuem o potencial risco de
aparecimento de cancro. Estudos mais alargados devem ser feitos para validar a nossa
conclusdo.

PALAVRAS-CHAVE: O°-alquilguanina-DNA-alquiltransferase (MGMT); polimor-
fismo; O°-metilguanina; O°-benzilguanina; agentes alquilantes e cloroetilantes.
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TITULO DA TESE EM INGLES:

Polymorphisms in exons 2 and 3 of the O°-alkylguanine-DNA-alkyltransferase gene in
oncological patient and non-patient populations.

ABSTRACT:  O%alkylguanine-DNA-alkyltransferase (MGMT) removes the
mutagenic adducts induced by alkylating agents in the O°-position of guanine.
Unrepaired O°-alkylguanine result in G: C to A: T transition mutations. MGMT protects
cells from mutagenesis and carcinogenesis repairing the O°-alkylguanine adducts in a
single-step, stoichiometric and irreversible process, during which the alkyl adducts are
transferred to a receptor cysteine located in position 145 of the protein. If, on one hand,
MGMT protects normal cells from alkylating compounds on the other hand this protein
protects malignant cells from some alkylating agents used in cancer therapeutics.
Seventy oncological patients and 65 non-patients living in the Algarve region were
studied for the presence of polymorphisms in exons 2 and 3 of the MGMT and for their
association to cancer pathologies. Although, no polymorphisms were identified in exdo
2, two polymorphisms were found in exon 3: C2740123T (Leu53Leu) and C2740214T
(Leu84Phe). Apparently tightly genetically linked, these two polymorphisms were
present in the population with an allelic frequency of 0.12. Our results suggest a
decreased incidence of cancer among individuals carrying one or more polymorphic
alleles (adjusted OR = 0.149, IC 95%, 0.043 - 0.518), a tendency apparently more
evident among women (adjusted OR = 0.103, IC 95%, 0.017 - 0.626). We can
hypothesize that the risk of cancer decreases in the presence of these polymorphisms.
Nevertheless, additional studies on much larger populations need to be carried out in
order to validate these results.

KEY-WORDS: O°-alkylguanine-DNA-alkyltransferase; O°-methylguanine;
polymorphisms; O°-benzylguanine; alkylating agents.
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1- INTRODUCAO

A célula humana sofre diariamente danos no seu DNA devido tanto a factores externos,
como os ambientais, quanto a factores internos proprios da sua actividade metabolica.
Como ultrapassa a célula estas lesdes? A resposta passa essencialmente pelos
mecanismos de reparacdo do DNA que sdo fundamentais a sobrevivéncia celular.

A reparacdo dos danos no DNA pode efectuar-se através de trés tipos basicos de
mecanismos: 1) reversdo directa do dano, DRD “direct reversion of damage” em que
pela accdo da enzima DNA alquiltransferase se reparam certas formas de DNA
alquilado; 2) reparagdo do DNA por meio de excisdo de sequéncias contendo
nucleodtidos alterados e sua resintese, NER “nucleotide excision repair”; 3) eliminagdo
das bases alteradas pela ac¢do das enzimas glicosilases do DNA, BER “base excision
repair” (Britt, 2002).

Um dos tipos de lesdao a que o DNA esté sujeito ¢ a alquilagdo, pela ligagdo de grupos
alquil as bases, particularmente na posi¢io O° da guanina.

A reparagdo das lesdes na posicio O° da guanina é um processo fundamental para as
células pois os aductos alquil nesta posicdo levam a um emparelhamento incorrecto da
guanina durante a replicagio do DNA (Jacinto e Esteller, 2007). A O°-metilguanina-
DNA-metiltransferase (MGMT) reconhece os aductos mutagénicos na posicio O° da
guanina na cadeia de DNA e mediante um processo estequiométrico, irreversivel e
unico, transfere-os para uma cisteina alquil-receptora localizada na posicao 145 da

propria proteina, protegendo as células da mutagénese, morte celular e carcinogénese
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provocada pelos agentes alquilantes (Pegg, 2000). Por cada grupo metil removido ¢
utilizada uma molécula da proteina. Se a quantidade da proteina presente na célula for
diminuta, a O°-metilguanina pode acumular-se, originando muta¢des que podem
promover a desregulacao do crescimento celular e levar ao cancro.

No tratamento oncoldgico sao utilizados agentes quimioterapicos de varios grupos
farmacoldgicos. Os agentes alquilantes, substancias que induzem a formagao de aductos
de O°-metilguanina, constituem um dos grupos terapéuticos mais antigos e usuais no
tratamento neopldsico. O funcionamento da MGMT, se por um lado preserva a
integridade gendmica, por outro limita a accdo antineoplasica destes farmacos ao
conferir as células cancerigenas a capacidade de remover a lesdo (O%-alquilguanina)
(Pegg, 1992).

O cancro ¢ considerado um problema de saude publica, em todo o mundo. O Instituto
Nacional de Estatistica (INE) refere que, em 2005, morreram em Portugal 22.724

pessoas com cancro, sendo considerada a segunda causa de morte nacional

(http://jn.sapo.pt/Paginalnicial/Interior.aspx?content_id=944377). S6 de cancro da
mama surgem anualmente em Portugal 4.500 novos casos, segundo dados da Liga

Portuguesa contra o Cancro (http://aciou.expresso.pt/gen.pl?p=stories&op=view&fokey

=ex.stories/490194).

Até a0 momento, € conhecida a existéncia de trés grupos de genes com envolvimento na
carcinogénese. O primeiro ¢ constituido por genes supressores tumorais, que codificam
proteinas de bloqueio do ciclo celular. Do segundo fazem parte os proto-oncogenes, que
codificam proteinas responsaveis pela promogao e regulagdo do ciclo celular. Por fim,
os genes que codificam proteinas reparadoras de DNA. Um exemplo dessas proteinas ¢

a MGMT.
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Nao sdo conhecidos resultados de estudos da MGMT em populagdes nacionais € por
conseguinte nao ¢ conhecida a estrutura genética das populagdes portuguesas quer em
relagdo aos polimorfismos ja identificados noutras populagdes humanas, quer no
referente a polimorfismos especificos as populagdes nacionais.

Pretende-se com este estudo identificar os polimorfismos existentes nos exodes 2 ¢ 3 da
MGMT em amostras da populacdo ndo-paciente e paciente do foro oncoldgico do
Hospital de Faro E. P. E. e avaliar o significado dos varios genotipos presentes com a
ocorréncia de patologia oncolégica.

A identificacdo de polimorfismos nesta proteina podera ser de grande importancia
pratica pelas implicagdes evidentes que apresenta no prognoéstico de algumas formas de
cancro ¢ no estabelecimento de estratégias terapéuticas anti-neoplésicas, em particular

com agentes alquilantes ou cloroetilantes.
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2- ESTADO ACTUAL DOS CONHECIMENTOS

2.1- GENE DA O°*-METILGUANINA-DNA-METILTRANSFERASE (MGMT)

A O°-metilguanina-DNA-metiltransferase (MGMT) é uma importante proteina de
reparacdo de DNA que protege as células das consequéncias biologicas dos agentes
alquilantes, removendo os aductos alquil da posi¢do O° da guanina transferindo-os para
o residuo de cisteina 145 no seu centro activo (Hansen et al., 2007). A forma alquilada
da proteina MGMT ¢ em seguida degradada pela via do sistema ubiquitina/proteosoma
(Xu-Welliver e Pegg, 2002).

Os genes da MGMT em vérios organismos apresentam similaridade elevada (Figura 1).
Apesar das sequéncias proteicas codificadas por esses genes possuirem homologia
substancial, apenas 8 aminoécidos (Gly109, Asn137, Pro144, Cys145, His146, Argl47,
Lys165 e Glul72) sdo absolutamente invariaveis. Entre estes encontra-se a sequéncia do
centro activo -PCHR-, [-V(I)-P-C-H-R-V(I)-I(V)-] que rodeia o residuo de cisteina
aceitador do grupo alquil (Pegg, 2000; Xu-Welliver et al., 2000).

Esta sequéncia conservada dos genes da MGMT ja foi identificada em mais de 100
espécies diferentes nos trés dominios da vida, Archaea, Bactéria e Eukarya, contudo
este gene ndo ¢ ubiquo e encontra-se ausente em plantas, em Schizosaccharomyces

pombe e em Deinococcus radiodurans (Fang et al., 2005).
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Homo sapi ens [ e I i I MDKDCEMKRTTLDS 14
Pan trogl odytes R R M. GQPAPL ERFASRRPQVL AVRTVCDL VL GKMDKACEMKHT TLDS 45
Canis lupus famliaris [ e I i MDKACKNMRYKTNMDS 14
Bos taurus I I L I MDETCEMKYKVVDS 14
Mus muscul us I i MAETCKMKYSVLDS 14
Rattus norvegi cus e e e ] MAEI CKMKYTVLDS 14
Gal | us gal lus 1 MFTKRPRRAL EQL SADAI SARPSSVPPPPI PPl PEHAGGARKASRRGEVVL PGGRQASPSTMASRRVPKMT SKEGT SQCQEKHAVLLS 88
Danio rerio i I e MSASGACVLCAVTLTS 16
Homo sapi ens 15 PLGKLEL SGCEQGLHEI KLL GKGTSAADAVEVPAPAAVLGGPE- - - - PLMQCTAW.NAYFHQPEAI EEFPVPALHHPVFQQESFTRQV 98
Pan trogl odytes 46 PLGKLEL SGCEQGLHEI KLLGKGTSAADAMEVPAPAAVLGGLE- - - - PLMQCAAW.NAYFHQPEAI EEFPVPALHHPVFQQESFTRQV 129
Canis lupus famliaris 15 PLGKI EI SGCAQGLHEI RLHDRKTPDPGPAEAPAPPEL L GCPEEMTEPLVQCVAW.DAYFREPSVL PGLPLPAI HHPI FQRGSFTARV 102
Bos taurus 15 PLGKLEI SGCERGLHGI KLHGGKTPDTGPAEAAAPAEQL GGSGAVLEPL L QCAAW.DAYFREPAVL EGL PVPALHHPI FQKESFTRQV 102
Mus muscul us 15 PLGKMEL SGCERGLHGI RLLSGKTPNTDPTEAPATPEVL GGPEGVPEPLVQCTAW. EAYFREPAATEGL PL PALHHPVFQQDSFTRQV 102
Rattus norvegi cus 15 PLGKI EL SGCERGLHGI RFLSGKTPNTDPTEAPACPEVL GGPEGVPEPLVQCTAW. EAYFHEPAATEGL PL PALHHPVFQQDSFTRQV 102
Gal | us gal |l us 89 PVGKLEI SGCETGVHEI KLP- RLSVLPNGTEAAMRCEL SGSVT SMPEPL QQCAAW.NAYFCEPSRTEQL PL PPFHHPM. QQDSFTKEV 175
Danio rerio 17 PVGEI LLRGCEKGVHTI DI K- - - - LNTDKEESVHPVVLSEMSS- - - - ELQRCVDW.QCYFMNPESI SAL PLPAL HHPL MQSDSFKAQV 96
Hono sapi ens 99 EVI SYQQLAALAGNPKAARAVGGAMRGNPVPI LI VVCSSGAVGNYSGG- - LA GHRL GKPGL GGS 184
Pan trogl odytes 130 EVI SYQQLAALAGNPKAARAVGGAMRGNPVPI LI GHRL GKPGL GGS 215
Canis lupus famliaris 103 DTVSYQQLAALAGNPKAARAVGGAMRSNPVPI LI GRLAGKPTYPGG 188
Bos taurus 103 ETVSYQQLAALAGNPRAARAVGGAMRSNPI PI LI GRPAGKAARGGG 188
Mus muscul us 103 ETVSYQQLAALAGNPKAARAVGGAMRSNPVPI LI Gl PTGQPASKG- 188
Rattus norvegi cus 103 EMVSYQQL AAL AGNPKAARAVGGAMRSNPVPI LI Gl PTGQPASKG- 188
Gal | us gal l us 176 EAl SYQQLAERAGNSRAARAVGGAMRSNPI PI 1 1 KLQKEKLAD- - - 258
Danio rerio 97 KTVSYKQLAEM GNPNAVRAVGSAMKQNPVPLI RKAVELNPSQSG 184
Homo sapi ens 185 SGLAGAWL KGAGATSGSPPAGRN- - - - - 207

Pan trogl odytes 216 SGLAGAWLKGAGATSGSPPAGRN- - - - - 238

Canis lupus famliaris 189 SYLAGTRRGAL GGTPSPHPAGRDGCVRE 216

Bos taurus 189 SRATGSWRGAL GSTASSQPAGRD- - - - - 211

Mus muscul us 189 LGLTGTW.KSSFESTSSEPSGRN- - - - - 211

Rattus norvegicus 189 LGLI GSWLKPSFESSSPKPSG- - - - - - - 209

Gal lus gallus e e e

Danio rerio 185 S R 187

Figura 1 - Alinhamento das sequéncias aminoacidicas da MGMT de alguns animais. Homo sapiens (NP_002403.1), Pan troglodytes (XP_001142341.1), Canis lupus
familiaris (NP_001003376.1), Bos taurus (XP_001249418.1), Mus musculus (NP_032624.1), Rattus norvegicus (NP_036993.1), Gallus gallus (XP_421823.2), Danio
rerio (XP_684479.2). Os 8 aminoacidos absolutamente invaridveis encontram-se realcados a rosa e o centro activo a vermelho.

2- Estado Actual dos Conhecimentos 5




Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O°-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e nio pacientes do foro oncolégico

2.1.1- Descricao do Gene da MGMT Humana

Nas células humanas, o gene da MGMT, esta localizado no cromossoma 10 na posi¢ao
10g26 entre o nucledtido 131155456 e 131455358 (GenBank NC 000010.9) (Natarajan
etal., 1992).

Este gene contém cinco exdes e quatro intrdes com um total de aproximadamente 300kb

de DNA gendémico. A regido intronica € particularmente grande, pertencendo ao

segundo intrdo mais de metade (=170 kb) da totalidade do DNA gendmico deste gene e

aos outros trés intrdes aproximadamente 120 kb (Margison €t al., 2003).

A regido do promotor, isenta de TATA e CAAT “boxes” e rica em dinucledtidos CG
similar a genes “housekeeping”, ¢ um local essencial do gene com vérias sequéncias de
reconhecimento de glucocorticoides, de factores de transcricdo e de proteinas
activadoras (Nakagawachi et al., 2003). Esta regido estende-se do nucleétido -953 ao
nucleodtido +202 (sitio de iniciag@o da transcri¢do +1) incluindo um promotor minimo
(-69 a +19), 0 1° exdo com 41bp e um elemento “enhancer” (+143 a +202) (Harris et al.,
1991).

O quinto exdo, local onde se encontra o sitio activo, representa quase metade da regido
exonica total do gene com 317bp, os restantes exdes 2, 3 e 4 apresentam tamanho
equitativo entre eles, respectivamente 137, 149 e 140bp.

O transcrito final abarca 784bp contendo uma regido UTR 5’ de 53bp e uma regido
UTR 3 de 110bp. A parte codificante da proteina resume-se a 621bp que corresponde

quase a totalidade dos ultimos 4 exdes.
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2.2- A PROTEINA MGMT

A E. coli possui dois genes que codificam duas proteinas MGMT, a Ada (39-KDa) e a
Ogt (19-KDa), a primeira indutivel e a segunda constitutiva (Koike, 1990; Pegg e
Byers, 1992). A proteina Ada contém duas actividades metiltransferase distintas, uma
repara os aductos de metil do metilfosfotriester e a outra os aductos de metil da O°-
metilguanina e O*-metiltimina do DNA metilado transferindo-os para o residuo de
cisteina, enquanto a Ogt s6 possui a ultima das actividades. Nos eucariotas as MGMT
até ao momento encontradas sdo homologas da Ogt (Margison €t al., 2003).

A semelhanca da E. coli, no nematodo Caenorhabditis elegans foi demonstrada a
existéncia de dois genes alquiltransferase, um semelhante ao dos outros eucariotas € um
segundo que aparenta menor homologia (Margison et al., 2003). Na Salmonella
typhimurium esta presente uma proteina bifuncional similar a Ada (Fang et al., 2005).
No Bacillus subtilis existem duas proteinas, uma codificada pelo gene adaA e a outra
pelo adaB (Fang et al., 2005).

A proteina MGMT humana (hMGMT) tem 207 aminoacidos, representados na Figura 2,
e um peso molecular de aproximadamente 24 kDa (Margison et al., 2003).

A estrutura cristalina da proteina Ada-C da E. Coli foi a primeira a ser publicada
(Moore et al., 1994) e serviu de base aos estudos da estrutura da MGMT de outras
espécies, nomeadamente da humana (Wibley et al., 2000; Daniels et al., 2000).

A estrutura da proteina hMGMT revela a presenga de dois dominios distintos, o
N-terminal (residuos 1-85) e o C-terminal (residuos 86-207) (Daniels et al., 2000 e
2004).

No dominio C-terminal situam-se praticamente a totalidade das sequéncias de
aminoacidos conservadas, entre elas a que rodeia o residuo de cisteina do centro activo

(Xu-Welliver et al., 2000). No entanto, apesar da sequéncia de aminoacidos pouco
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conservada o dominio N-terminal das MGMT ¢ muito semelhante na sua estrutura

tridimensional (Wibley et al., 2000).

1 ATG GAC AAG GAT TGT GAA ATG AAA CGC ACC ACA CTG GAC AGC CCT TTG GGG AAG CTG GAG 60
1 Met Asp Lys Asp Cys Gu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp Ser Pro Leu Ay Lys Leu Qu 20

61 CTG TCT GGT TGT GAG CAG GGT CTG CAC GAA ATA AAG CTC CTG GGC AAG GGG ACG TCT GCA 120
21 Leu Ser Ay Cys Qu A@n Ay Leu Hs Qu Ile Lys Leu Leu Ay Lys Ay Thr Ser A a 40

121 GCT GAT GCC GIG GAG GIC CCA GCC CCC GCT GCG GIT CTC GGA GGT CCG GAG CCC CTG ATG 180
41 A a Asp Ala Val GQu Val Pro Ala Pré6 Ala Ala Val Leu Gy Gy Pro Gu Pro Leu Met 60

181 CAG TGC ACA GCC TGG CTG AAT GCC TAT TTC CAC CAG CCC GAG GCT ATC GAA GAG TTC CCC 240
61 dn Cys Thr Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His G@n Pr6 Qu Ala lle Qu @u Phe Pro 80

241 GIG CCG GCT CTT CAC CAT CCC GIT TTC CAG CAA GAG TCG TTC ACC AGA CAG GIG TTA TGG 300
81 Val Pro Ala Leu Hs H's Pro Val Phe Gdn @n du Ser Phe Thr Arg G n Val Leu Trp 100

301 AAG CTG CTG AAG GIT GIG AAA TTC GGA GAA GIG ATT TCT TAC CAG CAA TTA GCA GCC CTG 360
101 Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Ay Gu Val Ile Ser Tyr Gn dn Leu Ala Ala Leu 120

361 GCA GGC AAC CCC AAA GCC GCG CGA GCA GTG GGA GGA GCA ATG AGA GGC AAT CCT GIC CCC 420
121 Ala Gy Asn Pro Lys Ala Ala Arg Ala Val dy Gy Ala Met Arg Ay Asn Pro Val Pro 140

421 ATC CTC ATC CCG CAC AGA GTG GIC TGC AGC AGC GGA GCC GIG GGC AAC TAC TCC GGA 480
141 Ile Leu lle Pro H's Arg Val Val Cys Ser Ser Gy Ala Val Ay Asn Tyr Ser Ay 160

481 GGA CTG GCC GTG AAG GAA TGG CTT CTG GCC CAT GAA GGC CAC CGG TTG GGG AAG CCA GGC 540
161 Ay Leu Ala Val Lys Qu Trp Leu Leu Ala HHs Qu Ay His Arg Leu Ay Lys Pro Ay 180

541 TTG GGA GGG AGC TCA GGI CTG GCA GGG GCC TGG CTC AAG GGA GCG GGA GCT ACC TCG GGC 600
181 Leu Gy Ay Ser Ser Ay Leu Ala Gy Ala Trp Leu Lys Ay Ala Ay Ala thr Ser Gy 200

601 TCC CCG CCT GCT GGC CGA AAC TGA 624
201 Ser Pro Pro Ala Gy Arg Asn ... 207

Figura 2 - Sequéncia de nucledtidos e respectivos aminoacidos da proteina MGMT humana.
Identificagdo dos exdes pela respectiva cor: Exdo 2, Exdo 3, Exdo 4 ¢ Ex@o 5, o residuo de cisteina
encontra-se em destaque.

O dominio N-terminal da hMGMT contém um atomo de zinco que apesar de ndo ser
crucial a actividade da proteina, incrementa a actividade reparadora sugerindo uma
fun¢ao estrutural (Rasimas et al., 2003).

Fang et al. (2005) sugerem que o dominio N-terminal desempenha um papel crucial na

manuten¢do estrutural do dominio C-terminal numa configuragdo activa.
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2.2.1- Localizacao celular da MGMT

Estudos detalhados sugerem que a proteina MGMT se localiza particularmente no
nucleo (Lim e Li, 1995). Esta localizagdo nuclear parece dever-se quer a factores
celulares que permitem o transporte imediato do polipéptido para o nicleo apos a sua
formacgao, quer a sua propria sequéncia de aminoacidos que determina a sua retencao no
nucleo (Pegg, 2000).

Estando claramente estabelecido o papel da MGMT na reparagdo do DNA nuclear,
ainda ndo ¢ claro o seu papel na reparagdo do DNA mitocondrial. Sabe-se, no entanto,
que o aumento desta proteina nas mitocondrias apds tratamento com o agente alquilante
N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) aumenta a sobrevivéncia celular

(Rasmussen e Rasmussen, 2005).

2.3- FORMACAO DE ADUCTOS NA CADEIA DE DNA HUMANA

Os aductos no DNA de O°-alquilguanina sdo provocados pela exposi¢do a substincias
alquilantes de origem enddgena ou exogena.

Margison et al. (2003) referem que as fontes endogenas de alquilagdo do DNA nao
estdo claramente identificadas, mas provavelmente surgem da decomposi¢do espontinea
ou da metabolizacdo enzimatica de aminodacidos nitrosados e ou de acidos biliares.

A exposicdo exdgena, ao contrario da enddgena, esta bem identificada. Excluindo as
situacdes de exposi¢ao a agentes alquilantes e cloroetilantes fortemente carcinogénicos,
particularmente em consequéncia de actividades profissionais ou de tratamentos anti-
neplasicos, os aductos de alquil em O° da guanina provém fundamentalmente da
exposi¢do a compostos N-nitroso provindos do fumo do tabaco e da alimentagdo

(Lijinsky, 1999; Hecht, 1999).
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A combustao do tabaco resulta na formagao de duas nitrosaminas derivadas da nicotina,
N¢-nitrosonornicotina (NNN) e 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanone (NNK).
Este ultimo composto, NNK, forma aductos de piridiloxobutil [4-oxo0-(3-piridil)butil] no
oxigénio 6 da guanina (Povey e tal., 2007). Os aductos de metil detectados em
fumadores resultam, predominantemente, da exposi¢ao a este composto (Povey e tal.,
2002).

Na alimentagao, os aductos mais potentes sdo os formados pelos nitritos, principalmente
a N-nitrosodimetilamina (NDMA), encontrados correntemente nas carnes curadas
(Knekt et al., 1999). A NDMA ¢é um hepatocarcinogeno que causa a acumulagdo de
aductos de OP-alquilguanina em mamiferos (Souliotis et al., 2002) e encontra-se

associado a ocorréncia de tumores colorectais em humanos (Knekt et al., 1999).

2.4- ESPECIFICIDADE NA REMOCAO DE SUBSTRACTOS

A MGMT tem a capacidade de reparar, de uma forma mais ou menos eficiente, além
dos grupos metil, grupos alquil mais longos como o etil-, n-propil-, n-butil-, 2-cloroetil-,
2-hidroxietil-, iso-propil- e o iso-butil- (Pegg et al., 1992).

Becker e Montesano (1985) ¢ Koike et al. (1990) sugerem existéncia de semelhanca
entre a Ogt ¢ a hMGMT no que se refere & capacidade de remogdo tanto da O°-
metilguanina (O°mG) como da O*-metiltimina (O*mT) do DNA. No entanto estudos
posteriores referem que a remogdo de aductos de O*mT, pela MGMT nos mamiferos, é
tdo lenta que, provavelmente, estes serdo removidos através do mecanismo NER de
reparacao de DNA (Pegg, 2000).

Os primeiros estudos referenciaram a O°mG como o substrato para o qual esta proteina

tem maior afinidade referindo que os niveis de reparagdo diminuiam com o tamanho do
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aducto (Bhattacharyya et al., 1990). Demonstrou-se, posteriormente, que a dimensao do
aducto ndo ¢ o Unico factor condicionante da reparacdo. Assim, a hMGMT repara
eficientemente aductos relativamente longos, como os de 2-cloroetil, demonstrando
capacidade de protec¢do das células contra os agentes cloroetilantes, apresentando, no
entanto, pouca eficiéncia na reparagdo de aductos etil (Terashima e Kohda, 1998; Pegg,
2000; Sabharwal e Middleton, 2006).

A hMGMT também repara o aducto de piridiloxobutil na O°-[4-oxo-(3-
piridil)butil]guanina que se forma no DNA pela acc¢io da nitrosamina NNK derivada do
tabaco (Wang et al.,1997 e 1999). A reparagdo deste aducto pode diminuir a hMGMT
activa circulante, diminuindo a reparacdo dos aductos metil no O° da guanina que
também se formam pela ac¢do da NNK. Sendo, estes adutos de metil, muito
provavelmente reparados pelo mecanismo NER de reparacio do DNA (Margison e
Santibanez-Koref, 2002).

A MGMT reage rapidamente com a O°-benzilguanina (O°bG) e com uma variedade de
outros aductos quando estes se encontram presentes em oligodesoxinucledtidos
(Terashima et al., 1997). De facto, estudos de competigdo usando
oligodesoxinucleotidos contendo O°bG ¢ O°mG na mesma sequéncia mostram
claramente que O°bG é o substrato preferido pela MGMT dos mamiferos, que a Ogt da
E. Coli ndo tem preferéncia e que a Ada-C da E. Coli prefere marcadamente a O°mG
(Goodtzova et al., 1997)

Embora seja largamente reconhecido que o O°mG no DNA é o substrato natural da
MGMT, a maior frequéncia de mutagdes espontineas em bactérias que ndo possuem
actividade alquiltransferase sdo do tipo ndo s6 das transi¢des (G:C — A:T) que podem
resultar da O°mG, mas também das transversdes (G:C — C:G) que podem derivar de

outros tipos de lesdo (Pegg, 2000). Além disto, todas as substitui¢des do residuo
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totalmente conservado Lys165 na hMGMT, incluindo a Lys165Arg, ndo eliminam a
actividade sobre O°mG mas reduzem grandemente a capacidade da hMGMT em reagir
com a O°bG. Uma explicacio para a conservacio da Lys165 pode ser o facto de haver
mais algum substrato fisioldgico cujo reconhecimento pela MGMT seja idéntico ao
reconhecimento da O°mG (Xu-Welliver et al., 2000).

Apesar de tudo, persistem incertezas e discrepancias aparentes no que respeita a
especificidade desta proteina quanto ao substrato e a extensdo da ac¢do reparadora de
aductos O°-alquilguanina no DNA. Mesmo assim podem ser concilidveis com os
seguintes factos: a) a reparacdo dos substratos contendo O°mG no DNA de dupla cadeia
¢ muito rapida, mas saturavel quando toda a proteina ¢ esgotada; b) aductos O°-
alquilguanina podem ser reparados por outras vias como a NER; c¢) ha variagdes
consideraveis entre espécies na ac¢do das respectivas proteinas sobre grupos alquil.
Mesmo entre MGMT’s das varias espécies de mamiferos ocorrem diferencas
significativas nas taxas de reparacdo. Assim a proteina do rato é, aparentemente, muito
superior 4 humana na reparacio de 0°¢G no DNA e inferior na reacgiio com a base livre
0°bG (Pegg, 2000).

O substrato preferido da MGMT parece ser o que se encontra em B-DNA de cadeia
dupla. Aductos em Z-DNA, em moléculas hibridas DNA:RNA e em DNA de cadeia

unica sdo reparados mais lentamente (Pegg , 2000).

2.5- PAPEL FISIOLOGICO DA MGMT NOS MAMIFEROS

A proteina MGMT ndo ¢ considerada essencial a viabilidade celular dos mamiferos. No
entanto, a sua inactiva¢ao ou inibi¢ao torna as células mais sensiveis a ac¢ao de agentes

alquilantes e cloroetilantes.
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Sabe-se que protege as células de muitos dos potenciais efeitos biologicos dos agentes
alquilantes incluindo toxicidade, mutagenicidade, aberracdes cromossémicas e
recombinacoes. Células com formagao de “crosslinks” no seu DNA, devido a ac¢ao de
agentes cloroetilantes, sdo também protegidas pela capacidade da MGMT remover esse
monoaducto (Sabharwal e Middleton, 2006).

Variadissimas lesdes, com formagdo de aductos ocorrem nas diferentes posi¢des das
bases do DNA: no N'**’ da adenina, no N° da citosina, no N'**" ¢ 0° da guanina e no N?
e O* da timina (Mitra, 2007). No entanto, uma grande parte destes aductos sdo reparados
pelo mecanismo NER enquanto os aductos de O®-alquilguanina considerados dos mais
mutagénicos e carcinogénicos, que também podem ser reparados pelo NER, sdo
normalmente removidos pela ac¢do da MGMT (Sabharwal e Middleton, 2006).

A 0°mG, tal como outras guaninas com aductos em O°, emparelha com a timina (T)

(Fig. 3) de forma quase tdo eficiente como com a citosina (C), originando a formagao de

Emparelha normalmente com citosina Por vezes emparelha com timina
CH3
\ H
H > o N /
o N / B
N ¢ . N\ e
\ / Agente alquilante c c |
cC —-c¢C B |
AN 7N e
HON ¢ H N c N
\ / o
C —N -
/
H_N H—N \
Guanina O6-metilguanina

Figura 3 - Formagdo da O°-metilguanina.

ligagdes incorrectas “mispairs" O°mG-T (Margison et al., 2007). Podendo resultar em
mutagdes permanentes se ndo forem reconhecidas e reparadas atempadamente. So

reparando a lesdo O°-alquilguanina antes da replicagio se evita o emparelhamento
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errado com a timina que conduziria a mutagdes do tipo transicdo G:C para A:T
(Horsfall et al., 1990). Este tipo de mutagdes ¢ considerado a maior causa de
transformagao maligna e morte celular induzida pelos agentes alquilantes (Margison e
Santibanez-Koref, 2002).

Wang (1997) descreve a existéncia de mutagdes ¢ delegdes na MGMT numa grande
proporgao de tumores do esofago.

E importante referir que mutagdes ¢ outras aberragdes cromossomicas que afectem o
gene da MGMT, apesar de ndo frequentes, podem causar falta de actividade na proteina
imortalizando, desta forma, linhas celulares.

Existe consenso da comunidade cientifica sobre a existéncia de genes silenciados
devido a metilagdes aberrantes do DNA, sdo exemplos, genes envolvidos no ciclo
celular (p16INK4a, p1SINK4b, rb, pl4ARF), na reparagdo do DNA (BRCA1, hMLH1),
no metabolismo carcinogénico (GSTP1), na aderéncia da célula (CDH1, CDH13), e na
apoptosis (DAPK, TMS1) (Herman, 1999; Baylin ¢ Herman, 2000). O silenciamento
transcricional associado a hipermetilagdo das ilhas CpG no promotor destes genes, em
multiplos tipos de tumores, constitui factor epigenético que afecta todos os mecanismos
celulares (Dolan et al., 1988; Meyer et al., 2003). A inactivagdo de genes supressores
tumorais e ou a activacdo de proto-oncogenes em oncogenes levam a uma proliferacao

descontrolada das células tumorais (Esteller et al., 2001).

2.5.1- Variacao da Expressio da MGMT

A actividade desta proteina depende dos seus niveis de expressdo constitutiva.
Virios niveis de expressio de MGMT foram estudados em tumores humanos como o

cancro do colon (Redmond et al., 1991; Zaidi et al., 1996), do melanoma (Redmond et
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al., 1991; Lee et al., 1992; Moriwaki et al., 1992; Zaidi et al., 1996), do glioma (Chen
et al., 1999; Silber et al., 1999; Bobola et al., 2001), do cancro pancreatico (Kokkinakis
et al., 1997) e do cancro pulmonar (Citron €t al., 1993; Gerson, 2002). Contrariamente
ao esperado, a quantidade de proteina de MGMT encontra-se diminuida ou ausente em
algumas linhas celulares tumorais (Gerson et al., 1986; Citron et al., 1992). De facto, a
um subconjunto destas linhas celulares, denominadas de Mer-, falta completamente a
actividade de MGMT (Day et al., 1980). No entanto, esta perda de actividade observada
nos tumores, geralmente, nao ¢ devida a existéncia de delec¢do, mutagdo ou rearranjo
genético no locus MGMT nem a instabilidade do respectivo mRNA (Fornace et al.,
1990; Kroes e Erickson, 1995). A razdo predominante é a hipermetilagdo das ilhas CpG
do promotor e consequente silenciamento do gene (Costello et al., 1994; Qian e Brent,
1997; Esteller et al., 1999; Herfarth et al., 1999). A hipermetilagdo aberrante do
promotor da MGMT foi inicialmente associada a falta da expressdo do mRNA ou a
perda da actividade da proteina (Esteller et al., 1999; Herfarth et al., 1999), no entanto,
a utilizacdo de agentes dimetilantes, no tratamento de células cancerosas in vitro,
levaram ao restabelecimento de actividade por parte deste gene (Jacinto e Esteller,
2007).

O silenciamento dependente da metilagdo das ilhas CpG do promotor do gene MGMT,
esta associado a uma multiplicidade de tumores humanos (Esteller et al., 1999). As
descobertas iniciais demonstraram um perfil especifico de hipermetilagio da MGMT no
cancro humano associado a gliomas, linfomas, cancro do célon, da cabeca e da
garganta, e nos carcinomas do pulmao como sendo resultado da inactivagao epigenética
desta proteina (Esteller et al., 1999). Com o desenvolvimento de técnicas,

principalmente da bisulfite-PCR, novas investigacdes foram alargadas a outros tipos de
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tumores verificando este tipo de perfil (Toyooka et al., 2001; Virmani et al., 2001; Lee
et al., 2002; Maruyama €t al., 2002; Smith-Sorensen et al., 2002).

Briegert et al. (2007) ao analisarem a metilagdo das ilhas CpG do promotor da MGMT
usando um método especifico de PCR, revelou que o promotor nao estava metilado nos
locais criticos CpG responsaveis pelo silenciamento mas os niveis de expressao da
proteina diminuiam com a maturacdo dos monoécitos em células dendriticas,
acontecendo o mesmo com os linfocitos e com as células estaminais CD34+, concluindo
com estas observagdes, que o decréscimo da expressio da MGMT nas células
dendriticas ndo era causado pela hipermetilagio do promotor, estando eventualmente
relacionado com a expressdo de factores de transcri¢ao envolvidos na regulacao do gene

da MGMT.

2.5.2- Silenciamento da MGMT e aparecimento de mutagoes

O silenciamento da transcricdo da MGMT pela hipermetilagdo do promotor leva-nos ao
importante papel das muta¢des no cancro humano, uma vez que os aductos ndo
removidos de O°-metilguanina originam transi¢cdes de G:C para A:T.

Alguns estudos referem o aparecimento de metilacdes aberrantes nos dinucleotidos CpG
na regido do promotor de varios genes supressores tumorais e de reparagao do DNA em
consequéncia da hipermetilagdo da MGMT (Baylin ¢ Herman, 2000; Esteller et al.,
2000 e 2001), outros referem que a activagdo da K-ras ¢ independente dessa
hipermetilagao (Pulling et al., 2003). Esteller et al. (2000) sugere que o aparecimento de
mutagdes pontuais G-A no gene K-ras, durante a génese do cancro colorectal, esta

associada ao prévio silenciamento do gene da MGMT. Pesquisas mais recentes de Shen
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et al. (2005) encontraram genes K-ras mutados em amostras tumorais com metilagao do
promotor da MGMT, mas em contraste referem associagdo inversa em relacao a TP53.
A associagdo entre a hipermetilacao do promotor de MGMT e as mutagdes de K-ras foi
relatada nao s6 no cancro do colon (Whitehall et al., 2001), mas também nos gastricos,
no cancro da bilis e da bexiga (Park et al., 2001; Kohya et al., 2003).

Um outro gene que também foi relatado como tendo transi¢cdes de G:C para A:T
causadas pelo silenciamento epigenético da MGMT no cancro humano ¢ o gene
supressor tumoral p53 (Esteller et al., 2001). Aproximadamente 52% dos eventos
mutacionais sao do tipo “missense” e, deste subconjunto, 72% sdo transi¢cdes de G:C
para A:T (Greenblatt et al., 1994). O perfil mutacional varia de acordo com o tipo do
tumor. O pulmao, e os tumores da cabega ¢ da garganta dos fumadores t€m na maioria
transversdes, ¢ os tumores colorectais tém frequéncia mais elevada de mutagdes de
transigao, representando 70% de todas as mutagdes da p53 (Greenblatt et al., 1994).
Estas ultimas mutagdes ocorrem frequentemente nos dinucledtidos CpG, que sdo
normalmente (Rideout et al., 1990) metilados devido as taxas elevadas de desaminagéo
espontanea da metilcitosina, embora outros mecanismos sejam também possiveis. No
entanto, 17% das muta¢des da p53 sdo mutacdes de transi¢do nos dinucledtidos nao-
CpG, onde esta causalidade ndo pode ser invocada (Greenblatt et al., 1994). Assim,
mudangas de G:C para A:T na p53 em dinucledtidos ndo-CpG e CpG poderiam ser
atribuidas, em parte, a um defeito da MGMT que permite que a O°-metilguanina
persista e seja lida como uma adenina. A ligagdo entre a hipermetilagdo do promotor da
MGMT e a presenca de mutagdes de transi¢ao G:C para A:T em p53, particularmente
em dinucle6tidos ndo-CpG, foi encontrada também no glioma (Nakamura et al., 2001),
no cancro do figado (Zhang et al., 2003), e nos carcinomas do pulmio (Wolf et al.,

2001).
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2.6- INIBIDORES DA MGMT

A identifica¢io da MGMT como o principal componente da via de reparacio da O°-
alquilguanina e como um determinante critico para a sensibilidade/resisténcia das
células tumorais aos agentes alquilantes e cloroetilantes, fez com que houvesse um
interesse crescente em conhecer o funcionamento da regulagdo dos seus niveis de
presenga, na expectativa de identificar pontos de controlo que pudessem ser sujeitos a
manipulagdo terap€utica. Numerosos investigadores estudaram o modo como os niveis
de MGMT sao regulados nas células normais e nas tumorais obtendo-se informagao
significativa no que respeita a regulacdo ao nivel do gene, do mRNA ¢ da proteina,
contribuindo ndo sé para um melhor entendimento da regulagdo deste gene e da relagdo
funcao/estrutura da proteina, como também, para o desenvolvimento de inibidores
eficazes da accdo da MGMT.

Entre os agentes alquilantes com utilidade terapéutica encontramos agentes metilantes
como a temozolomida, a dacarbazina, a procarbazina e a estreptozocina e agentes
cloroetilantes (nitrosoureas) como a carmustina, a lomustina ¢ a fotemustina. Em
condi¢des fisioldgicas, estes compostos decompdem-se espontaneamente ¢ rapidamente
alquilam o DNA em numerosas posi¢des, incluindo a posi¢io O° da guanina. As lesdes
no O°da guanina medem o potencial citotoxico destas substancias.

A MGMT remove as lesdes do O° da guanina, provocadas pelos agentes alquilantes e
cloroetilantes, causando desta forma resisténcia biologica a ac¢do terapéutica destes
compostos. Portanto, o tratamento de células tumorais com agentes depletores de
MGMT provoca um esgotamento rapido e prolongado desta proteina reparadora,
permitindo aumentar a morte celular induzida pelos agentes citotoxicos ao reduzir a

resisténcia bioldgica (Friedman et al., 1998).
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O primeiro composto a ser utilizado como depletor da MGMT foi a O°mG, cuja pouca
solubilidade e baixa afinidade a proteina tornou pouco efectivo o seu uso clinico (Dolan
et al., 1985; Marathi et al., 1994).

A O°-benzilguanina (O°bG), um potente inibidor da MGMT, surge das investigacdes da
equipa do Doutor Anthony Pegg como tendo significativas implicag¢des clinicas, uma
vez que, o seu uso torna as células tumorais susceptiveis ao tratamento com agentes
alquilantes e cloroetilantes (Dolan, 1990; Mitra, 2007).

No decorrer das pesquisas sobre a relacdo estrutura-actividade da MGMT foram
sintetizados muitos analogos da O°bG como é exemplo a O®-alilguanina, os derivados
da 2-amino-O*-benzilpteridina e o O*-benzilfolato (Chae et al., 1994; McMurry, 2007).
Um analogo da O°bG o O°-(4-bromofenil)guanina ou PaTrin-2 foi desenvolvido por
McElhinney et al. (1998). Este inibidor da MGMT aumenta a sensibilidade das células
humanas aos efeitos citotoxicos dos agentes alquilantes ¢ cloroetilantes (Barvaux et al.,
2004; Clemons €t al., 2005; Turriziani et al., 2006; McMurry et al., 2007; Hansen et al.,
2007).

Recentemente, foram introduzidos oligodesoxiribonucledtidos (ODNs) sintetizados
quimicamente contendo derivados da O°-alquilguanina que interagem fortemente com a
hMGMT (Nelson et al., 2004).

Entre os ODNs com acgdo inibidora mais potente encontra-se os que contém O°-(4-
bromofenil)guanina (Shibata et al., 2006).

Investigacdes com a inten¢do de encontrar o melhor inibidor da MGMT continuam em
expansdo e apesar de decorridos largos anos encontram-se ainda em fase de ensaio
clinico. Estes ensaios combinam analogos da O°bG com agentes anti-neoplasicos nas

diversas patologias do cancro (Rabik, et al., 2006; Sabharwal e Milddleton, 2006).
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Recentemente, Fang et al. (2008) referiram a existéncia de variantes polimorficas da
hMGMT com diferentes respostas aos inibidores.

A conclusao de que dificilmente se vai encontrar um inactivador universal parece certa,
uma vez que sdo conhecidos actualmente pontos de muta¢io no gene, como a Pro'**,
Val'®, Pro'® Cys'*, Ser'™!, Ser'®?, Gly'3, Val'®, Gly'*S, Asn'>’, Tyr'®®, Ser'®®, Gly '©°,
Gly 161 al'® Lys]65 ,Leu'® e Ala'", capazes de aumentar a resisténcia a inactivacao
pela 0°bG (Cai et al., 2000; Xu-Welliver et al., 2000).

A populagao asiatica, com alta-frequéncia (15%) do polimorfismo Glyl160Arg serviu de
base na analise da resisténcia da MGMT 4 inibigdo pela O°bG (Imai et al., 1995). A
forma mutante da proteina é aproximadamente 20 vezes mais resistente a inibi¢do pela
benzilguanina que a forma mais comum Gly 160 Gly (Xu-Welliver et al., 1999).

Este ¢ um exemplo tipico de um polimorfismo cuja identificagdo ¢ importante em
pacientes, pelas suas implicagdes nos tratamentos quimioterapéuticos que tém

necessariamente que ser adequados as especificidades deste gendtipo.

2.7-MGMT COMO MARCADOR

Estudos realizados por Sawhney et al. (2006) referem que a diminui¢do da expressdo da
MGMT, quando ocorre hiperplasia das células da cavidade bocal, podera candidata-la a
possivel biomarcador no progndstico do cancro oral num futuro préximo.

Chae et al. (2006) mencionam o polimorfismo C2498862A (localizagdo no “contig”
com o numero de acesso NT 008818.15) na regido do promotor, como um possivel

marcador da susceptibilidade genética ao cancro do pulmao.
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A expressio da MGMT ¢ referida, por Matsukura et al. (2001), como sendo um
marcador preditivo do progndstico em pacientes com cancro hepatocelular, gastrico e da
mama.

O conhecimento da variacdo da expressdo ou das possiveis mutagcdes do gene da
MGMT associado a determinado tipo de prognéstico podera ajudar a prevenir ou a

definir estratégias terapéuticas no cancro.

2.8- POLIMORFISMOS DA hMGMT E CARCINOGENESE

Existem multiplos estudos que visam, com o conhecimento dos varios polimorfismos
moleculares nas diferentes populagdes humanas, determinar a efectiva relagdo entre as
variantes identificadas e a susceptibilidade ao aparecimento das varias formas de
cancro, a eficacia do tratamento prescrito e o prognostico da patologia.

O primeiro polimorfismo a ser descrito foi no exdo 5, havendo 15% da populagao
asiatica a expressar uma MGMT funcional contendo uma arginina em vez de glicina no
coddo 160 que, como ja referido, confere maior resisténcia da MGMT a inibicao pela
benzilguanina (Imai et al., 1995).

Muitos outros polimorfismos foram descritos nas mais variadas populagdes (Tabela 1),
0 C2498862A (localizagdo no “contig” com o numero de acesso NT 008818.15) na
regido do promotor e o A2798995G (Ilel43Val) no exdo 5 sdo referidos como
associados ao cancro do pulmido (Kaur et al., 2000; Chae et al., 2006). Os
polimorfismos C2740123T (Leu53Leu) o C2740214T (Leu84Phe) sdo considerados dos
mais frequentes sem distingdo étnica, enquanto que os polimorfismos A2798995G

(Ile143Val) e A2799101G (Lysl78Arg) tem uma prevaléncia mais elevada na
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populagdo caucasiana do que na chinesa (Egyhazi et al., 2002; Chae et al., 2006; Pegg

etal., 2007).

Tabela 1 - Polimorfismos no gene da hMGMT.

Resii Variante Troca de Freq. da variacio alélica
eglao Nucleotidica® aminoacido estudos anteriores
G2498512T 0,145°
G2498667A 0,013°
Promotor C2498862A 0,375°
C2498952A 0,079°
G2499172C 0,007°
A2499476G 0,015
Exdo 1 b
C2499476T 0,039
Exiio 2 . G2568535A Glu30Lys 0,04°
(27401237 LeuS3Leu 0,125°
Exiio 3 G2740159C Trp65Cys 0,002°
C2740214T Leu84Phe 0,145° 0,162°
A2798995G lle143Val 0,112° 0,00
G2799046A Gly160Arg 0,0718 0,00"
Exao 5 b .
A2799101G Lys178Arg 0,112°; 0,00
T2799159A Alal97Ala 0,006°

%-N° do nucledtido no “contig” com o n® de acesso NT 008818 (NCBI).
°_Ref. Egyhazi et al., 2002.

°_Ref. Rusin et al., 1999.

4_Dado retirado da base de dados SNP “Single Nucleotide Polymorphism”.
°-Ref. Otsuka et al., 1996.

"_Ref. Deng et al., 1999.

£_Ref. Imai et al., 1995.

"Ref. Wu et al., 1999.

2.8.1- Exao 2

No exao 2 foi descrito, até a0 momento, um Unico polimorfismo que surge da transi¢ao

G>A no aminodcido 30 (G2568535A), levando a alteracdo da sequéncia de aminoacidos
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de acido glutamico para lisina (Glu30Lys) (Margison €t al., 2003; Chae €t al., 2006).
Este polimorfismo, sem associacdo clinica conhecida, de acordo com a revisao
efectuada por Chae et al. (2006) encontra-se nas populagdes, em geral, com uma

frequéncia alélica de 0,04. No entanto, ao analisar os dados fornecidos pela base de

dados SNP “Single Nucleotide Polymorphism” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
entrez?db=snp), suscitou-nos curiosidade os valores referidos no estudo da populagdo
do CEPH “Centre d’Etude du Polymorphisme Human”, por serem extremamente
elevados quando comparados com os valores apresentados nas outras populacdes
estudadas, em que este polimorfismo ndo aparece ou aparece com uma frequéncia
alélica de 0,017 na populagio da Africa Subsariana. A verificagdo dos resultados
obtidos em cada individuo da populacdo estudada pelo CEPH demonstrou ndo existir
esta variante em nenhum dos alelo. Pelo que o valor final apresentado para esta
populacdo sera fruto de erro de langamento de dados. Se ignorarmos os resultados
(frequéncia alélica de 0,42) da populacio CEPH, o valor da frequéncia alélica deste
polimorfismo no conjunto das outras populagdes referidas na base de dados SNP sera

entdo de 0,006.

2.8.2- Exao 3

No exdo 3 encontram-se descritos trés polimorfismos. Um dos polimorfismos ¢ uma
mutagdo silenciosa Leu53Leu, resultante da alteracdo do segundo C para T do coddo 53
(CTC>CTT). Os dois polimorfismos restantes, no codao 65 (TGG>TGC) e 84
(CTT>TTT), conduzem ao aparecimento de alteracdes aminoacidicas na sequéncia da

proteina, respectivamente, de Trp e Leu para Cys e Phe.
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LeuS3Leu
Este polimorfismo ¢ uma transi¢cao (C>T) silenciosa Leu53Leu, ndo comprometendo a
sequéncia de aminoacidos da proteina (Otsuka et al., 1996; Egyhazi et al., 2002; Ma et

al., 2003; Margison €t al., 2005; Li et al., 2005; Chae €t al., 2006).

Trp65Cys

A transversdo (G>C) da Trp65Cys foi detectada na populagdo japonesa com uma
frequéncia alélica de 0,002 (Otsuka €t al.,1996; Chae €t al., 2006).

Inoue et al. 2000 refere que a expressdao da variante Trp65Cys, além de reduzida e
provavelmente pouco estavel in vivo, confere consideravelmente menos protecgdo a
accdo da N-metil-N’-nitro-N-Nitrosoguanidina (MNNG) do que a expressao da MGMT

selvagem.

Leu84Phe

Este polimorfismo ¢, talvez, o mais prevalente convertendo Leu em Phe, ocorrendo em
populacdes chinesas, japonesas e caucasianas com a frequéncia de 20%, 16%, ¢ 36%
respectivamente (Pegg, 2000).

Estudos realizados por Tranah et al. (2006), em enfermeiras ¢ médicos de um hospital
dos E.U.A., sugerem associa¢do deste polimorfismo com o risco de aparecimento de
cancro colorectal em individuos do sexo feminino principalmente quando associado ao
consumo de alcool ¢ ao uso de hormonas de substitui¢ao.

Krzesniak et al. (2004) referem ndo encontrar associagdo entre o polimorfismo
Leu84Phe e o risco de cancro do pulmao, num estudo realizado a uma populagdo polaca

com 96 individuos portadores de cancro de pulmao e 96 individuos de controlo.
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Em relacdo ao risco de aparecimento de cancro do pancreas também existem referéncias
a importancia da alteragdo alélica Leu84Phe (Jiao et al., 2006). Este polimorfismo
influencia, aparentemente, o risco de cancro do endométrio, dado que quando
comparados com o gendtipo de referéncia Leu84Leu, os portadores do alelo 84Phe
apresentam um nivel de risco significativamente inferior (Han et al., 2006). A alteragdo
Leu84Phe foi associada a uma maior incidéncia de glioblastoma (Inoue €t al., 2003), de
cancro da bexiga (Li et al., 2005), da mama (Han et al., 2006) ¢ da prostata (Ritchey et
al., 2005) e a uma ocorréncia alargada de tumores com aumento da expressdo ou
mutagdo da p53 (Wiencke et al., 2005). Entretanto, outros estudos sugerem uma
diminuic¢do da incidéncia de cancro da cabega e da garganta (Huang et al., 2005), e do
endométrio (Han et al., 2006). Moreno et al. (2006) e Tranah et al. (2006) nao
observaram nenhuma associa¢do entre o aparecimento deste polimorfismo e o risco de
cancro do céOlon. Ndo se verificou, também, nenhum risco associado a variante
Leu84Phe em estudos do cancro da mama, do pulmao, do pancreas, da pele (melanoma)
ou gastrico (Ma et al., 2003; Krzesniak et al., 2004; Shen et al., 2005; Jiao et al., 2006;
Huang et al., 2005). Nos estudos em que somente os fumadores foram considerados, a
variante Leu84Phe pareceu aumentar o risco do cancro da mama (Shen et al., 2005) e o
risco de tumor pancredtico quando associado a presenga de polimorfismo no

aminoacido 194 da proteina reparadora de DNA XRCC1 (Jiao et al., 2006).

Leu53Leu associado a Leu84Phe

Chae et al. (2006) ao analisarem em conjunto os polimorfismos C2498862A, Leu53Leu
(C2740123T) e Leu84Phe (C2740214T) na populagdo coreana, concluiram a nao
existéncia de variagdo genotipica significativa entre os individuos com cancro do

pulmao (432) e os de controlo (432).
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Li et al. (2005) sugerem que as variantes mais comuns com os alelos Leu53Leu (C>T) e
Leu84Phe (C>T), particularmente em conjunto, aparecem associadas ao incremento de
risco de cancro da bexiga. Esse incremento de risco ¢ mais pronunciado principalmente
com o aumento da idade do homem e com a nao ingestao de bebidas alcodlicas. Este
estudo utilizou uma populagdo, de 167 doentes com cancro da bexiga e 204 individuos
sem cancro, do sul da China.

Os polimorfismos LeuS3Leu (C>T) e Leu84Phe (C>T) aparecem em idéntica
frequéncia nos pacientes com melanoma e predisposi¢do familiar ao aparecimento de
melanoma e nos dadores de sangue pertencentes ao grupo de controlo nos estudos

realizados por Egyhazi et al. (2002).
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- RECOLHA DOS DADOS PESSOAIS E DAS AMOSTRAS

O estudo da MGMT compreendeu o universo da populagdo residente no Algarve, do
qual foi constituida a amostra que totalizou 135 individuos voluntarios: 70 pacientes do
Servico de Oncologia do Hospital de Faro E. P. E. e 65 individuos sem patologia
oncoldgica de entre os funcionarios deste Hospital, seus familiares ou amigos.

Todos os individuos que integraram este estudo assinaram um termo de consentimento,
apos terem recebido explicacdes sobre os objectivos desta pesquisa, e responderam a
um questionario anonimo numerado (Anexo 1 e 2).

O sangue obtido de cada individuo, aproximadamente 5ml, foi recolhido em tubo de
colheita EDTA KE/5ml da Sarstedt Monovette” contendo EDTA como anticoagulante.
A cada tubo foi atribuido o nimero correspondente ao questionario. Todas as amostras
foram guardadas em frigorifico (2-8°C) até a extrac¢ao de DNA, realizada no proprio
dia ou no dia seguinte a recolha.

As analises moleculares, para pesquisa de polimorfismos na MGMT, foram realizadas
no Laboratério de Genomica e Melhoramento Genético (LGMG) da FERN,

Universidade do Algarve.
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3.2- EXTRACCAO DO DNA

O sangue total de todos os individuos foi submetido a uma centrifugacao de 5.000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Desta centrifugagdo distingue-se uma
camada superior de liquido claro o plasma, uma camada inferior contendo a maioria dos
globulos vermelhos e uma camada fina no meio o Buffy Coat que corresponde a menos
de 1% do volume total da amostra sanguinea ¢ que contém DNA. O Bufty Coat, apds a
rejeicdo do plasma, foi recolhido com a ajuda de uma micropipeta e colocado num tubo
de 1,5ml.

O DNA, dos individuos em estudo, foi extraido do Buffy Coat utilizando o Kit de
extraccdo E.ZN.A.™ SE Blood DNA Kit da Omega Bio-tek. Todo o processo de
extrac¢do foi executado seguindo a metodologia descrita no protocolo do proprio Kit,
sendo no final o DNA ressuspenso em tampao TE 0,1 (0,1mM de EDTA + 10mM de

Tris-HCI pHS) e guardado no frigorifico até ao dia seguinte.

3.3- QUANTIFICACAO DE DNA POR ESPECTROFOTOMETRIA

A analise qualitativa do DNA foi avaliada submetendo-se 2ul das amostras a
electroforese em gel de agarose a 1% (Sambrook, et al., 1989).

A concentracdo do DNA foi estimada espectrofotometricamente em aparelho Ultrospec
1100 Pro (Amersham Biosciences, England) calibrado com tampao TE 0,1 (0,1mM de
EDTA + 10mM de Tris-HCI pHS).

A medi¢do efectuou-se entre os 230nm e 320nm (230, 260, 280 e a 320nm) de

absorvancia e aplicou-se a formula matematica:

[DNA] = abs 260nm — abs 320nm X factor de dilui¢ao X 50 = ng/ul
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O ratio entre a abs 260/abs 280 ¢ importante por nos dar uma ideia da pureza do DNA.

Depois das amostras quantificadas, prepararam-se as amostras de trabalho, para o que se

retirou um volume de alguns microlitros de cada uma diluindo-as a concentragdo final

de 4ng/ul com H,0O miliQ. O restante de cada amostra congelou-se apds a adicao de 3

volumes de etanol a 100%, constituindo o “stock” de reserva.

3.4- ANALISE MOLECULAR

A sequéncia nucleotidica do RNAm da MGMT encontra-se disponivel no “National

Center for Biotechnology Information” NCBI (http:/ncbi.nlm.nih.gov) com o nimero de

acesso BC000824. Neste estudo a sequéncia que serviu de referéncia encontra-se na

regido 2499397bp - 2799299bp do “contig” com o numero de acesso NT 008818.15. A

partir desta sequéncia, foram sintetizados “primers” com a finalidade de delimitar as

sequéncias nucleotidicas a analisar e “primers” especificos a detec¢do de SNP’s “single

nucleotide polymorphisms” referenciados por outros autores (Tabela 2).

Tabela 2 - Lista dos “primers” utilizados neste estudo.

& Tamanho .
NOME SEQUENCIA do Frag. Temp. Annealing
E2 Fw* 5’-CGACCAGCCTCTTACCTATAC-3’
216bp 65°C
E2_Rv* 5’-TATACAGGATCACGTGGGCTC- 3°
E2_Fw 5’-CGACCAGCCTCTTACCTATAC-3’
. 170bp 66°C
E2_RvPol 5’-CTTGCCCAGGAGCTTTATTTTI-3’
E2_Fw 5’-CGACCAGCCTCTTACCTATAC-3’
170bp 66°C
E2 RvSelv® 5’CTTGCCCAGGAGCTTTATTTC-3’
E3_Fw* 5’-GCCACAGGTGTTTGCCCG-3’
320bp 65°C
E3_Rv* 5’-CTGTGATGTCAGCGATCG-3’
E3 53FwSelv! 5’-CCCCGCTGCGGTACTC-3’
201bp 68°C
E3_Rv 5’-CTGTGATGTCAGCGATCG-3’
E3 53FwPol’ 5’-CCCCGCTGCGGTACTT-3’
201bp 68°C
E3_Rv 5’-CTGTGATGTCAGCGATCG-3’
Cont.
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Tabela 2 - Lista dos “primers” utilizados neste estudo.

a Tamanho .

NOME SEQUENCIA do Frag. Temp. Annealing
E3_Fw 5’-GCCACAGGTGTTTGCCCG-3’

244bp 65°C
E3_84RvSelv* 5’-GGAAAACGGGATGGTCAAG-3’
E3_Fw 5’-GCCACAGGTGTTTGCCCG-3’

244bp 65°C
E3_84RvPol° 5’-GGAAAACGGGATGGTCAAA-3’
E3_Fw 5’-GCCACAGGTGTTTGCCCG-3’

243bp 65°C
E3_84RvSelvI® 5’-GAAAACGGGATGGTGTAG-3’
E3_Fw 5’-GCCACAGGTGTTTGCCCG-3’

243bp 65°C
E3_84RvPoll® 5’-GAAAACGGGATGGTGTAA-3’

*-Este par de “primers” flanqueia a sequéncia do exdo 2.

®_Estes “primers” localizam-se dentro do exdo 2. Foram desenhados com a finalidade de distinguir as amostras selvagens das
portadoras de polimorfismo G2568535A-Glu30Lys.

“-Este par de “primers” flanqueia a sequéncia do exdo 3.

d_Estes “primers” localizam-se dentro do exdo 3. Foram desenhados com a finalidade de distinguir as amostras selvagens das
portadoras de polimorfismo C2740123T-Leu53Leu.

*-Estes “primers” localizam-se dentro do exdo 3. Foram desenhados com a finalidade de distinguir as amostras selvagens das
portadoras de polimorfismo C2740214T-Leu84Phe.

Os “primers” ressuspensos em TE (0,1) a 100uM de concentracdo final, foram
colocados em frigorifico (2-8°C) durante um periodo de 24h, apds o qual se prepararam
dilui¢des de trabalho a 10uM por adicdo de H,O miliQ, acautelando o restante em

congelador.

3.5- AMPLIFICACAO

Todas as amostras foram amplificadas por “Polymerase Chain Reaction” PCR (Mullis
& Faloona, 1987) em termociclador GeneAmp PCR System 2400 (PERKIN ELMER,
USA) conforme condic¢des descritas na Tabela 3.

O controlo das amplificagdes, com os pares de “primers” referidos na Tabela 2, foi
realizado através de electroforese em gel de agarose 1,2% (p/v) sob uma diferenca de
potencial de 5V/cm e caracterizado o tamanho dos fragmentos originados (216bp e
320bp respectivamente para o exao 2 ¢ 3) mediante comparagao com marcador de peso

molecular conhecido (GeneRuler™ da Fermentas).
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Tabela 3 - Condi¢des de amplificagao.

Mistura reactiva

Componentes Concentracdo final Quantidade

DNA gendmico (4ng/ pl) 1,33ng Sul

5x Tampao de Reacgao (Promega) 1x 3ul

Mix dNTPs (solugdo com10 mM de cada ANTP) 0,16mM 0,24 pl

MgCl, (25mM) (Promega) 1,67mM 1 ul

Mix Primers (solugdo com 10uM de cada “primer”) 0,67 uM 1wl

Tag DNA Polimerase (SU/ ul) (Promega) 0,04U 0,12 pl

H20 miliQ 4,64 ul

Volume total 15 ul
Programa (termociclador - PERKIN Elmer)

Numero de ciclos Temperatura® (°C) Tempo

1 94 10 mins

94 1 min

35 T.a. (Tabela 1) 1 min

72 1 min

1 72 10 mins

1 72 10mins

%A varia¢do de temperatura foi de 1 °C/s

Como tampao de gel e de electroforese foi utilizado 1XTAE (40 mM de Tris, 20 mM de
acido acético e 1 mM de EDTA).

Para revelagdo dos produtos amplificados os géis foram submersos numa solucdo de
brometo de etidio durante Sminutos, lavados com agua destilada durante 20 minutos,
fotografados e vistos sob luz UV com o sistema de fotodocumentacao “Kodak EDAS
120”. As imagens foram processadas, utilizando o programa “1D Image Analysis

Software” V.2.0.1 (Eastman Kodak, Scientific Imaging Systems, New Haven, US).

3.6- ANALISE DOS POLIMORFISMOS

Foram utilizados, neste estudo, trés métodos basicos no reconhecimento dos
polimorfismos.
No exd@o 2 utilizaram-se dois pares de “primers” para identificacio por PCR do

polimorfismo conhecido noutras populagdes e o método dos SSCP’s “single sequence
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conformational polymorphisms” em géis de poliacrilamida, como descrito por Egyhazi
et al. (2002) com o intuito de indagar a existéncia de qualquer outro polimorfismo na
populagdo em estudo.

No exdo 3, para o reconhecimento dos polimorfismos at¢ ao momento descritos,
utilizaram-se enzimas de restri¢ao e “primers” especificos a sua detec¢ao por PCR. Por
fim, fez-se uma pesquisa a possivel existéncia de novos polimorfismos através de
SSCP’s “single sequence conformational polymorphisms” em géis de poliacrilamida,
como descrito por Egyhazi et al. (2002).

Os polimorfismos detectados foram confirmados por sequenciagao.

3.6.1- Identificacdo dos polimorfismos conhecidos

Exao 2

No exao 2, o polimorfismo G2568535A/Glu30Lys foi analisado através da amplificacdo
com os pares de “primers” E2 Fw/E2 RvPol e E2 Fw/E2 RvSelv que amplificam,
respectivamente, nos individuos portadores de polimorfismo e nos individuos
portadores de alelo ou alelos selvagens. Os produtos da amplificagdo foram colocados,
com desfasamento de 45minutos no mesmo alvéolo, em gel de agarose a 2% (p/v) e
separados por electroforese.

Como controlo da amplifica¢do pelos pares de “primers” referidos anteriormente, todas
as amostras foram amplificadas com o conjunto de “primers” E2 Fw/E2 Rv segundo as

condigoes descritas na Tabela 3.
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Exio 3

Os SNP’s nos aminoacidos 53, 65 e 84 do exdo 3 da MGMT foram analisados por
restricio. A enzima Hpyl188l (5°..TCNJGA...3") foi utilizada na identificacdo do
polimorfismo  C2740123T no  aminoiacido 53 CTC>CTT, a  BsAPI
(5°...GCANNNNINTGC...3") na identificagio do polimorfismo G2740159C no
aminoacido 65 TGG>TGC e a Sapl (5°...GCTCTTC(N);4...3") na identificacio do
polimorfismo C2740214T no aminoacido 84 CTT>TTT. Desta forma, os produtos da

amplificacdo do exd@o 3, foram submetidos a ac¢do das enzimas referidas conforme

Tabela 4.

Tabela 4 - Condic¢des de incubagdo com as enzimas de restri¢ao utilizadas.

Enzimas Condig¢oes Componentes Concentracio final
3H DNA (amplificagdo do exdo 3) - 1l .

Hpy188I ﬂ 10x NEBuffer 4 1x
Enzima 10U/ pl 0,066 U

37°C H,0 miliQ gb 30,0 ul

1,5H DNA (amplificagdo do exao 3) - 1ul o

BstAPI ﬂ 10x SEBuffer W 1x
Enzima 5U/ pl 0,042 U

60°C H,0 miliQ gb 30,00 pl

6H DNA (amplificago do exao 3) - 1pl o

Sapl ﬂ 10x NEBuffer 4 1x
Enzima 2U/ pl 0,033 U

37°C H,0 miliQ gb 30,0 pl

Os fragmentos resultantes da digestdo foram separados em gel de agarose a 2% (p/v) e
submetidos a electroforese sob um diferencial de tensao de SV/cm. Apos o que foram
corados em solugcdo de brometo de etidio e fotografados com transiluminador de luz
ultravioleta.

Os polimorfismos no aminoacido 53 CTC>CTT e 84 CTT>TTT referidos no exao 3

foram também analisados, ha semelhanga do exdao 2, por pares de “primers” que
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amplificam as amostras portadoras da variante (E3 53FwPol/ E3 Rv e E3 Fw
/E3 _84RvPol) e ou as amostras portadoras de alelo ou alelos selvagens (E3 53FwSelv/

E3 Rve E3 Fw/E3 84RvSelv).

3.6.2- SSCP (“Single sequence conformational polymorphism”)

Na pesquisa de qualquer polimorfismo que podesse existir, nas sequéncias referentes ao
exao 2 e 3, utilizou-se 0 método de SSCP em gel de poliacrilamida Long Ranger® (da
Cambrex Bio Science, Rockland inc., USA), respectivamente, a 10% e 8% (v/v) (Tabela
5). Estes géis foram colocados em tina de electroforese MINI-PROTEAN™II (Bio RAD,
USA) com electrolito 1xXTBE (90 mM de Tris, 90 mM de acido bérico, 2 mM de

EDTA) previamente arrefecido a 4°C.

Tabela 5 - Quantitativos p/ 2 géis de 7,8cm por 0,7Smm de poliacrilamida a 10% e a 8%.
2 Géis a 10%

Acrilamida LONG RANGE 50%* 2 ml
TBE 10x 1 ml
H20 miliQ 7 ml
APS 10% (Persulfato de Amoénio APS 10%) 100 pl
TEMED (Tetrametiletilenediamine C¢H;¢N>) ~99% 10 pl
2 Géis a 8%
Acrilamida LONG RANGE 50%"* 1,6 ml
TBE 10x 1 ml
H20 miliQ 7,4 ml
APS 10% (Persulfato de Amonio APS 10%) 100 pl
TEMED (Tetrametiletilenediamine C4H4N>) ~99% 10 pl

“-Poliacrilamida Long Range® Gel Solution — Cambrex Bio Science Rockland, Inc. USA.

Os produtos da amplificagdo correspondentes a cada amostra (4 pl), juntamente com 6ul
de glicerol a 30% (v/v), foram desnaturados, por aquecimento em bloco de

termociclador a 95°C durante Sminutos, aplicados imediatamente no gel e submetidos
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durante 3horas a uma diferenca de potencial de 150 V (Power Pac 300, Bio RAD,
USA).

Todo o processo decorreu a frio (4-8°C), as tinas com os géis foram colocadas em
recipiente com gelo e a temperatura foi monitorizada durante toda a electroforese.

Para a deteccdo e localizacdo das bandas de DNA desnaturadas os géis de

poliacrilamida foram revelados pela utilizagdo de nitrato de prata (Figura 4).

Revelagio por Nitrato de Prata

Acido acético 10% (20mins)

(3mins)

Acido Nitrico 1% (3mins)

(3mins)

Nitrato de Prata *
(30mins)

[l

ddH20
(3mins)

‘ Solugdo de revelagdo **

Até aparecimento de bandas
[
Acido acético 10%
(5mins)

* Nitrato de Prata — 500mg de Nitrato de prata + 7501 de Formaldeido 37% + q.b.p. 500ml H20 miliQ.
##Solugdo de revelagao — 15g Carbonato de sédio anidro + 1mg tiossulfato de sédio 5X hidratado + 750ul de Formaldeido 37% + q.b.p. 500ml H20 miliQ.

Figura 4 - Protocolo de revelagdo de géis por Nitrato de Prata.

As imagens foram observadas sob a accdo da luz branca, fotografadas através do
sistema de fotodocumentagao “Kodak EDAS 120” e processadas utilizando o programa
“1D Image Analysis Software” V.2.0.1 na fun¢do Coomassie Blue (Eastman Kodak,

Scientific Imaging Systems, New Haven, US).
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Os géis de poliacrilamida foram, apo6s fotografados, colocados sobre papel de filtro e

secos em secador de géis a 65°C sob vacuo durante uma hora.

3.7- CLONAGEM E SEQUENCIACAO

3.7.1- Preparacio das amostras para clonagem

Todas as amostras, a clonar e sequenciar, foram amplificadas com enzima Pfu DNA
polimerase conforme protocolo da Tabela 6. Optou-se pela utilizagdo da enzima Pfu
DNA polimerase uma vez que, provida de actividade exonuclease 3’- 5°, resulta em
aumento de fidelidade na sintese do DNA quando comparada com a Tagq DNA

polimerase.

Tabela 6 - Condigdes de amplificagdo com a enzima Pfu DNA polimerase.

Mistura reactiva

Componentes Concentracdo final Quantidade

DNA gendmico 4 ng/ pl 0,24 ng 1,5 pl

10X Native Plus Pfu Buffer (Stratagene) Ix 2,5 ul

Mix dNTPs (solugdo com10 mM de cada ANTP) 0,2 mM 0,5 ul

Mix Primer (solugao com 10 uM de cada “primer”) 0,8 uM 2,0 ul

Native Pfu DNA Polimerase (2,5U/ ul) (Stratagene) 0,04 U 0,4 ul

H20 miliQ - 18,1 ul

Volume total 25 pl
Programa (termociclador - PERKIN Elmer)

Numero de ciclos Temperatura® (°C) Tempo

1 95 2 mins

95 1 min

29 60 1 min

72 3 mins

1 72 5 mins

*-A variagdo de temperatura foi de 1 °C/s.
°_Na amplificagio com enzima Pfu DNA polimerase, das sequéncias que contem o Exdo 2 e Exdo 3, a
temperatura de “anneling” utilizada foi de 60°C para os dois pares de “primers”.
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Os produtos amplificados foram precipitados com 3 volumes de etanol durante 15
minutos a -20° C e centrifugados a 13.000g durante 15 minutos a frio. Ap6s decantagao
do sobrenadante, o precipitado de DNA foi seco a temperatura ambiente e ressuspenso
“over night” com 7 pl de H;O miliQ. Dos produtos centrifugados a 13000g durante 5
minutos foram recolhidos 5,5 pl do sobrenadante usados na reac¢do de adenilacao,
segundo protocolo descrito na Tabela 7. Sucedendo-se inibigdo enzimatica da Taq DNA
Polimerase com etanol, com procedimento semelhante & inibi¢do anterior,

ressuspendendo o precipitado depois de seco com 15 pl de H20 miliQ.

Tabela 7 - Condicdes de adenilacio.

Mistura reactiva

Componentes Concentracdo final  Quantidade

DNA gendmico® 5,5 ul
5x colorless GoTag® Flexi Buffer (Promega) 2 ul
dATPs (solugdo com 2 mM) 0,2 mM 1wl
MgCl, (25mM) (Promega) 1,25 mM 0,5 ul
Taq DNA Polimerase (5U/ ul) (Promega) 0,5U 1l
Volume total 10 pl

Programa de Incubacio (termociclador - PERKIN Elmer)

Numero de ciclos Temperatura ( °C) Tempo
1 70 30 mins

%.Todo o DNA resultante da amplificagdo da Pfu.

3.7.2- Clonagem

Os produtos da amplificagdo com a enzima Pfu DNA polimerase, ap6és um ciclo de
alongamento com a Taq polimerase na presenca de dATP, foram inseridos no plasmideo
pGEM®-T Easy, que contém um local de clonagem especifico para produtos de PCR
com uma adenina livre nas extremidades 3°.

A ligagdo do fragmento ao plasmideo, apos a preparacdo da reaccdo de ligacdo referida

na Tabela 8, ocorreu durante 3 hora a temperatura ambiente.
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O plasmideo pGEM"-T Easy, depois da reaccdo de ligacdo, foi inserido por choque

térmico em bactérias competentes E. Coli estirpe TOP10, tratadas com CaCl,

(Sambrook et al., 1989). Apos choque térmico, adicionou-se 800 pl de meio SOC as

bactérias transformadas e colocaram-se a incubar em estufa a 37°C, com agitacao de

250 rpm, durante 45minutos.

Tabela 8 - Componentes da mistura da reac¢do de ligagdo do fragmento ao plasmideo.

Componentes Reac¢cido  Controlo Controlo

Standard Positivo Background

Buffer de ligagao rapida 2X, T4 DNA Ligase Sul Sul Sul
pGEM"-T Easy (50ng) 1l 1 ul 1wl
Produto de PCR 3ul L L
Insert controlo de DNA o 2 ul L
T4 DNA Ligase (3U/ul) 1l 1 ul 1wl
H,0 miliQ g.b.10ul  g.b. 10l g.b. 10 wl
Volume total 10 pl 10 nl 10 pl

3.7.3- Selecc¢ao das colonias transformadas

O meio necessario ao crescimento bacteriano foi preparado com os constituintes

enumerados na Tabela 9, ajustado o pH a valor 7 (utilizando NaOH 1N ou HCI IN) e

autoclavado a 120°C durante 20 minutos.

Tabela 9 - Constituintes do meio LB ¢/ Agar necessarios a preparagdo de 100ml.

Componentes Quantidade
Trypton lgr
Yeast extract 0,5gr
NacCl lgr
H20 miliQ g.b. 100ml
Bacto Agar 1,5gr
Volume total 100ml
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Ao meio LB com agar autoclavado, apds arrefecimento até cerca dos 50°C a 60°C, foi
adicionado ampicilina a concentragdo final de 50ug/ml e distribuido por placas de Petri
em ambiente estéril (cAmara de fluxo de ar vertical). Apds a sua polimerizagao €, desta
vez, tratado com isopropil-tio-galactosido (IPTG) e 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-
galactosido (X GAL), nas quantidades referidas na Tabela 10, para facilitar a posterior

identificagdo das coldnias transformadas.

Tabela 10 - Quantitativos de IPTG e X _GAL por placa de petri.

Componentes Quantidade
IPTG 200mg/ml 12 ul
X GAL 20mg/ml 50 ul
H20 miliQ 58 ul
Volume total 120 pl

O produto de cada transformagao foi plaqueado em 2 destas placas de petri e incubado
em estufa a 37°C até aparecimento de coldnias (12 a 16 horas).

A selecgdo dos recombinantes fez-se mediante o crescimento das células bacterianas
transformadas em placas de Petri com meio LB sélido suplementado com ampicilina ao
qual o plasmideo confere resisténcia. O plasmideo, pPGEM®-T Easy, contém um gene de
resisténcia a ampicilina ¢ um fragmento LacZ (regido N-terminal do gene da f-
galactosidase) que ¢ inactivado pela presenca do insert de DNA.

As coldnias brancas de cada amostra foram repicadas para novas placas, colocadas a
crescer em estufa e guardadas em frigorifico sob a forma de esfrefago, procedimento
que resulta numa manutengao mais estavel e organizagao das coldnias transformadas.
Para verificar a presenca dos fragmentos clonados efectuaram-se PCRs, directamente
das colonias brancas, com os “primers” utilizados na amplificacdo do respectivo exao,
transferindo-se uma pequena por¢do de cada coldnia, com a ponta de um palito

esterilizado, para um tubo com os restantes constituintes da mistura reactiva para PCR
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conforme condi¢oes de amplificacdo ja referidos anteriormente. Os produtos de PCR,
apos separagdo por electroforese em gel de agarose, verificam-se quanto a presenga do

“insert” através dos tamanhos dos fragmentos encontrados.

3.7.4- Sequenciacio

De cada transformacdo foi extraido o DNA plasmidico, de seis colonias diferentes
portadoras do fragmento pretendido, segundo o protocolo de extraccdo de plasmideos
por “Lysis by Alkali” (Sambrook et al., 1989).

A concentragilo do DNA plasmidico, apdés extrac¢do, foi estimada
espectrofotometricamente e, quando necessario, diluido com H,O miliQ até 400 ng/ml.
As reacgdes de sequenciacdo foram realizadas pelo Laboratorio de Gendmica e
Melhoramento Genético (LGMG), Faculdade de Engenharia de Recursos Naturais da
Universidade do Algarve, com os “primers” universais M13.

Ap6s eliminagdo da parte da sequéncia do plasmideo (anterior e posterior as sequéncias
dos “primers” utilizados), as sequéncias de cada coldnia transformada foram alinhadas
utilizando o programa BioEdit (Hall, 1999). A confirmag¢ado da existéncia de SNP’s nas
amostras clonadas foi feita através da comparacdo com as sequéncias depositadas nas
bases de dados genémicas utilizando o programa “Basic Local Alignment Search

Tool Nucleotide” BLASTN (Altschul et al., 1997).
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3.8- TRATAMENTO DE DADOS

Para a analise descritiva da populagcdo e para o tratamento estatistico dos dados foi
utilizado o “software” Statistical Package for Social Sciences SPSS (v. 14, SPSS Inc.,
Chicago, IL).

Para avaliar a associacao entre o aparecimento de patologia oncoldgica e o sexo, idade,
existéncia de familiares com patologia oncoldgica, consumo de bebidas alcodlicas, de
tabaco e de charcutaria e os gendtipos encontrados recorreu-se ao Teste de
independéncia do Qui-quadrado, implementado no “software” ja referido, como descrito
por Maroco (2007). Consideraram-se com efeitos estatisticamente significativos aqueles
com um p-value inferior a 0,05.

Para avaliar a significancia da variaveis como sexo, idade, existéncia de familiares com
patologia oncologica, consumo de bebidas alcodlicas, de tabaco e de charcutaria sobre a
probabilidade do risco de aparecimento de patologia oncologica associada a existéncia
de um ou mais alelos portadores das variantes Leu53Leu e Leu84Phe, recorreu-se a
regressao logistica como descrita por Maroco (2007).

Em anexo apresentam-se todos os “outputs” do “software” SPSS.
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4- RESULTADOS

4.1- OBTENCAO DOS DADOS PESSOAIS

Tratando-se de um estudo de caracter experimental que implica a recolha de amostras
de sangue humano e a fim de dar resposta as questdes €ticas, este trabalho foi submetido
a Comissio de Etica para a Saude do Hospital de Faro E. P. E., da qual obteve parecer
positivo (Anexo 3).

A todos os individuos que integraram o estudo foi facultada a informagao necessaria ao
esclarecimento total sobre esta pesquisa indispensavel ao seu consentimento livre,
esclarecido e expresso.

As informagdes recolhidas de cada individuo, através de questionario anénimo, foram
introduzidas no software “Statistical Package for Social Sciences” SPSS e tratadas de
forma a caracterizar a populacdo em estudo conforme se observa na Tabela 11.

Fizeram parte deste estudo 70 individuos com patologia oncologica e 65 sem patologia
oncologica. Observou-se, através da andlise estatistica inferencial, que o aparecimento
de doencga oncoldgica, na populagdo em estudo, ¢ independente de factores como o sexo
(Xz(l) =3.501; p=0.061; n=135) e a existéncia de familiares com patologia oncologica
(Xz(l) = 0.415; p = 0.519; n = 135). Contudo, permitiu observar que factores como a
idade (X2 = 37.548; p= 0.000; n = 135), o consumo de bebidas alcoodlicas (X,
= 14.939; p = 0.001; n = 135), de tabaco (Xz(z) = 7.335; p = 0.026; n = 135) e de

charcutaria (Xz(z) =14.671; p=0.001; n= 135) influenciam o aparecimento de patologia
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oncolégica (Tabela 11).

Tabela 11 - Caracterizagdo da populagdo deste estudo. Frequéncias de distribuicdo das varidveis
seleccionadas para os individuos com patologia oncoldgica ¢ sem patologia oncologica.

Individuos com Patologia Oncolédgica - Casos Individuos sem Patologia Oncolégica - Controlo o
Varidveis (n =70) (n=65) p
n % n %
Sexo 0.061
Feminino 41 58.6 48 73.8
Masculino 29 41.4 17 26.2
Idade (anos) 0.000
<40 10 14.3 37 56.9
41a50 12 17.1 16 24.6
> 50 48 68.6 12 18.4
Familiares Onc. 0.519
Nio 14 20.0 16 24.6
Sim 56 80.0 49 75.4
Cons.Beb.Alc. 0.001
(x / semana)
0 21 30.0 25 38.5
la2 16 22.9 29 44.6
>3 33 47.1 11 16.9
Cons. Tabaco 0.026
(cigarros / dia) 40 57.1 35 53.8
1a10 6 8.6 16 24.6
~ 10 24 34.3 14 21.5
Cons.Prod.Charc. 0.001
(x / semana)
0 7 10.0 14 21.5
la2 22 31.4 34 52.3
>3 41 58.6 17 26.2

*Teste Qui-Quadrado X>. Os “outputs” encontram-se no Anexo VIIL.

4.2- RECOLHA DAS AMOSTRAS

Com o propésito de escolher o tipo de recipiente utilizado na recolha da amostra, foi
efectuado um teste prévio a importancia do anticoagulante (EDTA, Heparina/Litio,
Citrato de Sodio) na conservagdo da amostra ¢ no rendimento da extracgdo do DNA.
Verificou-se ndo existir diferencas significativas, recaindo a nossa escolha nos tubos de

colheita EDTA KE/5ml Monovette® da Sarstedt por serem os mais comuns.

O volume da amostra recolhida ndo foi igual para todos os individuos (= 5ml), devido a

problemas de acessibilidade venosa nos doentes oncologicos.
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4.3- EXTRACCAO DO DNA

Todas as amostras de DNA gendmico foram analisadas por electroforese em gel de

agarose a 1%, verificando-se inexisténcia de contaminacdo significativa por RNA

(Figura 5).

Figura S - Analise qualitativa do DNA extraido de algumas amostras.

Os resultados da quantificacdo de DNA por espectrofotometria sdo apresentados no

Anexo 4.

4.4- OBTENCAO DA SEQUENCIA DO GENE DA MGMT E PRIMERS

A sequéncia nucleotidica do RNAm da MGMT foi obtida ap6s pesquisa realizada na
base de dados do “National Center for Biotechnology Information” NCBI (http:/ncbi.
nlm.nih.gov), onde se encontra disponivel com o nimero de acesso BC000824.

O gene da MGMT ¢ formado por cinco exdes e quatro introes, o sesu RNAm contém 784
nucledtidos dos quais 53 fazem parte de regido UTR 5°, 621 codificam os 207
aminoacidos que constituem esta proteina e os restantes fazem parte da regiao UTR 3°.
Encontra-se localizado no cromossoma 10, na regido 131155456bp - 131455358bp com

o numero de acesso ao GenBank NC_000010.9.
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A sequéncia que serviu de referéncia a este estudo encontra-se na regido 2499397bp -

2799299bp do “contig” com o nimero de acesso NT 008818.15 do NCBI ( Tabela 12).

Tabela 12 - Posi¢ao dos exdes no “contig” NT 008818.15.

BC000824.1 NT_008818.15 Identidade  Tamanho
. Exao
Inicio Fim Inicio Fim (%) (bp)

1 41 2499451 2499491 100.00 41 1
42 178 2568436 2568572 100.00 137 2
179 327 2740090 2740238 100.00 149 3
328 467 2791397 2791536 100.00 140 4
468 784 2798983 2799299 100.00 317 5

Nesta sequéncia, apos termos assinalado os exdes e os polimorfismos referidos em
outros estudos, desenharam-se “primers” que flanqueiam o exao 2 (“forward” 5’-CGAC
CAGCCTCTTACCTATAC-3/*reverse” 5’-TATACAGGATCACGTGGGCTC-3") e o
exdo 3 (“forward” 5’-GCCACAGGTGTTTGCCCG-3’/“reverse” 5’-CTGTGATGTCA
GCGATCG-3), originando, respectivamente, fragmentos de 216bp e 320bp.

Os “primers” foram desenhados atendendo ao contetido de citosinas e guaninas
([150%). A sua viabilidade foi verificada recorrendo-se ao programa “FastPCR” V.
4.0.27 (Kalendar, 2006) onde se analisou a possibilidade de formacdo de “hairpins”, de

auto-hibrida¢@o ou hibridacdo entre os “primers”.

4.5- OPTIMIZACAO DOS PROTOCOLOS DE PCR

Com a finalidade de adoptar procedimentos que garantissem especificidade e boa
quantidade e qualidade dos produtos de PCR, realizou-se um teste prévio com diferentes
quantidades de DNA gendmico a utilizar por reaccdo, em trés termocicladores

diferentes.
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Observou-se que a utilizagdo de 20 ng de DNA genomico em 15ul de mistura reactiva
permitia obter um bom produto. O termociclador GeneAmp PCR System 2400
(PERKIN ELMER, USA) originava amplificagdes mais especificas tendo-se decidido
utilizar o mesmo termociclador nas analises subsequentes.

Em cada reaccao de amplificagdo, a temperatura de “annealing” foi optimizada, no

sentido de obter elevada especificidade na ligacdo dos “primers” e boa qualidade do

produto de PCR (Figura 6).

Figura 6 - Comparagio da amplificacdo do fragmento contendo o Ex8o 2 a varias temperaturas: (a) 60°C
e (b) 65°C.

Nos estudos subsequentes, para a amplificacdo de ambos os exdes, adoptou-se a

temperatura de “anneling” de 65°C.

4.6- EXAO 2

4.6.1- Pesquisa do Polimorfismo G2568535A (Glu30Lys)

No exao 2, até ao momento, foi descrito um tnico polimorfismo que origina a transi¢ao
da guanina 2568535 para adenina no aminoacido 30 alterando a tradu¢ao aminoacidica

de acido glutamico para lisina (Glu30Lys) (Margison €t al., 2003; Chac €t al., 2006).
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Como ndo sdo conhecidos resultados sobre a estrutura genética da MGMT em
populacdes nacionais, iniciou-se o estudo pela pesquisa deste polimorfismo SNP
“Single Nucleotide Polymorphism” nos individuos que constituiram a amostra. Para

isso, recorreu-se ao programa NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php)

na prespectiva de encontrar enzimas que cortassem diferencialmente a sequéncia
selvagem da sequéncia mutada. Contudo, verificou-se nao existirem enzimas de

restricdo com accao diferencial neste local (Figura 7).

a)
"-Es-tﬁF']
Mo I
ALwHI
HpuCH4W
5 ... GTTGTGAGCAGGGTCTGCAC/GAAATAAAGC TCCTGGGCAAG ... 37
k1 [ k1o ] H2 [ k30 [ ka0
3 ... CAACACTCGTCCCAGACGTGCTTTATILICGAGGACCCGTTC ... 5
Mwol HpuCHYY Alul Bsall
BssIMI CwikI-1 #PspGl
BstAPT Setl wBssKI
AlwNI #StubdT
BstNT
#ScrF 1
CwiKI-1
alul
#StuDd I
BssIHI BssKI
b) BstAPI #PspGI
Mo I Bsall
ALWMI #ScrFl
HpuCH4Y BstNI
5 . .. GTTGTGAGCAGGGTCTGCACAARAATAARAGCTCCTGGGCAAG ... 3
k1 1 k1o ] H2 [ F30 [ ka0
3 ... CAARCACTCGTCCCAGACGTGTTTTATLICGAGGACCCGTTC ... 5
Hwo I HpuCH4Y Alul
BssIHI CwikI-1
BstAPT et ]
ALWMI

Figura 7 - Pesquisa de enzimas de restricdo que cortem diferencialmente a sequéncia selvagem e a
sequencia mutada do Ex&o 2. (a) Enzimas que cortam a sequéncia selvagem do Exdo 2. (b) Enzimas que
cortam a sequéncia do Exdo 2 com polimorfismo. O rectangulo vermelho identifica o local do SNP
G2568535A.

Afastada a hipotese da utilizacdo de enzima de restricdo, o passo seguinte na pesquisa
do polimorfismo referido, foi a utilizagdo de “primers” que especificamente
amplificassem a sequéncia selvagem ou a sequéncia mutada. Com essa finalidade foram
desenhados e sintetizados dois “primers”: E2 RvSelv 5’-CTTGCCCAGGAGCT

TTATTTC-3’ ¢ E2 RvPol 5’-CTTGCCCAGGAGCTTTATTTT-3’, diferindo no tltimo

4- Resultados 47



Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da 0°-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e nio pacientes do foro oncoldgico

nucledtido 3’ de citosina para timina, que juntamente com o “primer’ E2 Fw
amplificam, respectivamente, a sequéncia selvagem e a sequéncia mutada.

A amplificacdo prévia de algumas amostras a temperatura de “anneling” de 65 e 68°C,
demonstrou que a primeira temperatura permite obter um bom produto de amplificagdo
com o par de “primers” E2 Fw/E2 RvSelv, enquanto que com o par de “primers”
E2 Fw/E2 RvPol esse produto praticamente ndo existe € nos casos em que existe €
minimo. A temperatura de 68°C o produto da amplificagio com o par de “primers”
E2 Fw/E2 RvSelv decresce em algumas amostras comparativamente com o obtido a
65°C (Figura 8). Tendo em conta o observado, optou-se por amplificar todas as

amostras com os dois pares de “primers” a 65°C.

Figura 8 - Teste & temperatura de “anneling” a ser utilizada na amplificagdo de pesquisa do
polimorfismo G2568535A. As amostras 58, 59 e 96 foram amplificadas com os dois pares de “primers” a
65°C e 68°C e corridas em gel de agarose a 1,5% lado a lado. Note-se a existéncia de um bom produto de
amplificagdo nas amostras 58, 56 e 96 a temperatura de “anneling” 65°C com o par de “primers”
E2 Fw/E2 RvSelv mas com o par de “primers”’E2 Fw/E2 RvPol ndo existe amplificacdo das amostras
58 € 59, s6 a amostra 96 apresenta uma amplificagdo minima. Marcador molecular 100bp (M).

O produto da amplificacdo de todas as amostras foi submetido a electroforese em gel de
agarose a 1,5%, colocando no mesmo alvéolo, com um desfasamento de 45 minutos,
primeiro o produto da amplificagdo com o par de “primers” E2_ Fw/E2 RvPol e depois
o produto da amplificacdo com o par de “primers” E2_Fw/E2 RvSelv.

Apos decorrida a electroforese, observou-se que em todas as amostras a amplificagdo

com o par de “primers” E2 Fw/E2 RvSelv resultou numa banda electroforética muito
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forte. Por outo lado, na larga maioria das amostras a amplificagdo com o par de
“primers” E2 Fw/E2 RvPol ndo resultou em qualquer produto visivel, excepto em
alguns casos (11, 44, 77, 96) em que foi possivel observar produtos de amplificagdo
ainda que muito ténues.

Com o objectivo de eliminar a duvida quanto a presenca deste polimorfismo nas
situacdes em que se obtem alguma amplificacdo com o par de “primers”
E2 Fw/E2 RvPol, foram clonados e sequenciados os fragmentos contendo o exdo 2 das
amostras 11, 44, 57, 72, 77, 96 e 113. As amostras 11 e 44 foram escolhidas porque
amplificam duas bandas com os dois pares de “primers”, as amostras 77 ¢ 96 porque,
apesar de ténue, apresentam amplificagdo com o par de “primres” E2 Fw/E2 RvPol e

as restantes para servir de controlo aos proprios “primers” (Figura 9).

M1 11 44 77 96 57 72 113 M2

500

Figura 9 - Produtos da amplificagdo com o “primer” E2 RvPol e com o “primer” E2 RvSelv das
amostras a sequenciar. Electroforese em gel de agarose 1,5% em que 1° foram colocados os produtos das
amplificagdes com o par de “primers” E2_Fw/E2_RvPol e passados 45minutos, nos mesmos alvéolos, os
produtos das amplificagdes com o par de “primers” E2 Fw/E2 RvSelv. Marcador molecular (M,)
utilizado na marcagao da amplificagdo com o par de “primers” E2 Fw/E2 RvPol ¢ o (M) utilizado na
marcacdo da amplificac@o com o par de “primers” E2 Fw/E2 RvSelv, os dois de 100bp.

Para proceder a clonagem das amostras a sequenciar, o fragmento correspondente ao
exdo 2 foi amplificado por PCR com o auxilio da enzima Pfu DNA polimerase, por ser
uma enzima dotada de actividade exonuclease 3’- 5°, aumentando a fidelidade na
sintese do DNA quando comparada com a Taq DNA polimerase.

Os produtos da amplificagdo com Pfu DNA polimerase foram inseridos no plasmideo

pGEM®-T Easy. Como este plasmideo contém um local de ligacdo especifico para
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produtos de PCR com uma adenina livre nas extremidades 3’ houve a necessidade de
submeter os produtos das amostras a clonar, amplificados com Pfu DNA polimerase, a
um ciclo de alongamento com Tagq DNA polimerase na presenga de dATP’s antes da
etapa de ligagdo ao plasmideo pPGEM®-T Easy.

Apoés a reaccdo de ligagdo, os plasmideos foram inseridos por choque térmico em
bactérias competentes E. Coli estirpe TOP10. Estas foram colocadas a crescer em placas
de petri com meio LB s6lido suplementado com ampicilina, a qual o plasmideo em uso
confere resisténcia, tratadas com IPTG, indutor do gene da [B-galactosidase, e com
X GAL que da origem ao pigmento azulado das bactérias ndo transformadas.

A seleccao das coldnias transformadas realizou-se através da cor branca evidenciada
pela colonia.

Como forma de comprovar a presenga dos fragmentos clonados pretendidos, efectuou-
se PCR directamente com as colonias brancas utilizando o par de “primers”
E2 Fw/E2 Rv.

De cada transformacao (amostra) foi extraido DNA plasmidico de 6 coldnias portadoras
do fragmento pretendido, segundo o protocolo de extraccdo de plasmideos por “Lysis
by Alkali” (Sambrook et al., 1989).

As reaccdes de sequenciagdo foram realizadas no Laboratério de Gendmica e
Melhoramento Genético (LGMG), Faculdade de Engenharia de Recursos Naturais da
Universidade do Algarve, com os “primers” universais M13.

A sequéncia de cada colodnia transformada foi alinhada, utilizando o programa BioEdit
“Sequence Alignment Editor” (Hall, 1999), e comparada com a sequéncia depositada
nas bases de dados gendmicas utilizando o programa BLASTN “Basic Local Alignment

Search Tool Nucleotide” (Altschul et al., 1997).
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Em nenhuma das sequéncias analisadas, das sete amostras sequenciadas (11, 44, 57, 72,
77, 96 e 113), foi detectado o polimorfismo G2568535A, pelo que se concluiu que este

polimorfismo ndo tem existéncia estatistica na populagdo em estudo.

4.6.2- Pesquisa de novos Polimorfismos

Com o objectivo de pesquisar a existéncia de outros polimorfismos, os fragmentos
(216bp) contendo o exdo 2 de todas as amostras foram analisados por SSCP’s (“Single
Sequence Conformational Polymorphisms™) em géis de poliacrilamida, método de
analise que se baseia na diferente mobilidade das sequéncias nucleotidicas de cadeia
unica, que adoptam conformagdes diferentes perante a alteragdo de um tnico nucleétido
(Orita et al., 1989).

Apos ensaio de algumas variantes da técnica SSCP’s, verificou-se que a observacao das
bandas de DNA melhorava quando as sequéncias eram desnaturadas a 95°C e corridas
em gel de poliacrilamida Long Range® a 10% a frio (4-8°C). Contudo, ao iniciar a
pesquisa de possiveis polimorfismos em algumas das amostras nesta regido do gene da
MGMT, denotou-se a existéncia de monomorfismo.

Como teste ao método de analise escolhido, utilizou-se amostras (com 216bp)
previamente sequenciadas e com um polimorfismo introduzido, por erro de
amplificacdo com a Taq DNA polimerase, demonstrando eficacia do método, conforme

¢ visivel na Figura 10.

Figura 10 - Teste a eficacia dos SSCP’s com duas sequéncia de 216bp contendo um tnico nucledtido de
diferenca entre elas.
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No entanto, a analise de todas as amostras, ao fragmento correspondente ao exao 2,

demonstrou a existéncia de um padrdo molecular monomorfico (Figura 11).

f/

g

Figura 11 - SSCP’s de algumas das amostras ao fragmento do Exdo 2. Note-se 0 monomorfismo dos
padrdes.

Os resultados obtidos pelos dois métodos de andlise indicam que esta populacdo, no
fragmento que contém o exdo 2 da MGMT, nao apresenta o polimorfismo G2568535A
referido por Margison et al. (2003) e Chae et al. (2006) com uma frequéncia alélica de

0,04 (ver Capitulo n° 2.8.1) nem, aparentemente, qualquer outro polimorfismo.

4.7- EXAO 3

No exdo 3 foi referida na literatura, como presente em varias populacdes japonesa,
sueca, chinesa e coreana, uma mutagdo silenciosa Leu53Leu que surge da transi¢ao
C2740123T (Otsuka et al., 1996; Egyhazi et al., 2002; Ma et al., 2003; Margison €t al.,
2005; Li et al., 2005; Chae et al., 2006). Outras duas mutagoes, a G2740159C ¢ a
C2740214T que conduzem, respectivamente, a substitui¢do de aminoédcido Trp65Cys,
encontrada na popula¢do Japonesa por Otsuka (1996), e Leu84Phe, considerada a
variante mais frequente sem distin¢do de raca, ja foram alvo de estudo de variadissimos
autores (Otsuka et al., 1996; Egyhazi et al., 2002; Inoue et al., 2003 Ma et al., 2003;
Krzesniak et al., 2004; Shen et al., 2005; Jiao et al., 2006; Huang et al., 2005; Li et al.,
2005; Ritchey et al., 2005; Shen et al., 2005; Chae et al., 2006; Han et al., 2006;

Moreno €t al., 2006; Tranah et al., 2006).
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Li et al. (2005) analisaram a presenca dos polimorfismos C2740123T-Leu53Leu
C2740214T-Leu84Phe do exdo 3 por restricdio das enzimas Hpyl88l e Earl,
respectivamente. Chae et al. (2006) utilizaram na pesquisa dos mesmos polimorfismos
as enzimas Tagl e Hinfl.

Neste estudo, iniciou-se por averiguar, em todas as amostras, a existéncia dos
polimorfismos ja referidos noutras populagdes e posteriormente a possivel presenca de
novas mutagoes.

Na sequéncia nucleotidica referente ao exdo 3 desta populagdo foram detectadas duas
variantes com transi¢do de C>T, a C2740214T que conduz a alteracdo de aminoacido

Leu84Phe e a C2740123T silenciosa, Leu53Leu.

4.7.1- Polimorfismo C2740123T-Leu53Leu

No exdo 3 a mutagdo silenciosa C2740123T-Leu53Leu, foi descrita por variados grupos
de investigacdo (Otsuka et al., 1996; Egyhazi et al., 2002; Ma et al., 2003; Margison et
al., 2005; Li et al., 2005; Chae et al., 2006).

Egyhazi et al. (2002) obtiveram como frequéncia alélica de aparecimento deste
polimorfimo 0,096 no grupo de caso e 0,125 no grupo de controlo, numa populacao
sueca em que foram analisados 89 doentes com melanoma e 76 dadores de sangue.

Li et al. (2005) ao analisarem 167 pacientes com cancro da bexiga e 204 individuos sem
cancro, do sul da China, concluiram que a simples existéncia deste polimorfismo
associado ao Leu84Phe ndo ¢ significante no risco de aparecimento do cancro da

bexiga.
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Chae et al. (2006) referem nao existir associacdo entre os polimorfismos Leu53Leu e
Leu84Phe e o risco de aparecimento de cancro do pulmido, quando estudaram 432
individuos com cancro do pulmao e 432 individuos de controlo da populagdo coreana.
Com o objectivo de identificar este polimorfismo na populacdo em estudo, a
semelhanca do realizado na pesquisa de alteracdes no fragmento do exdo 2 das
amostras, fez-se uma procura das possiveis enzimas de restricdo que cortassem
diferencialmente a sequéncia selvagem e a sequéncia mutada.

Esta analise demonstrou que a enzima Hpy188l (5. TCN{YGA...3"), que gera dois
cortes na sequéncia selvagem passa a originar um corte quando o polimorfismo

C2740123T-Leu53Leu se encontra presente (tabela 13).

Tabela 13 - Fragmentos originados pela enzima de restricio Hpy188l (5°..TCNVGA...3’) na sequéncia
correspondente ao Exao 3 (320bp).

SEQUENCIA SELVAGEM SEQUENCIA C/ A MUTACAO (C2740123T)
46 bp
Corta2x 3 9%0b Cortalx = 46 bp
Fragmentos originados P Fragmentos originados 274 b
184 bp 74p

Com a enzima Hpy188l, na analise do polimorfismo C2740123T-Leu53Leu, verificou-

se perda de um local de corte no fragmento em estudo de algumas das amostras, como ¢

visivel na Figura 12.

Figura 12 - Corte da sequéncia do Ex303 com a enzima Hpy188l. As amostras 1 e 2 sdo, aparentemente,
heterozigoéticas para o polimorfismo C2740123T-LeuS3Leu e as amostras 3 e 4 selvagens. Marcador
molecular 100bp (M).
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Os resultados da restricdo pela Hpy188l suscitaram, principalmente, duas duvidas. A
primeira ¢ a possibilidade de aparecimento de um fragmento de 274bp tanto, nas
amostras detentoras de sequéncia polimdrfica, como era de esperar, como nas detentoras
de sequéncia selvagem, caso haja problemas no corte. A segunda, inerente a leitura das
bandas, prende-se com a dificuldade no reconhecimento da homozigotia ou
heterozigotia dos alelos nos individuos polimorficos. Contudo, pode-se concluir que o
aparecimento do fragmento de 184bp significa a existéncia de, pelo menos, um alelo
selvagem. Partindo deste pressuposto, podemos formar trés grupos de amostras: as que
apresentaram por electroforese s6 a banda de 184bp, ou seja, aparentemente, com o0s
dois alelos selvagens; as que apresentaram uma banda nos 184bp e outra nos 274bp
(184+90bp), neste caso, podemos afirmar a existéncia de, pelo menos, um alelo
selvagem, uma vez que poderemos estar perante amostras heterozigdticas ou
simplesmente com problemas efectivos de corte enzimatico; e as amostras que
apresentaram s6 uma banda nos 274bp, que, imediatamente, nos levava a pensar que
estariamos perante amostras homozigoticas para esta mutacdo mas, no entanto, também,

podemos estar perante ineficacia da enzima (Tabela 14).

Tabela 14 - Resultados da observacéo do corte das 135 amostras pela enzima Hpy188I .

1 Gruper 13,14, 15,118, 19, 26, 27,29, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 79, 80, 94, 95, 97, 98, 99,
105, 113, 119, 126, 127, 130, 132, 140, 141.

1,2,3,4,5,6,7,8, 10, 11, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,

37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 51, 52, 53, 54, 56, 57, 58, 59, 61, 62, 63, 64, 67,

2°Grupo” 68,69, 70,71, 72,73, 74,76, 77, 78, 81, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 96, 101,

102, 103, 104, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 114, 115, 116, 117, 118, 120, 122, 123,

125, 131, 142, 143, 144, 145.

3° Grupo® 12, 66, 75, 82, 100, 106, 124, 128.

?Amostras com os 2 alelos selvagens.
® Amostras com pelo menos 1 alelo selvagen.
‘Amostras sem alelos selvagens ou falta de corte enzimatico.
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Dado existirem dificuldades na clarificacdo dos resultados obtidos pela restricdo com a
enzima Hpyl88l, uma nova estratégia foi implementada no sentido de confirmar e
detectar este polimorfismo. Esta estratégia baseou-se na utilizacdo de “primers”
desenhados com a particularidade de além de terem alterado o Gltimo nucleétido, que
distingue as amostras mutadas das selvagens, tém também alterado outro nucleétido na
regido terminal 3°, enfraquecendo a ligagdo dos “primers” as sequéncias das amostras.
Desta forma, as amostras selvagens serdo mais facilmente amplificadas com o par de
“primers” E3 53FwSelv 5’-CCCCGCTGCGGTACTC-3’/E3_Rv e as mutadas serdo
mais facilmente amplificadas com o par de E3 53FwPol 5’-CCCCGCTGCGGTACTT-
3’/E3_Rv, tornando-se praticamente impossivel a amplificagdo das mesmas na situagao
contraria.

A deteccdo do polimorfismo C2740123T-LeuS3Leu realizou-se pela amplifica¢do, por
PCR, de todas as 135 amostras com os pares de “primers” E3 53FwSelv/E3 Rv e
E3 53FwPol/E3_Rv. Esta técnica demonstrou eficdcia na detec¢do do polimorfismo

C2740123T-Leu53Leu (Figura 13).

E3 53FwSelv/E3 Rv E3 53FwPol/E3 Rv
M 1 2 3 4 1 2 3 4

500

Figura 13 - Amplificacdo com o par de “primers” E3 53FwSelv/E3 Rv e ao seu lado as mesmas
amostras amplificadas com o par de “primers” E3 53FwPol/E3 Rv. As amostras 1 e 2 sdo
heterozigoéticas para o polimorfismo C2740123T-Leu53Leu e as amostras 3 e 4 sdo aparentemente
selvagens. Marcador molecular 100bp (M).

Apoés andlise dos resultados obtidos por este método, concluiu-se que amostras

amplificadas pelo par de “primers” E3_53FwSelv/E3 Rv (todas amplificaram menos a

amostra 75) s3o aparentes portadoras de pelo menos um alelo selvagem e as
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amplificadas pelo par de “primers” E3 53FwPol/E3 Rv (1, 2, 10, 12, 28, 35, 39, 45, 51,
52, 66, 67, 75, 82, 84, 100, 106, 124, 125, 128 e 141) sdo aparentes portadoras, de pelo
menos um alelo mutado, logo as amplificadas pelos dois pares de “primers”, com
produtos de amplificacdo idénticos, sdo aparentemente heterozigéticas para esta

mutacao.

4.7.2- Polimorfismo G2740159C-Trp65Cys

O segundo polimorfismo no exao 3, referido na literatura, ¢ o G2740159C, que conduz
a substituicdo do aminodcido 65 de triptofano (Trp) para cisteina (Cys), so referido por
Otsuka et al. (1996) na populagdo japonesa com uma frequéncia de aparecimento desta
variante por alelo de 0,002 (Chae et al., 2006).

Com a finalidade de procurar este polimorfismo na populagdo em estudo, a semelhanca
do anterior, os resultados da pesquisa realizada com o programa NebCutter revelaram a
existéncia da enzima BStAPI (5°...GCANNNNINTGC...3’) que corta a sequéncia com o

polimorfismo G2740159C-Trp65Cys e nao corta a sequéncia selvagem (Tabela 15).

Tabela 15 - Fragmentos originados pela enzima de restrigio BStAPI (5°...GCANNNNINTGC...3’) na
sequéncia correspondente ao Exdo 3 (320bp).

SEQUENCIA SELVAGEM SEQUENCIA C/ A MUTACAO (G2740159C)
N3do corta ¥ Corte 1 x ¥ 167 bp
Fragmento originado 320 bp Fragmentos originados 1531
p

A pesquisa do polimorfismo G2740159C-Trp65Cys iniciou-se pelo teste prévio a
capacidade de corte da enzima BSIAPI, uma vez que esta ndo corta a sequéncia

selvagem e este polimorfismo aparece descrito com muito baixa frequéncia alélica
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(0,002) (Otsuka et al., 1996). Para isso utilizou-se um fragmento de DNA de sequéncia

conhecida de outra espécie, em que a enzima BStAPI cortava formando 2 fragmentos

(Figura 14).

Figura 14 - Teste a capacidade de corte da enzima BStAPI. Fragmento de controlo antes da digestdo (A)
e fragmento cortado com BStAPI (B). Marcador molecular 100bp (M).

Desta forma, a hipotese da enzima ter a sua actividade alterada foi excluida. No entanto,
apos todas as amostras terem sido incubadas com a BStAPI, observou-se que em todas
elas a enzima ndo executou corte algum, resultados que nos levaram a concluir a

inexisténcia deste SNP na populagao em estudo (Figura 15).

Figura 15 - Digestdo do fragmento (320bp) amplificado contendo o Ex@o 3 de algumas amostras pela
enzima BStAPI. Note-se a auséncia de qualquer corte. Marcador molecular 100bp (M).

4.7.3- Pesquisa do Polimorfismo C2740214T-Leu84Phe

No exdo 3 o polimorfismo C2740214T que conduz a substitui¢do do aminodcido
Leu84Phe foi identificado ha mais de uma década e tem sido objecto de muitos estudos
(Otsuka et al., 1996; Egyhazi et al., 2002; Inoue et al., 2003 Ma et al., 2003; Krzesniak
et al., 2004; Shen et al., 2005; Jiao et al., 2006; Huang et al., 2005; Li et al., 2005;
Ritchey et al., 2005; Shen et al., 2005; Chae et al., 2006; Han et al., 2006; Moreno et

al., 2006; Tranah et al., 2006).
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Egyhazi et al. (2002) obtiveram como frequéncia alélica de aparecimento deste
polimorfimo 0,112 no grupo de caso e 0,145 no grupo de controlo, numa populacao
sueca em que foram analisados 89 doentes com melanoma e 76 dadores de sangue.

Com o objectivo de identificar este polimorfismo na populacdo em estudo, a
semelhanca dos anteriores, fez-se uma pesquisa, empregando o programa NebCutter,
das enzimas de restricdo que cortem diferencialmente a sequéncia selvagem da mutada.
A enzima de restri¢do Sapl (5°...GCTCTTC(N)+...3”) foi identificada como cortando

uma vez a sequéncia selvagem e nao cortando a sequéncia mutada (Tabela 16).

Tabela 16 - Fragmentos originados pela enzima de restrigio Sapl (5°...GCTCTTC(N)4...3’) na
sequéncia correspondente ao Exao 3 (320bp).

SEQUENCIA SELVAGEM SEQUENCIA C/ A MUTACAQ (C2740214T)

Corta 1 x ¥ 230 bp Nao corta ¥

Fragmentos originados 90 bp

Fragmento originado 320 bp

Apos a afericao do quantitativo de enzima, de mistura reactiva e do tempo necessario ao
corte efectivo da sequéncia a analisar, iniciou-se o corte das amostras amplificadas com
o par de “primers” E3 Fw/E3 Ruv.

Com a enzima Sapl, na andlise do polimorfismo C2740214T-Leu84Phe, verificou-se
que existe perda do local de corte no fragmento em estudo em algumas das amostras,

como ¢ visivel na Figura 16.

Figura 16 - Corte com a enzima de restri¢do Sapl da sequéncia do Exa03 de duas amostras. As amostras
1 e 2 sdo aparentemente heterozigodticas para o polimorfismo C2740214T-Leu84Phe e a amostra 3
selvagem. Marcador molecular 100bp (M).
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Os resultados obtidos da restri¢do pela Sapl, a semelhanca da Hpy188l, demonstraram
ser dificil distinguir homozigotia de heterozigotia dos alelos nos individuos
polimorficos e dificuldade em distinguir corte incompleto de situagdo de heterozigose, o
que obriga a repeticdes sucessivas da andlise e a consequente perda de tempo, gastos
excessivos de recursos humanos e materiais. Contudo, sempre que uma amostra
apresente o fragmento de 230bp, pode concluir-se a existéncia de um alelo selvagem, o
que aconteceu com todas as amostras excepto as representadas pelos ntimeros 1, 2, 12,
23,31, 32,51, 75, 82, 100, 106, 124, 125 e 128.

Dado existirem dificuldades em obter resultados claros com a utilizagdo da enzima de
restricdo Sapl, uma nova estratégia foi implementada no sentido de confirmar e detectar
este polimorfismo. Esta estratégia baseou-se na utiliza¢do de “primers” desenhados com
a particularidade de conterem alterado, além do Gltimo nucledtido da regido terminal 3’
que distingue as sequéncias mutadas das selvagens, um outro nucledtido, também da
regido 3’°, com a finalidade de enfraquecer possiveis ligacdes inespecificas, facilitando,
desta forma, a detec¢do do polimorfismo C2740214T-Leu84Phe, uma vez que o par de
“primers” E3_Fw/E3_84RvSelv 5’-GGAAAACGGGATGGTCAAG’-3 estd mais apto a
amplificar alelos selvagens e o par de “primers” E3_Fw/E3 84RvPol 5’-GGAAAACG
GGATGGTCAAA-3’/E3_Rv a amplificar alelos com esta mutagao.

A amplificagdo com estes pares de “primers” originou o aparecimento de muitas bandas
inespecificas surgindo, em alguns casos, dificuldade em distinguir as amostras
detentoras de sequéncia selvagem ou mutada com a variante C2740214T-Leu84Phe
(Figura 17).

No entanto, pode concluir-se que as amostras amplificadas pelo par de “primers”
E3 Fw/E3 84RvSelv (todas, a excepgao da 75, 82 e 128 que apresentam amplificagdes

mais fracas) sdo, aparentemente, portadoras de pelo menos um alelo selvagem e as
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amplificadas pelo par de “primers” E3 _Fw/E3 84RvPol (1, 2, 10, 12, 22, 23, 31, 32, 35,
45, 51, 82, 84, 100, 103 e 124) sao portadoras, aparentes, de pelo menos um alelo

mutado.

E3 Fw/E3 84RvSelv E3 Fw/E3 84RvPol
M 1 2 3 4 1 2 3 4

500

A

Figura 17 - Amplificacdo com o par de “primers” E3_Fw/E3 84RvSelv (fragmento de 244bp) ¢ ao seu
lado as mesmas amostras amplificadas com o par de “primers” E3 Fw/E3 84RvPol (fragmento de
244bp). As amostras 1, 2 sdo aparentemente heterozigoticas para o polimorfismo C2740214T-Leu84Phe e
as amostras 3 e 4 selvagens. Marcador molecular 100bp (M).

\

Com a finalidade de excluir algumas duvidas, quanto a existéncia da variante
C2740214T-Leu84Phe, reformulou-se o desenho dos “primers” com a particularidade
de terem o ultimo e antepenultimo nucleoétido da regido 3’ alterados Exdao3 84RvSelvl
5’-GAAAACGGGATGGTGTAG-3’ e Exao3 84RvPoll 5’-GAAAACGGGATGGTG
TAA-3’, por forma a aumentar a sua especificificidade. Contudo, ndo se conseguiu um

melhor desempenho destes “primers”, levando ao abandono desta técnica.

4.7.4- Pesquisa de novos Polimorfismos

Egyhazi et al. (2002) executaram a procura de polimorfismos no gene da MGMT
empregando a técnica SSCP’s em gel ndo desnaturante de poliacrilamida. De cada
amostra amplificaram as regides a analisar, destas as que originavam produtos de

amplificacdo maiores foram cortados por enzimas antes de serem submetidos a
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electroforese em gel de poliacrilamida. Por fim, confirmaram os resultados por
sequenciagao.

Tranah et al. (2006) utilizaram a sequenciagdo como método de deteccdo dos
polimorfismos Leu84Leu e Ile143Val.

Neste estudo, o fragmento de 320bp de todas as amostras, referente ao exdao 3, foi
analisado por SSCP’s em géis de poliacrilamida Long Range®, na expectativa de
encontrar outros polimorfismos na populagdo em estudo. Os géis de poliacrilamida,
como possuem um alto poder de resolu¢do, permitem a distingdo de fragmentos com um
unico nucledtido alterado o que favorece a deteccdo rapida de polimorfismos num
determinado fragmento (Orita et al., 1989).

A obtencdo de géis de poliacrilamida com fiabilidade, em termos de comparagdo de
padroes, depende de variadissimos factores ajustados a cada situacdo, por este motivo
surgiu a necessidade de uma vasta pesquisa aos protocolos existentes. Assim, testes
multiplos aos procedimentos e componentes como glicerol no gel, desnaturacdo das
amostras com formamida, hidroxido de sédio ou sob aquecimento, o tempo de corrida
das amostras no gel e a quantidade de amostra utilizada, deram origem ao protocolo
descrito nos materiais € métodos (Capitulo 3.6.2).

Apoés a andlise de todas as amostras por SSCP’s observou-se a existéncia de padrdes

moleculares distintos entre elas (Figura 18).

Figura 18 - Padrdes moleculares encontrados apds pesquisa por SSCP’s ao fragmento do Exdo 3 em
todas as amostras. Note-se a amostra 82 é igual a 128, a 33 igual 441 e a 51 igual a 90.
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As amostras com padrdo electroforético semelhante, depois de comparadas entre si e
reconfirmadas, foram associadas em grupos. De cada grupo foram selecionadas algumas
amostras para clonar e sequenciar.

As amostras a sequenciar (1, 2, 5, 10, 12, 25, 26, 30, 31, 32, 35, 39, 44, 51, 60, 66, 74,
75, 80, 82, 84, 90, 91, 95, 101, 103, 110, 115, 120, 124, 128 e 131 e 143) foram
aplicados os mesmos procedimentos utilizados na sequenciacao do exao 2.

De cada amostra foi sequenciado o DNA plasmidico da extracdo de seis colonias,
reduzindo para 0,0156 a probabilidade de estando presente um polimorfismo este ndo
ser identificado.

As reacgdes de sequenciacdo foram realizadas pelo Laboratorio de Gendémica e
Melhoramento Genético (LGMG), Faculdade de Engenharia de Recursos Naturais da
Universidade do Algarve, com os “primers” universais M13.

Ap6s eliminacao da parte da sequéncia do plasmideo (anterior e posterior as sequéncias
dos “primers” que utilizamos), as sequéncias de cada coldnia transformada foram
alinhadas utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor V. 7.0.0 e
comparadas com as sequéncias depositadas nas bases de dados gendmicas utilizando o
programa BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide).

A sequenciagdo comprovou presenga de uma citosina na posi¢do 2740123 na vez de
timina nas amostras 1, 2, 10, 12, 30, 31, 32, 35, 39, 51, 84, 90, 103 e 124 num dos alelos
e nos dois alelos nas amostras 75, 82 e 128 (Figura 19).

Apds comparagdo dos padroes electroforético das amostras sequenciadas, que
apresentaram esta alteracdo num dos alelos ou nos dois alelos, com as restantes
amostras, assim como tendo em conta os resultados obtidos pelos outros dois métodos

utilizados, podemos sugerir a existéncia deste polimorfismo em homozigotia nas
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amostras 75, 82 e 128 e a sua existéncia em heterozigotia nas amostras 1, 2, 10, 12, 22,

23, 28, 30, 31, 32, 35, 39, 45, 51, 52, 66, 67, 68, 84, 90, 92, 96, 100, 103, 106, 124, 125.

a)GGC TCC GG ACC TCC@AGA ACC GC AGC GGGG

Ve NW I “WMMM

b)GGCTCCGG CCTCC@ WG AACCGCAGC GGGG

ALY "VMMWM

Figura 19 - Aspecto parcial do grafico da sequenciacdo do fragmento do exdo 3 na posicdo

complementar reversa da original. (a) A variante polimorfica CTT-53Leu. (b) A sequéncia selvagem
CTC-Leu53.

O polimorfismo C2740214T-Leu84Phe foi identificado, por sequenciagdo, nos mesmos

alelos das amostras em que estava presente o polimorfismo C2740123T-Leu53Leu

(Figura 20).

A WAC GGG ATGGT GAA @AGCC GGC ACGGGG

mmw

',.—-.ACGGG —“TGGTG¢‘4 AGCCGGCACGGGG

WMMMNWMMMMM

Figura 20 - Aspecto parcial do grafico da sequenciagio do fragmento do exdo 3 na posigdo

complementar reversa da original. (a) A variante polimorfica TTT-84Phe. (b) A sequéncia selvagem
CTT-Leu84.

a)

Amostras de padrao molecular semelhante, em géis de poliacrilamida, correspondem a
sequéncias de DNA idénticas. Portanto, depois de todas as amostras terem sido
analisadas pelos outros dois métodos de pesquisa anteriores, foram, também, agrupadas

por semelhanca de padrdo electroforético com as amostras sequenciadas.
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Mais de 10 % das amostras foram seleccionadas e repetidas as sequenciagdes € 0s
resultados foram 100 % concordantes.

A sequenciag@o do ex@o 3 da MGMT em multiplos individuos permitiu identificar dois
halotipos (C2740123-Leu53; C2740214-Leu84) e (T2740123-Leu53; T2740214-
Phe84). Nao foram identificados os halotipos (C2740123-Leu53; T2740214-Phe84) e
(T2740123-Leu53; C2740214-Leu84), tendo-se verificado 100% de ligagdo genética

entre os dois polimorfismos.

4.8- POLIMORFISMOS IDENTIFICADOS

Os métodos de analise molecular utilizados permitiram identificar em 135 amostras (70
oncologicas e 65 nao oncologicas) duas variantes polimorficas, C2740123T (LeuS3Leu)
e a C2740214T (Leu84Phe), das quatro ja descritas na literatura. Estes polimorfismos
foram observados, nesta populagdo, sempre em ligacdo genética, e apresentando uma
frequéncia alélica de 12%. Nos 270 alelos investigados ndo foram detectadas, por
nenhum dos métodos utilizados, a variante G2568535A (Glu30Lys) nem a variante
G2740159C (Trp65Cys) encontradas com pequeno significado noutras populacdes

(Tabela 17).

Tabela 17 - Variantes da MGMT conhecidas nos humanos no exdo 2 ¢ 3. Comparagdo da frequéncia
alélica encontrada noutros estudos e neste estudo.

Regido N Varia'nt‘e . Identificacdo Base Tl:oc&f (!e Variantes alélicas Variantes alélicas
ucleotidica dados SNP aminoacido (estudos anteriores) (encontradas neste estudo)

Exio 2 G2568535A rs2020893 Glu30Lys 0.04° 0.00

Exdo 3 C2740123T rs1803965 LeuS3Leu 0.125° 0.12
G2740159C 152282164 Trp65Cys 0.002¢ 0.00
C2740214T rs12917 Leu84Phe 0.145%0.162¢ 0.12

%-N° do nucledtido no “contig”com o n° de acesso NT_008818 (NCBI).
"_Dado retirado da base de dados SNP “Single Nucleotide Polymorphism”.
°-Ref. Egyhazi et al., 2002

“_Ref. Otsuka et al., 1996
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Como os dois polimorfismos, observados nesta populacdo, se encontram em ligacdo
genética, os valores das frequéncias genotipicas observadas para cada um sdo iguais
entre eles. Assim os gendtipos CC, CT e TT foram observados, nos dois polimorfismos,
com a frequéncia de 85.7, 14.3 e 0%, respectivamente, nos individuos oncologicos e
com a frequéncia de 69.23, 26.15 e 4.62%, respectivamente, nos individuos ndo
oncolédgicos. A frequéncia de aparecimento de um alelo com a mutacdo 2740123T e
2740214T ¢ de 0.071 nos individuos oncoldgicos e de 0.177 nos individuos ndo
oncologicos. Verificou-se existéncia de significancia estatistica na distribuicdo dos
genotipos (p = 0.034) entre os individuos oncoldgicos e os individuos ndo oncoldgicos

(Tabela 18).

Tabela 18 - Gendtipo e frequéncia alélica dos polimorfismos da MGMT nos individuos com patologia
oncologica (casos) e nos individuos sem patologia oncologica (controlo), sua associacdo com o
aparecimento de cancro.

Genétipos Casos (n ;0) - Controlo (n ” % OR (IC 95%) OR ajustado (IC 95%)"
MGMT-C2740123T
cc 60 85.7 45 6923 0034  1.00 1.00
CT 10 14.3 17 26.15 0.441 (0.185-1.055)  0.298 (0.079-1.122)
TT 0 0 3 462 - )
CT+TT 10 143 20 3077 0021 0.375(0.160-0.879)  0.162 (0.046-0.573)
Alelos T 10 (0.071) 23 (0.177) 0.008
MGMT-C2740214T
cc 60 85.7 45 6923 0034  1.00 1.00
CT 10 143 17 26.15 0.441 (0.185-1.055)  0.298 (0.079-1.122)
TT 0 0 3 4.62 - )
CT+TT 10 143 20 3077 0021  0.375(0.160-0.879)  0.162 (0.046-0.573)
Alelos T 10 (0.071) 23 (0.177) 0.008

*_Teste Qui-Quadrado X2 Os “outputs” encontram-se no Anexo IX.
°. Obtido por reajustamento do modelo de regressio logistica pelas variaveis sexo, idade, familiares com patologia oncologica,
consumo de bebidas alcodlicas, tabaco e produtos de charcutaria. Os “outputs” encontram-se no Anexo IX.

Na tabela 18 verifica-se que nenhum dos polimorfismos observados est4 associado a um
aumento de risco de aparecimento de cancro. No entanto, podemos afirmar que, tendo
como referéncia o gendtipo CC, a presenga do gendtipo CT ou TT no individuo tem
uma influéncia no decéscimo da probabilidade de aparecimento de cancro (OR = 0.375,

IC 95%, 0.160 - 0.879). Este decréscimo ¢ ainda mais acentuado (OR ajustado = 0.162,
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IC 95%, 0.046 - 0.573) quando o modelo de regressdo logistica ¢ ajustado pelas
variaveis estudadas (sexo, idade, familiares com patologia oncologica e consumo de
bebidas alcodlicas, tabaco e produtos de charcutaria), passando de 62.5% (% OR =
100 x [0.375 - 1]) para 83.8%. Considera-se, assim, que a presenca destes dois
polimorfismos t€ém uma influéncia estatisticamente significativa no aparecimento de
cancro.

Na tabela 19 observa-se que existe um risco diminuido de aparecimento de cancro nos

individuos portadores de um ou mais alelos polimorficos quando comparados com os

Tabela 19 - Andlise estratificada entre a combinacdo genotipica da MGMT e o risco de aparecimento de
cancro.

Combinacéo dos genotipos

(casos/controlo) . .
i casos/controlo o Sig. no OR ajustado
Variaveis N 0 alel?s com >1 z}lelos com OR (IC 95%) Modelo (IC 95%)*
variante variante
n % n %

Total 70/65 60/45  85.7/69.2 10/20 14.3/30.8  0.375(0.160-0.879)  0.003  0.149 (0.043-0.518)
Sexo

Feminino 41/48 38/34  92.7/70.8 3/14 7.3/29.2  0.192(0.051-0.725)  0.014 0.103 (0.017-0.626)

Masculino 29/17 22/11  75.9/64.7 7/6 24.1/35.3  0.583 (0.158-2.159)  0.106  0.063 (0.002-1.800)
Idade (anos)

<40 10/37 1028  100/75.7 0/9 0/24.3 - - -

41a50 12/16 10/11  83.3/68.7 2/5 16.7/31.3  0.440 (0.069-2.798)  0.102  0.23 (0.000-2.120)
> 50 48/12 40/6 83.3/50 8/6 16.7/50 0.200 (0.051-0.781)  0.016  0.041 (0.003-0.546)
Familiares Onc.

Nao 14/16 14/11 100/68.7  0/5 0/31.3 - - -

Sim 56/49 46/34  82.1/69.4 10/15 17.9/30.6  0.493 (0.197-1.230)  0.023  0.163 (0.034-0.780)
Cons. Beb. Alc.
(x/ semana)

(1) a2 21/25 18/19  85.7/76 3/6 14.3/24 0.528 (0.114-2.434)  0.998 -

>3 16/29 15/19  93.7/65.5 1/10 6.3/34.5  0.127(0.015-1.103)  0.997 -

= 33/11 27/7 81.8/63.6 6/4 18.2/36.4 0.389 (0.086-1.767)  0.230  0.228 (0.020-2.556)
Cons. Tabaco

(cigarros/ dia)

40/35 35/27  87.5/77.1 5/8 12.5/22.9 0.482(0.142-1.641)  0.043 0.107 (0.012-0.929)
1a10 6/16 4/10 66.7/62.5 2/6 33.3/37.5 0.833(0.115-6.013)  0.165 0.035 (0.000-3.953)
> 10 24/14 21/8 87.5/57.1 3/6 12.5/42.9  0.190 (0.038-0.950)  0.119  0.040 (0.001-2.286)

Cons. Prod. Charc.

(x/ semana)

(1) a2 7/14 5/9 71.4/643 2/5 28.6/35.7 0.720 (0.100-5.167)  0.998 -

>3 22/34 21/26  95.5/76.5 1/8 4.5/23.5  0.155(0.018-1.338)  0.065 0.046 (0.002-1.210)
= 41/17 34/10  82.9/58.8 7/7 17.1/41.2  0.294 (0.083-1.040)  0.226 0.218 (0.018-2.566)

- Obtido por reajustamento do modelo de regressdo logistica pelas variaveis sexo, idade, familiares com patologia oncologica,
consumo de bebidas alcodlicas, tabaco e produtos de charcutaria. Os “outputs” encontram-se no Anexo X.

4- Resultados 67



Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

individuos portadores de alelos selvagens (OR ajustado = 0.149, IC 95%, 0.043 -
0.518). Este risco ¢ menor, em particular, para os portadores de um ou mais alelos
polimorficos do sexo feminino (OR ajustado = 0.103, IC 95%, 0.017 - 0.626) tendo
como comparacao os individuos do sexo feminino portadores de alelos selvagens.

De acordo com o teste de “Wald” (Anexo X) as varidveis idade (> 50), familiares
oncolédgicos (sim) e consumo de tabaco (0) apresentam significAncia no modelo, no
entanto, como estes resultados podem ter sofrido desvios devido as amostras ndo terem
sido seleccionadas de forma aleatoria e ndo serem em numero suficientemente grande,
ndo foram referidos. As restantes varidveis ndo apresentam significancia no modelo de

regressao logistico.
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Figura 21 - Resultado geral da distribui¢do dos polimorfismos encontrados na populacdo estudada.
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5- DISCUSSAO E CONCLUSAO

Até ao momento ndo sdo do nosso conhecimento estudos em populacdes nacionais
sobre a O°-alquilguanina-DNA-alquiltransferase MGMT, tanto em relagio aos
polimorfismos ja identificados noutras populagdes humanas, como no referente a
existéncia de polimorfismos especificos da populacio portuguesa.

Pretendeu-se com este trabalho proceder a identificacdo dos polimorfismos existentes
nos exdes 2 e 3 da proteina MGMT, em amostras da populagdo paciente e ndo-paciente
do foro oncoldgico e avaliar a relagdo existente entre os varios gendtipos encontrados e
o aparecimento de patologia oncologica.

Em geral, a amplificag¢do diferencial por PCR utilizando “primers” especificos revelou
ser mais eficaz que a utilizagdo de enzimas de restricdo para a identificagdo de
polimorfismos especificos. No entanto, merece ser referido, que a eficacia da
amplificagdo diferencial aumentou, quando de acordo com o SNP esperado, para além
da alteragao conferida ao ultimo nucleoétido (3’) se inseriu um “mismatch” adicional,
que enfraquece ligeiramente a ligacdo dos “primers” ao DNA gendmico, sem obstar a
amplificagdo do produto-PCR especificos, que inviabiliza totalmente a amplificagdo
quando o ultimo nucledtido ndo encontra a complementaridade requerida.

A aplicagao do método SSCP’s na procura genérica de polimorfismos comprovou ser
uma excelente estratégia, uma vez que na andlise do exao 3 se observou o aparecimento
de padrdes electroforéticos distintos e correspondendo as variantes genéticas

encontradas. A andlise ao exdo 2 comprovou essa eficacia, com o aparecimento de um
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unico padrao molecular, o que estd em concordancia total com os resultados negativos
da utilizagdo com “primers” especificos na detec¢do do polimorfismo G2568535A-
Glu30Lys, e com a confirmagdo por sequenciagdo do monomorfismo de algumas
amostras que por uma ou outra razao mereceram analise mais apurada.

Apesar de outros trabalhos de investigagdo utilizarem amostras de maior dimensao,
como ¢ o caso de Chae et al. (2006) com 432 individuos portadores de cancro do
pulm@o e 432 individuos de controlo, de Li et al. (2005) com 167 doentes de cancro da
bexiga e 204 individuos sem diagndstico de cancro e de Krzesniak et al. (2004) com 96
individuos portadores de cancro de pulmdo e 96 individuos de controlo, somos de
opinido de que o tamanho da amostra que estudamos ¢ aceitavel ponderando o facto de
que os estudos referidos anteriormente abrangem populagdes alvo muito mais amplas,
respectivamente, coreana, do Sul da China e polaca. No entanto, perante os resultados
obtidos, e as questdes que deixa em aberto somos também de opinido que estes estudos
devem ser alargados a uma amostra de maior dimensao, o que possibilitara uma maior
relevancia em termos de extrapolagdes epidemioldgicas.

A andlise da variagao molecular do exdo 2 e 3 da proteina MGMT nos 135 individuos
deste estudo confirmou a existéncia de duas variantes polimorficas, uma do tipo
“synonymous” C2740123T (Leu53Leu) e a outra do tipo “missense” C2740214T
(Leu84Phe). Ambas as mutagdes sdo do tipo transi¢do de C:G para T:A, o que ndo deixa
de ser uma coincidéncia interessante dado ser este o tipo de mutacdo tipica provocada
pela formacdo de O°mG por agentes alquilantes, supostamente reparada pela popria
MGMT.

Neste estudo, as duas mutagdes, C2740123T (Leu53Leu) e a C2740214T (Leu84Phe),
foram sempre identificadas em simultaneo, ¢ a sua ligagdo genética (factorial) foi

confirmada em todos os casos em que se procedeu a sequenciagdo das amostras.
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Adicionalmente determinou-se a sua associagdo estatisticamente significativa a uma
redu¢do do aparecimento de patologia oncologica, em situagdo de heterozigose ou
homozigose. Observou-se, ainda, que a probabilidade de aparecimento de cancro nos
individuos portadores de um ou mais alelos com os referidos polimorfismos € menor
nos individuos de sexo feminino com mais de 50 anos de idade e que ndo fumem,
quando comparados com os portadores de alelos selvagens.

Perante estes dados e devido a presenca destes SNP’s, pode-se sugerir existéncia de
aparente modificagdo na forma de actuagdo da proteina. Ma et al., (2003), referem um
aumento da expressio da MGMT contendo estes dois SNP’s em doentes com
melanoma, sugerindo que estes dois polimorfismos tenham um efeito no estado de
metilagdo do gene da MGMT, que por sua vez, influenciard a sua expressdo e
actividade.

Os aminoacidos Leu53 e Leu84 tém uma localizagdo na estrutura da proteina no
dominio N-terminal, considerado o dominio com fungdes, a nivel estrutural, cruciais
para a manutencdo da correcta orientagdo do domino carboxil terminal numa
configuracdo activa (Kanugula e Pegg, 2003; Fang et al., 2005).

A Leu53 situa-se na faixa de residuos Glu45-Gli55 destituida de residuos polares que
forma o que se pode chamar a “hydrophobic handle” que poderd servir para ligar a
MGMT a outras proteinas (Wilbley et al., 2000).

Embora o SNP C2740123T (Leu53Leu) seja silencioso nao provocando alteragdo de
aminoacido, o residuo Leu84 ¢ o penultimo do dominio N-terminal (residuos 1-85) e
encontra-se adjacente a His85, um dos residuos que coopera na ligacdo do atomo de
zinco a proteina. A funcdo deste atomo de zinco ¢ conhecida por ser determinante da
optima forma estrutural da proteina MGMT na transferéncia dos grupos alquil

existentes por toda a cadeia de DNA. Se juntarmos os factos supracitados, a troca de
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residuo (Leu/Phe) nesta posicdo apesar de se tratar de uma troca de aminoacidos
apolares, podera evidenciar a possibilidade de alterar a capacidade de reparagdo do
DNA.

Inoue et al. (2000) referem que a variante Leu84Phe tem actividade e propriedades
fisico-quimicas semelhantes as da proteina selvagem.

Teo et al. (2001) referem a possibilidade da variante Leu84Phe interferir na capacidade
da MGMT alquilada se ligar aos receptores de estrogénio, tendo sido assumido que a
referida substitui¢do na posicdo 84 impede a interac¢do com o receptor de estrogénio
conduzindo a um risco aumentado de cancro da mama e de outras formas de cancro
(Han et al., 2006).

Tranah et al. (2006) ndo encontraram associagdo significativa entre a presenga do
polimorfismo Leu84Phe e o risco de cancro colorectal (Populagdio NHS = OR = 0.85,
IC 95%, 0.57 - 1.25; Populacdao PHS = OR = 0.86, IC 95%, 0.59 - 1.26). Resultados
idénticos obtiveram Chae et al. (2006) quando estudaram a possivel associagdo do
mesmo polimorfismo com o cancro do pulmao. Contudo, Han €t al. (2006) encontraram
diminui¢ao do risco de aparecimento de cancro do endométrio em individuos portadores
de um ou mais alelos com o polimorfismo Leu84Phe (OR ajustado = 0.72, IC 95%, 0.53
- 0.96) quando comparados com individuos portadores, unicamente, de alelos selvagens.
A conclusdo da existéncia de uma associacdo inversa entre ser portador destes dois
SNP’s e o risco de desenvolver doenga cancerigena parece-nos ser suportada pela
possibilidade destes dois polimorfismos afectarem tanto a expressdo como a actividade
da MGMT. De qualquer forma, esta suposi¢ao necessita de confirmagao, por estudos da
funcionalidade do gene da MGMT e por um aumento da amostra, em particular de
individuos homozigoticos Phe/Phe que sé foram detectados no grupo nao oncologico

em trés individuos.
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A nao deteccdo de polimorfismos no exdo 2 sugere, que eventuais alteracdoes neste
fragmento (216bp dos quais 125bp sdo codificantes de parte da proteina) serao
determinantes do ponto de vista de selec¢cdo, uma vez que, a probabilidade da existéncia
de mutagdes na respectiva sequéncia deveria ser similar a encontrada noutras regioes
com, por exemplo, no exao 3. De facto, o polimorfismo G2568535A ¢ referido na base
de dados “Single Nucleotide Polymorphism” como tendo uma frequéncia de
aparecimento na populacdo de 0.04, contudo, na nossa populacao nao foi identificado
nenhum caso. Este SNP, como origina troca de um aminoacido polar acido, o acido
glutamico, por um polar bésico, a lisina, podera causar alteragdes estruturais essenciais.
No exdo 3, além dos SNP’s C2740123T (Leu53Leu) e a C2740214T (Leu84Phe)
identificados, o polimorfismo G2740159C (Trp65Cys) referido por Egyhazi et al.
(2002) também foi alvo de pesquisa na nossa populagdo. No entanto, apesar de ter sido
identificado, com uma frequéncia alélica de 0,002, numa populacdo da Suécia por
Egyhazi et al. (2002), ndo foi na nossa populagdo identificado nenhum caso.

A mudanga de aminoacido introduzida pelo SNP G2740159C (Trp65Cys), de triptofano
apolar para cisteina polar, pode induzir ao aparecimento de desequilibrios estruturais
essenciais a proteina, ja que todos os residuos de cisteina desta proteina t€m uma fung¢io
estabelecida e o aparecimento de mais uma cisteina pode ser vital.

Schwarzl et al. (2005) referem a possibilidade do residuo Trp65, localizado na primeira
hélice do dominio N-terminal, ajudar a manter a interac¢do existente entre os dois
dominios sem a qual a proteina se degradaria rapidamente.

Neste estudo, ¢ evidente que a presenca dos SNP’s (C2740123T e C2740214T) nos
individuos do sexo feminino influénciam no decréscimo da possibilidade de
aparecimento de cancro, quando comparados com os individuos portadores unicamente

de alelos selvagens.
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A caracterizagdo molecular do gene da MGMT na populacdo nacional reveste-se de
particular importancia por se tratar de um gene de reparagdo de DNA envolvido na
prevengdo da carcinogénese e simultaneamente responsavel por impor limitacdes a
utilizacdo de determinados tratamentos antineoplasicos. Face ao exposto, poder-se-a
considerar que se encontram criadas condicdes para que se alargue a caracterizagao
genética ao resto da proteina e ao estudo do impacto que as diferentes mutagdes tém na
actividade reparadora da MGMT assim como na sua inibi¢ao por depletores especificos.
Numa perspectiva de aplicagdo pratica futura, uma vez identificadas uma efectiva
relacdo entre alguma variante da MGMT e a susceptibilidade ao aparecimento de
qualquer forma de cancro, a respectiva mutacdo poderd constituir ser um efectivo
marcador genético de possivel desenvolvimento da patologia. Por outro lado, dado
existirem resisténcias a terapia relacionadas com a presenga de variantes desta enzima,
j& determinadas noutros estudos, a caracterizagdo molecular do gene da MGMT
permitird tornar o conhecimento gendémico num auxiliar fundamental da estratégia
terapéutica.

Somos da opinido, que ha todo o interesse no acompanhamento da historia médica e
clinica dos individuos que integraram este estudo, principalmente os individuos hoje
saudaveis, averiguando os factores de risco epigenéticos no aparecimento ou evolucao
da doencga oncoldgica e a possibilidade de aparecimento de cancro com o aumento da
idade e a permanéncia dos hébitos sociais, dada a sinificancia estatistica destes ultimos

factores no aparecimento da doenga oncolégica.
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ANEXO I - Questionario

QUESTIONARIO®
AMOSTRA

Este questionario € andnimo e confidencial.

Pretende-se que seja 0 mais descritivo possivel.
E constituido por 4 paginas, a Gltima de preenchimento facultativo.

SEXO: M F IDADE

ETNIA:

(Descrever a ascendéncia)

NATURAL DE:

(Especificar a regifio de nascimento)

NACIONALIDADE:

(Pais de origem)

ZONAS ONDE JA VIVEU?

(Indicar as regides onde viveu por concelho e 0 tempo que permaneceu)

PROFISSAO:

(Especificar todas as actividades em que esta ou ja esteve envolvido)

SIM NAO

1.— Consome bebidas alcodlicas?

(Se respondeu SIM, indicar quantas vezes em 24 horas, por semana e em que situacio)

* A utilizar no estudo experimental “Polimorfismos no promotor e exdes 1, 2, 3, 4 e 5 da O6-alquilguanina-
DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e nao pacientes do foro oncoldégico”
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SIM NAO

2.— A sua dieta alimentar inclui produtos de charcutaria e/ou enchidos?

(Se respondeu SIM, descrever quantas vezes por dia, ou se esporadicamente em que situaciio)

SIM NAO

3.— Possui habitos tabagistas?

(Se respondeu SIM, indicar quantas vezes em 24 horas, por semana ou se esporadicamente em que situacio e
durante quanto tempo consumiu ou consome estes produtos)

SIM NAO

4.— E portador de Helicobacter?

(Se respondeu SIM, indicar a quanto tempo, como descobriu, quais os sintomas, que tipo de medicacio ja fez e
qual a que faz actualmente)

SIM NAO

5.—Ja lhe foi diagnosticado algum tipo de Hepatite?

(Se respondeu SIM, indicar que tipo, & quanto tempo, como descobriu, quais os sintomas, que tipo de
medicaciio ja fez e qual a que faz actualmente)

SIM NAO

6.— Foi-lhe diagnosticada doenga do foro oncoldgico?

(Se respondeu SIM, indique que tipo, 2 quanto tempo, como descobriu, quais os sinais e sintomas, que tipo de
medicacio ja fez e qual a que faz actualmente)
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SIM  NAO
7.— Na sua familia de sangue existem casos diagnosticados
de doenga oncologica?
(Se respondeu SIM, indique que tipo e qual o laco sanguineo que os une)

SIM NAO

8.- Possui algum tipo de mal — estar que obrigue a medicagdo continuada?

(Se respondeu SIM, indicar que tipo, & quanto tempo, quais os sintomas, que tipo de medicacio ja fez e qual a
que faz actualmente)

SIM NAO

9. — Até ao momento, ja lhe diagnosticaram algum outro tipo de doenga?

(Se respondeu SIM, indicar que tipo, 2 quanto tempo, quais os sintomas, que tipo de medicacio ja fez e qual a
que faz actualmente)

SIM NAO

10. — Considera que durante a sua vida esteve sujeito a substancias

ou ambientes agressivos para a sua saude e de forma continuada?

(Se respondeu SIM, descrever e indicar durante quanto tempo)

11. — No caso de ser mulher:

Quantos filhos teve?

Quantas vezes engravidou?

Quantos abortos expontaneos ocorreram?
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AMOSTRA
Esta pagina esta reservada APENAS a quem estiver interessado em

saber os resultados da sua amostra sanguinea através desta
investigacao.
NOME COMPLETO:

MORADA COMPLETA:

INVESTIGADOR:

(Cristina Gamboa/Sandra Cadima)
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ANEXO II - Consentimento Informado ao Individuo

INFORMACAO AO INDIVIDUO AMOSTRA

(PARTICIPANTE NO ESTUDO)

O estudo “Polimorfismos no promotor e exdes 1, 2, 3, 4 e 5 da O6-alquilguanina-DNA-
alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncoldgico” pretende averiguar
a existéncia de alteracOes desta enzima no sistema celular.

Ao participar neste estudo, estara a contribuir para um maior conhecimento desta patologia,
permitindo avaliar a variabilidade genética das populagdes para estes polimorfismos, identificar
novos alelos ndo referenciados e identificar elementos de risco genético, entenda-se que, com isto,
ndo se estd a prometer a cura de qualquer patologia diagnosticada clinicamente.

Todo o utente participante no estudo pode em qualquer momento deixar de participar ou exigir a
nao inclusdo dos seus dados tendo a certeza porem que a sua decisdo nao implica alteragdes a nivel
dos cuidados de satide que lhe sdo prestados. Sendo valido o que foi referido atras também para os
utentes que ndo queiram participar desde o inicio.

Sera necessario, simplesmente, uma colheita de sangue do qual se vai retirar o DNA.

Pretende-se que esta colheita de sangue, pela sua natureza, ndo cause desconforto nem constitua
nenhum risco.

Os dados recolhidos neste estudo sdo registados anonimamente e identificados com um n° de

codigo sendo somente utilizados para tratamento estatistico, faculta-se a opc¢do de identificagdo

apenas a quem estiver interessado em saber o resultado da sua amostra através desta investigagao.

DECLARACAO AMOSTRA

Eu, declaro que fui

informado das implicagdes e objectivos em participar no estudo “ Polimorfismos no promotor e
exodes 1, 2, 3, 4, 5, 6 da O6-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes € ndo
pacientes do foro oncologico”, assim como da confidencialidade dos dados recolhidos ¢ manifesto

0 meu livre consentimento em participar no mesmo.

Faro,  de de 2007

Nome do Investigador:

(Cristina Gamboa /Sandra Cadima)
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ANEXO III - Autorizacio da Comissio de Etica para a Saude

£ CONSFLHO DF, ADMINISTRACAQ

Ex.mas Senhoras
Dr.as Cristina Gambda ¢ Sandra Qliveira
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ANEXO 1V - Resultados da quantificacao por

espectrofotometria do DNA das amostras

AMOSTRA | DNA-pg | AMOSTRA | DNA-pg | AMOSTRA | DNA - ng | AMOSTRA | DNA - pg
1 207,8 35 188,8 69 681,3 104 149,1
2 618.8 36 231,1 70 4414 105 49,53
3 1040 37 2834 71 283.6 106 421,1
4 6614 38 583,7 72 4522 107 115,9
5 523,4 39 431,9 73 26,71 108 163,9
6 195,8 40 695,5 74 27,68 109 166,1
7 328,5 41 174,7 75 44,22 110 948.4
8 211,7 42 3444 76 820,8 111 222.6
9 327,6 43 74,92 71 713,6 112 79,31
10 96,96 44 947.,8 78 1373 113 1145
11 63,03 45 27,86 79 467,2 114 187,7
12 70,88 46 131,9 80 331 115 96,58
13 221,9 47 139,3 81 6349 116 75,64
14 64,42 48 334,7 82 63,47 117 90,77
15 269,1 49 104,8 84 52,06 118 28,91
16 39,74 50 441,9 85 76,57 119 25,61
17 115,1 51 376,6 86 107,8 120 98,81
18 84,65 52 448,6 87 441,2 122 107,7
19 185,3 53 623,1 88 91,85 123 271,9

20 120,6 54 64,88 89 422.6 124 164,8
21 84,59 55 674,6 90 97,2 125 416,7
22 28,24 56 63,38 91 354,1 126 4153
23 2252 57 196,1 92 3059 127 65,27
24 276,4 58 391,6 93 107,8 128 454
25 53,01 59 644,1 94 393,5 130 226,1
26 51,39 60 186,5 95 143,5 131 722,8
27 39,73 61 535,1 96 298,6 132 118,1
28 27,7 62 123,5 97 38,73 140 236,2
29 38,94 63 4822 98 75,21 141 12,62
30 346,7 64 5699 99 183,1 142 91
31 137,8 65 22,7 100 25,65 143 90,9
32 106,7 66 465,5 101 89,64 144 96,45
33 55,69 67 316,9 102 688,6 145 34,76
34 561,9 68 54,73 103 60,71
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ANEXO V - Transcrito final da hMGMT

>hg18_knownGene_BC000824_1 range=chr10: 131155510- 131155550 5' pad=0
3' pad=0 revConp=FALSE strand=+ repeat Maski ng=none

>hg18_knownGene_BC000824_2 range=chr 10: 131155551- 131224494 5' pad=0
3' pad=0 revConp=FALSE strand=+ repeat Maski ng=none

>hgl8 knownGene_BC000824_ 3 range=chr 10: 131224495- 131224631 5' pad=0
3' pad=0 revConp=FALSE strand=+ repeat Maski ng=none

>hg18_knownGene_BC000824_4 range=chr 10: 131224632- 131396148 5' pad=0
3' pad=0 revConp=FALSE strand=+ repeat Maski ng=none

>hg18 knownGene_BC000824_ 5 range=chr 10: 131396149- 131396297 5' pad=0
3' pad=0 revConp=FALSE strand=+ repeat Maski ng=none

>hg18 knownGene_BC000824_6 range=chr 10: 131396298- 131447455 5' pad=0
3' pad=0 revConp=FALSE strand=+ repeat Maski ng=none

>hg18_knownGene_BC000824_7 range=chr 10: 131447456- 131447595 5' pad=0
3' pad=0 revConp=FALSE strand=+ repeat Maski ng=none

>hg18_knownGene_BC000824_8 range=chr 10: 131447596- 131455041 5' pad=0
3' pad=0 revConp=FALSE strand=+ repeat Maski ng=none

>hg18 knownGene_BC000824_ 9 range=chr 10: 131455042- 131455356 5' pad=0
3' pad=0 revConp=FALSE strand=+ repeat Maski ng=none

>hg18_knownGene_BC000824_10 range=chr 10: 131455357- 131456356 5' pad=0
3' pad=0 revConp=FALSE strand=+ repeat Maski ng=none

Transcrito final da proteina hMGMT retirado da base de dados NCBI com o n° de acesso BC000824 10.
Em realce encontram-se o codao de iniciagdo ATG e o coddo de finalizagdo da trancri¢do TGA.
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ANEXO VI - Sequéncias da hMGMT em analise neste estudo

a)

21

41

b)

61

81

CGACCAGCCTCTTACCTATACACTTTGTCTTAAAAATTATTTCTGI TTAGGTACT TGGAAAA

ATG GAC AAG GAT TGT GAA ATG AAA CGC ACC ACA CTG GAC AGC CCT TTG GGG AAG CTG GAG
Met Asp Lys Asp Cys Gu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp Ser Pro Leu Ay Lys Leu Qu 20

CTG TCT GGT TGT GAG CAG GGI' CTG CAC GAA ATA AAG CTC CTG GGC AAG GGG ACG TCT GCA
Leu Ser Ay Cys Qu A@n Ay Leu Hs Qu lle Lys Leu Leu Ay Lys Ay Thr Ser Al a 40

GCT GAGTAAGTATGAGCCCACGTGATCCTGTATA
Al a

GCCACAGGTGI TTGCCCGTTTAGATGCAGTAGG
TGITTGCTTTTCCGATGT GT GGAGGCAGEGECCCAGAGGT TTACTAAGCCCCTGT TCTCACTTT
TGCAGT GCC GIG GAG GTC CCA GCC CCC GCT GCG GIT CTC GGA GGT CCG GAG CCC CTG ATG
CTT

Asp Ala Val GQu Val Pro Ala Pr6 Ala Ala Val Leu Ay Ay Pro GQu Pro Leu Met 60
Leu

CAG TGC ACA GCC TGG CTG AAT GCC TAT TTC CAC CAG CCC GAG GCT ATC GAA GAG TTC CCC
Adn Cys Thr Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His G@n Pro GQu Ala Ile Qu Gu Phe Pro 80

GTG CCG GCT CTT CAC CAT CCC GIT TTC CAG CAA GGTCGGTAACTAAGCCATCTGCGGTGIT
TTT

Val Pro Ala Leu Hs H's Pro Val Phe G n dn
Phe

TCCTTTGECGAGCT TGACT TATTAACGATCGCTGACATCACAG

Sequéncia correspondente ao exdo 2 (a) e exdo 3 (b) delimitados pelos respectivos “primes” marcados a
verde. Os polimorfismos encontrados na populagdo deste estudo encontram-se assinalados a vermelho.
Nestas sequéncias o preto negrito indica as zonas exonicas.
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ANEXO VII - Sequéncias da hMGMT em analise neste

estudo e respectivos “primers”

5°...CGACCAGCCTCTTACCTATACACTTTGTCTTAAAAATTATTTCT

GTTTAG “Primers” escolhidos:
ATG
E2 Fw
GAA E2_RV

E2 RvSelv.-5. @3

GTAAGTATGAGCCCACGTGATCCTGTATA...3’ E2_ RvPol.- 5,_.. 3’

Sequéncia nucleotidica analisada na regido do Exd@o 2. Encontram-se, nesta figura, em realce os
“primers” utilizados na analise molecular desta regido, a preto negrito o codao de iniciacdio ATG e a
vermelho negrito o codao Glu30, no qual outros estudos referem existéncia do SNP G>A-Glu30Lys.

5°..GCCACAGGTGTTTGCCCGTTTAGATGCAGTAGGTGTTTGCTTTT . .
CCGATGTGTGGAGGCAGGGCCCAGAGGTTTACTAAGCCCCTGTTCT  Primers” escolhidos:

CACTTTTGCAG E3 Fw
CTC E3 Rv
TGG
E3 53FwSelv- 5. ;C? 3
CACCATCCCGTTTTCC E3_53FWP01- 5. JACT ’
GTCGGTAACTAAGCCATCTGCGGTGTTTCCTTTGGGGAGCTTG R IV K
ACTTATTAACGATCGCTGACATCACAG...3’ -5, BA Aﬁ!

>

Sequéncia nucleotidica analisada na regido do Exao 3.Encontram-se, nesta figura, em realce os “primers’
utilizados na analise molecular desta regido e a vermelho negrito os coddes Leu53, Trp65 e Leu84,
referenciados por outros estudos como locais de existéncia de SNP’s (2°C>T/Leu5S3Leu;
2°G>C/Trp65Cys; C>T/ Leu84Phe).
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ANEXO VIII - Outputs da Tabbela 11

CROSSTABS
/TABLES=Pat_onc BY sexocod Idade3Classes fcd_onc Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/FORMAT=AVALUE TABLES
/STATISTICS=CHISQ
/CELLS=COUNT EXPECTED

/COUNT ROUND CELL.
Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N | Percent | N | Percent| N | Percent
Patologia Oncologica * Sexo 135 100.0% 0 .0%]| 135| 100.0%)
Patologia Oncologica * Idade3Classes 135] 100,0% 0 ,0%]| 135] 100,0%
Patologia Oncoldgica * Familiares com doenga oncologica | 135] 100,0% 0 ,0%| 135] 100,0%
Patologia Oncologica * Tab3Classes 135] 100,0% 0 ,0%]| 135] 100,0%
Patologia Oncologica * BebAlc3Classes 135] 100,0% 0 ,0%| 135| 100,0%
Patologia Oncologica * Char3Classes 135] 100,0% 0 ,0%]| 135] 100,0%
Patologia Oncolégica * Sexo
Crosstab
Sexo
Feminino | Masculino Total
Patologia Oncologica Nao Count 48 17 65
Expected Count 42.9 22,11  65.04
Sim Count 41 29 70.
Expected Count 46.1 23.9] 70.0
Total Count 89 46 135
Expected Count 89,0 46,0] 135,00

Chi-Square Tests

Value | df [ Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square 3.,501* 1 061
Continuity Correction” 2,854 1 ,091
Likelihood Ratio 3,533 1 ,060
Fisher's Exact Test ,071 ,045
Linear-by-Linear Association | 3,475 1 ,062
N of Valid Cases 135

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 22,15.

b. Computed only for a 2x2 table

Patologia Oncolégica * Idade3Classes

Crosstab
Idade3Classes
<40 | 41-50 [ >s0 | T

Patologia Oncologica Nao Count 37 16| 12 65
Expected Count | 22.6] 13.5) 289 65.0

Sim Count 10 12| 48 70,

Expected Count | 24.4| 14.5( 31.1] 70.0

Total Count 47 28| 60 135
Expected Count 47,01 28,0] 60,0] 135,0
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Chi-Square Tests

Value | df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 37,548" 2 ,000
Likelihood Ratio 40,019] 2 ,000
Linear-by-Linear Association 36,738 1 ,000
N of Valid Cases 135

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum
expected count is 13,48.

Patologia Oncoldégica * Familiares com doenca oncologica

Crosstab
Familiares com doenga oncoldgica

Nio Sim Total

Patologia Oncologica Nao Count 16 49 65
Expected Count 14,4 50,6 65,0'
Sim Count 14 56 70|

Expected Count 15,6 54,41 70,0

Total Count 30 105] 135
Expected Count 30,0 105,0 135,0|

Chi-Square Tests

Value | df | Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square 415° 1 519
Continuity Correction® 191 1 ,662
Likelihood Ratio 415 1 519
Fisher's Exact Test 541 331
Linear-by-Linear Association 412 1 521
N of Valid Cases 135

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 14,44.

b. Computed only for a 2x2 table

Patologia Oncoldgica * Tab3Classes

Crosstab

Tab3Classes
Nio Fumador | 1-10 /dia | >10 /dia | Total
Patologia Oncologica Nao Count 35 16 14 65
Expected Count 36,1 10,6 18,3 65,0
Sim Count 40 6 24 70
Expected Count 38,9 11,4 19,7 70,0
Total Count 75 22 38 135
Expected Count 75,0 22,0 38,01 135,0

Chi-Square Tests

Value | df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 7,335° 2 ,026
Likelihood Ratio 7,528 2 ,023
Linear-by-Linear Association ,392 1 ,531
N of Valid Cases 135

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum
expected count is 10,59.
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Patologia Oncolégica * BebAlc3Classes

Crosstab
BebAlc3Classes
Naio Bebe | 1-2 x/semana | >= 3 x/semana Total
Patologia Oncologica Nao Count 25 29 11 65
Expected Count 22,1 21,7 21,21 65,0
Sim Count 21 16 33 70
Expected Count 23,9 23,3 22,81 70,0
Total Count 46 45 44 135
Expected Count 46,0 45,0 44,01 135,0
Chi-Square Tests
Value | df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 14,939* ,001
Likelihood Ratio 15,484 ,000
Linear-by-Linear Association 7,511 ,006
N of Valid Cases 135
a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum
expected count is 21,19.
Patologia Oncolégica * Char3Classes
Crosstab
Char3Classes
Nio Come | 1-2 x/semana | >= 3 x/semana Total
Patologia Oncologica Nao Count 14 34 17 65
Expected Count 10,1 27,0 27,91 65,0
Sim Count 7 22 41 70
Expected Count 10,9 29,0 30,11 70,0
Total Count 21 56 58] 135
Expected Count 21,0 56,0 58,01 135,0
Chi-Square Tests
Value | df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 14,671° ,001
Likelihood Ratio 15,021 ,001
Linear-by-Linear Association 12,672 ,000
N of Valid Cases 135

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum

expected count is 10,11.
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ANEXO [X - Outputs da Tabbela 18

CROSSTABS

/TABLES=Leu53Leu Leu53Leu_ SN Leu84Phe Leu84Phe SN BY Pat_onc
/FORMAT=AVALUE TABLES

/STATISTICS=CHISQ

/CELLS=COUNT

/COUNT ROUND CELL.
Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total

N | Percent | N | Percent| N | Percent
Leu53Leu * Patologia Oncoldgica 135 77.1%| 40| 22.9%]| 175| 100.0%
Leu53Leu_SN * Patologia Oncologica | 135 77,1%| 40| 22,9%]| 175 100,0%
Leu84Phe * Patologia Oncologica 1351 77,1%| 40| 22,9%]| 175| 100,0%
Leu84Phe_SN * Patologia Oncologica | 135 77,1%| 40| 22,9%]| 175| 100,0%

Leu53Leu * Patologia Oncoldgica

Crosstab
Count
Patologia Oncologica
Niio sim | 7o
Leu53Leu CC 45 60| 105
CT 17 10 27
TT 3 0 3
Total 65 701 135
Chi-Square Tests
Value | df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 6.782° 2 034
Likelihood Ratio 7,960 2 ,019
Linear-by-Linear Association | 6,499 1 011
N of Valid Cases 135

a. 2 cells (33,3%) have expected count less than 5. The minimum

LeuS3Leu_SN * Patologia Oncolégica

Crosstab
Count
Patologia Oncologica
Nio Sim Total
LeuS3Leu_ SN CC 45 60 105
CT+TT 20 10 30,
Total 65 701 135
Chi-Square Tests
Value | df | Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square 5.298° 1 021
Continuity Correction® 4,388 1 ,036
Likelihood Ratio 5,363 1 ,021
Fisher's Exact Test ,024 ,018
Linear-by-Linear Association | 5,259 1 ,022
N of Valid Cases 135

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 14,44.

b. Computed only for a 2x2 table
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Leu84Phe * Patologia Oncolégica

Crosstab
Count
Patologia Oncologica
Nao Sim Total
Leu84Phe CC 45 60| 105
CT 17 10 27
TT 3 0 3
Total 65 70| 135

Chi-Square Tests

Value | df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 6.782°| 2 034
Likelihood Ratio 7,960 2 ,019
Linear-by-Linear Association | 6,499 1 011
N of Valid Cases 135

a. 2 cells (33,3%) have expected count less than 5. The minimum

Leu84Phe_SN * Patologia Oncologica

Crosstab
Count
Patologia Oncologica
Nio sim | T
Leu84Phe SN CC 45 601 105
CT+TT 20 10 30
Total 65 70| 135
Chi-Square Tests
Value | df | Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square 5298 1 021
Continuity Correction® 4,388 1 ,036
Likelihood Ratio 5,363 1 ,021
Fisher's Exact Test ,018
Linear-by-Linear Association | 5,259 1 ,022
N of Valid Cases 135

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5.

b. Computed only for a 2x2 table

CROSSTABS

/TABLES=Leu53Leu Leu84Phe BY Pat_onc
/FORMAT=AVALUE TABLES

/STATISTICS=CHISQ
/CELLS=COUNT
/COUNT ROUND CELL.

Crosstabs

Case Processing Summary

The minimum expected count is 14,44.

Cases
Valid Missing Total
N | Percent | N | Percent| N | Percent
LeuS3Leu * Patologia Oncologica | 270| 100.0%| 0 .0%] 270| 100.0%
Leu84Phe * Patologia Oncologica | 270| 100,0%| 0 ,0%]| 2701 100,0%
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Leu53Leu * Patologia Oncoldgica

Crosstab
Count
Patologia Oncologica
Nao Sim Total
Leu53Leu C 107 130 237
T 23 10 33
Total 130 1401 270
Chi-Square Tests
Value | df | Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square 6.993* 1 .008
Continuity Correction” 6,044 1 ,014
Likelihood Ratio 7,128 1 ,008
Fisher's Exact Test ,009 ,007
Linear-by-Linear Association | 6,967 1 ,008
N of Valid Cases 270

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 15,89.

b. Computed only for a 2x2 table

Leu84Phe * Patologia Oncologica

Crosstab
Count
Patologia Oncologica
Nio Sim Total
Leu84Phe C 107 130 237
T 23 10 33
Total 130 140] 270
Chi-Square Tests
Value | df | Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square 6,993 1 .008
Continuity Correction® 6,044 1 ,014
Likelihood Ratio 7,128 1 ,008
Fisher's Exact Test ,009 ,007
Linear-by-Linear Association | 6,967 1 ,008
N of Valid Cases 270

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 15,89.

b. Computed only for a 2x2 table

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Pat_onc
/METHOD=ENTER Leu53Leu

/CONTRAST (Leu53Leu)=Indicator(1)

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.1.for EXP(B)
B S.E. Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Ubper
Step 1* Leu53Leu 3387 2| .184
LeuS3Leu(1) -.818 445] 3.387 1] .066 441 185 1.055
Leu53Leu(2) | -21.491| 23205.422| .000 11 .999 .000 .000].
Constant 288 197 2.128 1] .145] 1.333

a. Variable(s) entered on step 1: Leu53Leu.
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LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Pat_onc
/METHOD=ENTER Leu53Leu SN

/CONTRAST (Leu53Leu_SN)=Indicator(1)

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

JCRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.I.for EXP(B)

Lower Upper

B |S.E.|Wald| df | Sig. | Exp(B)

Step 1° Leu53Leu SN(1) | -.981| .435| 5.093 11 .024 375 .160 879

Constant 288 .197] 2.128 1] .145 1.333
a. Variable(s) entered on step 1: Leu53Leu_SN.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Pat onc
/METHOD=ENTER Leu84Phe

/CONTRAST (Leu84Phe)=Indicator(1)

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper
Step 1* Leu84Phe 3.387] 2| .184
Leu84Phe(1) -.818 A45( 3387 1] .066 441 185 1.055
Leu84Phe(2) | -21.491| 23205.422| .000 11 .999 .000 .000].
Constant 288 .197]) 2.128] 1] .145] 1.333

a. Variable(s) entered on step 1: Leu84Phe.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Pat_onc
/METHOD=ENTER Leu84Phe SN

/CONTRAST (Leu84Phe SN)=Indicator(1)

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

) 95% C.I.for EXP(B)
B | S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Ubper
Step 1° Leu84Phe SN(1) | -.981| .435| 5.093 1] .024 375 .160 .879

Constant 288) .197| 2,128 1] .145| 1.333
a. Variable(s) entered on step 1: Leu84Phe SN.
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LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Pat_onc
/METHOD=ENTER Leu53Leu sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Leu53Leu)=Indicator(1)

/CONTRAST (sexocod)=Indicator(1)

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator(1)

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator(1)

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper

Step 1* Leu53Leu 3,201 2] .202

Leu53Leu(1) -1.210 676] 3.201 11 .074 298 079 1.122

LeuS3Leu(2) -23.962( 20500,821 .000 11 .999 .000 .000].

sexocod(1) 230 563 .166 11 .683 1.258 A17 3.792

fed onc(1) 132 628 045 1] .833] 1.142 334 3,906,

Idade3Classes 24,117 2| .000

Idade3Classes(1) 1.526 641 5,662 1] .017] 4.600 1.309 16.171

Idade3Classes(2) 2,988 ,608| 24,117 1] .000| 19.844 6,022 65,391

Tab3Classes 4.808 2] .090

Tab3Classes(1) -1.898 .896] 4.486 11 .034 150 026 .868

Tab3Classes(2) -.092 584 025 1| .874 912 290 2.865

BebAlc3Classes 2.183 2| 336

BebAlc3Classes(1) -.209 592 125 1] .724 811 254 2,587

BebAlc3Classes(2) .829 J41| 1,251 1] .263] 2.290 536 9.784

Char3Classes 11.083 2| .004

Char3Classes(1) 018 15 .001 1] .980] 1.018 251 4,132

Char3Classes(2) 1.808 754 5,751 1] .016] 6.097 1.391 26,713

Constant -1.968 .844| 5.434 1] .020 .140

a. Variable(s) entered on step 1: Leu53Leu, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, Tab3Classes, BebAlc3Classes,
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LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Pat_onc

/METHOD=ENTER Leu53Leu_SN sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes

/CONTRAST (Leu53Leu_SN)=Indicator(1)

/CONTRAST (sexocod)=Indicator(1)

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator(1)

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator(1)

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

JCRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Unper
Step 1* Leu53Leu SN(1) -1.820| .645| 7.967 1] .005 162 046 573
sexocod(1) .300] .542 306 11 .580 1.350 467 3.903
fed onc(1) 671 587 1.306 1] .253] 1.956 619 6,181
Idade3Classes 22.924 2| .000
Idade3Classes(1) 1.432] .626] 5.230 1] .022] 4.189 1.227 14.296
Idade3Classes(2) 2.908| .608| 22913 1| .000] 18.322 5.570 60.269
Tab3Classes 3,886 2| .143
Tab3Classes(1) -1.479| .823| 3.232 1] .072 228 045 1,143
Tab3Classes(2) .149| .567 069 1] .792] 1.161 382 3.529
BebAlc3Classes 1,492 2| 474
BebAlc3Classes(1) -077| .576 018 1] .893 925 299 2.864
BebAlc3Classes(2) J703| .688| 1.045 1] .307] 2.021 525 7.783
Char3Classes 9.423 2| .009
Char3Classes(1) -.196 .696 079 11 .779 822 210 3217
Char3Classes(2) 1.400] .697| 4.030 1] .045 4.056 1.034 15912
Constant -2,221| .838] 7.025 1] .008 .108

a. Variable(s) entered on step 1: Leu53Leu_SN, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, Tab3Classes,
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LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Pat_onc
/METHOD=ENTER Leu84Phe sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Leu84Phe)=Indicator(1)

/CONTRAST (sexocod)=Indicator(1)

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator(1)

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator(1)

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper

Step 1* Leu84Phe 3,201 2] .202

Leu84Phe(1) -1.210 676] 3.201 11 .074 298 079 1.122

Leu84Phe(2) -23.962( 20500,821 .000 11 .999 .000 .000].

sexocod(1) 230 563 .166 11 .683 1.258 A17 3.792

fed onc(1) 132 628 045 1] .833] 1.142 334 3,906,

Idade3Classes 24,117 2| .000

Idade3Classes(1) 1.526 641 5,662 1] .017] 4.600 1.309 16.171

Idade3Classes(2) 2,988 ,608| 24,117 1] .000| 19.844 6,022 65,391

Tab3Classes 4.808 2] .090

Tab3Classes(1) -1.898 .896] 4.486 11 .034 150 026 .868

Tab3Classes(2) -.092 584 025 1| .874 912 290 2.865

BebAlc3Classes 2.183 2| 336

BebAlc3Classes(1) -.209 592 125 1] .724 811 254 2,587

BebAlc3Classes(2) .829 J41| 1,251 1] .263] 2.290 536 9.784

Char3Classes 11.083 2| .004

Char3Classes(1) 018 15 .001 1] .980] 1.018 251 4,132

Char3Classes(2) 1.808 754 5,751 1] .016] 6.097 1.391 26,713

Constant -1.968 .844| 5.434 1] .020 .140

a. Variable(s) entered on step 1: Leu84Phe, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, Tab3Classes, BebAlc3Classes,
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Pat_onc

/METHOD=ENTER Leu84Phe_ SN sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes

/CONTRAST (Leu84Phe SN)=Indicator(1)

/CONTRAST (sexocod)=Indicator(1)

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator(1)

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator(1)

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

JCRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Unper
Step 1* Leu84Phe SN(1) -1.820| .645| 7.967 1] .005 162 046 573
sexocod(1) .300] .542 306 11 .580 1.350 467 3.903
fed onc(1) 671 587 1.306 1] .253] 1.956 619 6,181
Idade3Classes 22.924 2| .000
Idade3Classes(1) 1.432] .626] 5.230 1] .022] 4.189 1.227 14.296
Idade3Classes(2) 2.908| .608| 22913 1| .000] 18.322 5.570 60.269
Tab3Classes 3,886 2| .143
Tab3Classes(1) -1.479| .823| 3.232 1] .072 228 045 1,143
Tab3Classes(2) .149| .567 069 1] .792] 1.161 382 3.529
BebAlc3Classes 1,492 2| 474
BebAlc3Classes(1) -077| .576 018 1] .893 925 299 2.864
BebAlc3Classes(2) J703| .688| 1.045 1] .307] 2.021 525 7.783
Char3Classes 9.423 2| .009
Char3Classes(1) -.196 .696 079 11 .779 822 210 3217
Char3Classes(2) 1.400] .697| 4.030 1] .045 4.056 1.034 15912
Constant -2,221| .838] 7.025 1] .008 .108

a. Variable(s) entered on step 1: Leu84Phe SN, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, Tab3Classes,
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

ANEXO X - Outputs da Tabbela 19

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Pat_onc

/CONTRAST (Pat_onc)=Indicator(1)
/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression

Variables in the Equation

95% C.Lfor EXP(B)
B | S.E.|Wald | df | Sig. | Exp(B) [ ==~
024 375 160 879
003 444

Step 1* Pat onc(1) | -.981| .435| 5.093 1

Constant -.811] .269] 9.105 1
a. Variable(s) entered on step 1: Pat_onc.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Feminino

/CONTRAST (Feminino)=Indicator
/CASEWISE OUTLIER(2)
/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression

Variables in the Equation

95% C.I.for EXP(B)
B |SE. |wald| df | Sig. | Exp(B)

Lower Upper
Step 1* Feminino(1) | -1.652] .679| 5.924 1] .015 .192 .051 725
Constant -.887] .318| 7.807 1] .005 412
a. Variable(s) entered on step 1: Feminino.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Masculino

/CONTRAST (Masculino)=Indicator
/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression

Variables in the Equation

95% C.Lfor EXP(B)
B | S.E. [ Wald | df | Sig. | Exp(B) | [ swer Upper
Step 1° Masculino(1) | -,539] ,668| ,652 1] ,420 ,583 ,158 2,159
Constant -,606] ,508] 1,426 1] ,232 ,545
a. Variable(s) entered on step 1: Masculino.
LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Idade41 50
/CONTRAST (Idade41_50)=Indicator
/CASEWISE OUTLIER(2)
/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)
/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression
Variables in the Equation
] 95% C.I.for EXP(B)
B | S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper
Step 1* Idade41 50(1) | -.821| .944| .757 1 384 440 069 2,798
Constant -.788] .539] 2.137 1] .144 455
a. Variable(s) entered on step 1: Idade41 50.
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Idade M50

/CONTRAST (Idade_M50)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2) /PRINT=GOODFIT CORR CI(95)
/CRITERTA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

) 95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Unper
Step 1" Idade M50(1) | -1.609| .695| 5.359 1] .021 .200 .051 781
Constant .000] .577] .000 1] 1.000] 1.000
a. Variable(s) entered on step 1: Idade M50.
LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER FCDOsim
/CONTRAST (FCDOsim)=Indicator
/CASEWISE OUTLIER(2)
/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)
/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression
Variables in the Equation
95% C.I.for EXP(B)

B | S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Ubper

Step 1°  FCDOsim(1) | -.708] .467| 2.300 1] 129 493 197 1.230

Constant -.818] ,310] 6.970 1] ,008 441
a. Variable(s) entered on step 1: FCDOsim.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER BebAlc 0

/CONTRAST (BebAlc_0)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

) 95% C.1.for EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper
Step 1" BebAlc 0(1) -,639] 780 .672 1] 413 528 114 2434
Constant -1.153] .468] 6.059 1] .014 316
a. Variable(s) entered on step 1: BebAlc 0.
LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER BebAlc 1 2
/CONTRAST (BebAlc_1 2)=Indicator
/CASEWISE OUTLIER(2)
/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)
/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression
Variables in the Equation
) 95% C.1for EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Ubper

Step 1 BebAlc 1 2(1) | -2.066] 1.104| 3.501 1] .061 127 015 1.103

Constant -,642] .391] 2.699
a. Variable(s) entered on step 1: BebAlc_1 2.

—

,100 526

Anexo X-Outputs da Tabela 19 111



Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER BebAlc_M3

/CONTRAST (BebAlc_M3)=Indicator
/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression

Variables in the Equation

95% C.1for EXP(B)
B |SE.|wald| df | sig. | Exp(B)

Lower Upper
Step 1 BebAlc M3(1) | -.944| .772| 1.495 1] .221 389 .086 1.767
Constant -.560] .627| .797 1] .372 571
a. Variable(s) entered on step 1: BebAlc_M3.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Tab_0

/CONTRAST (Tab_0)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression

Variables in the Equation

95% C.1.for EXP(B)
B |SE. | wald| df | Sig. | Exp(B)

Lower Upper
Step 1* Tab 0(1) -.730] .625| 1.362 1] 243 482 142 1.641
Constant | -1.216{ .403| 9.131 1] .003 .296
a. Variable(s) entered on step 1: Tab_0.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Tab_1 10

/CONTRAST (Tab_1_10)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression

Variables in the Equation

95% C.I.for EXP(B)

B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B)

Lower Upper
Step 1* Tab 1 10(1) | -.182] 1.008f .033 1] .857 833

15 6,013
Constant -S511] .516] .979 1] .323 .600

a. Variable(s) entered on step 1: Tab_1_10.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante

/METHOD=ENTER Tab_M10

/CONTRAST (Tab_M10)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression

Variables in the Equation
) 95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Unper
Step 1* Tab M10(1) | -1.658] .820| 4.088 1] .043 190 .038 950
Constant -288| .540] .284 1] .594 .750

a. Variable(s) entered on step 1: Tab_M10.
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Char 0

/CONTRAST (Char_0)=Indicator
/CASEWISE OUTLIER(2)
/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression

Variables in the Equation

95% C.1for EXP(B)
B | S.E. | Wald| df | Sig. [ Exp(B)

Lower Upper
Step 1*  Char 0(1) | -.329| 1.006] .107 1] .744 J720 .100 5.167
Constant -.588] .558] I.111 1] .292 556
a. Variable(s) entered on step 1: Char 0.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Char_1_2

/CONTRAST (Char_1_2)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).
Logistic Regression

Variables in the Equation

95% C.I.for EXP(B)
B | SE. | wald| df | sig. | Exp(B)

Lower Upper
Step 1* Char 1 2(1) | -1.866] 1.100| 2.875 11 .090 155 018 1.338
Constant -1.179] .404| 8.499 1] .004 308
a. Variable(s) entered on step 1: Char_1_2.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Char M3

/CONTRAST (Char_M3)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression

Variables in the Equation
95% C.I.for EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Ubper
Step 1°  Char M3(1) | -1.224| .644| 3.608 1] .058 294 083  1.040
Constant -357| 493] .524 1] .469 .700
a. Variable(s) entered on step 1: Char M3.
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Pat_onc sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Pat_onc)=Indicator(1)

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (sexocod)=Indicator(1)

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator(1)

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator(1)

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator(1)

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper

Step 1* Pat onc(1) -1.906| .637| 8.958 1] .003 149 043 518

sexocod(1) J712] .505] 1.994 1] .158] 2.039 759 5481

fed once(1) J58| .631| 1.444| 1| 229 2.134 .620 7.350

Idade3Classes 4354 2] .113

Idade3Classes(1) J73| .670( 1,331 1] .249] 2.166 583 8.050

Idade3Classes(2) 1.422] .682] 4.347 1] .037| 4.146 1.089 15,782

Tab3Classes 1.648| 2| .439

Tab3Classes(1) J765] .596] 1.647 1| .199] 2.148 668 6,903

Tab3Classes(2) 260| .601| .187 1] .665] 1.297 399 4215

BebAlc3Classes 664 2| 717

BebAlc3Classes(1) 335| .607| .304 1] .581] 1.398 425 4.595

BebAlc3Classes(2) -169( .668] .064] 1| .800 844 228 3,125

Char3Classes 4.901 2| .086

Char3Classes(1) -1.331| .687| 3.756 1] .053 264 .069 1.015

Char3Classes(2) -250] .691| .131 11 718 779 201 3.018

Constant -1,773| .781] 5.148 1] .023 170

a. Variable(s) entered on step 1: Pat_onc, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, Tab3Classes, BebAlc3Classes,
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Feminino sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CONTRAST (Feminino)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper

Step 1* Feminino(1) -2.2731 921 6,094 1] .014 103 017 626

fcd onc(1) -.005| .752| .000 1] .994 995 228 4.342

Idade3Classes 1.635 2| 442

Idade3Classes(1) -1.088| .862| 1.591 1] .207 337 062 1.827

Idade3Classes(2) -.695] .878| .627 1] 428 499 .089 2,788

Tab3Classes 3.076 2] 215

Tab3Classes(1) =347 972 .127 1] .721 707 105 4.750

Tab3Classes(2) 1.024] 1,009 1.029 1] ,310] 2,784 385 20.129

BebAlc3Classes 1.184 2] 553

BebAlc3Classes(1) -186] .937| .040 1] .842 .830 132 5,207

BebAlc3Classes(2) 694 951 532 1] .466] 2.001 310 12.903

Char3Classes 6.415 2| .040

Char3Classes(1) 264 911 .084 1l .772] 1302 218 7.762

Char3Classes(2) -1.898| .908| 4.367 1] .037 150 025 .889

Constant 288 1.297] .049 1| .824] 1.334

a. Variable(s) entered on step 1: Feminino, fcd_onc, Idade3Classes, Tab3Classes, BebAlc3Classes,
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

Logistic Regression

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Masculino sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Masculino)=Indicator
/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator
/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator
/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator
/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator
/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator
/CASEWISE OUTLIER(2)
/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)
/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper

Step 1*  Masculino(1) -2.770| 1,713 2.614 1] .106 063 .002 1.800
fcd onc(1) -3.184] 1.936] 2.706 1] .100 041 .001 1.839
Idade3Classes 3.969 2] .137
Idade3Classes(1) -3.461] 1.800] 3.696 1] .055 031 .001 1.070
Idade3Classes(2) -795] 1.540| .267 1] .606 452 022 9.234
Tab3Classes 131 2] 936
Tab3Classes(1) -336] 931 .130 1l .718 15 115 4430
Tab3Classes(2) -201] 1.276] .025 11 875 818 067 9.969
BebAlc3Classes 2.306 2| 316
BebAlc3Classes(1) | 2.031] 1.354| 2.250 1] .134] 7.619 537 108,197
BebAlc3Classes(2) 396 1,148 .119 1] .730] 1.485 156 14.105
Char3Classes 532 2| 767
Char3Classes(1) -.948| 1.944| .238 1] .626 387 .009 17.478
Char3Classes(2) -.670] 1,021 .431 11 511 511 069 3.785
Constant 2.031] 1.858] 1.196 1] 274 7.622

a. Variable(s) entered on step 1:

Masculino, fcd_onc, Idade3Classes, Tab3Classes, BebAlc3Classes,
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Idade41 50 sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Idade41_50)=Indicator

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.I.for EXP(B)
B S.E. Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper

Step 1* Idade41l 50(1) -3.769 2,306[ 2.670 1] .102 023 .000 2,120

sexocod(1) -2.963 1.587| 3.487 1] .062 .052 .002 1.159

fed onc(1) -20,097| 14544421 .000 11 .999 .000 .000].

Tab3Classes 703 2] .703

Tab3Classes(1) -1.210 1.729] .489 1| 484 298 .010 8.845

Tab3Classes(2) .082 1.682| .002 1] .961 1.086 .040 29.354

BebAlc3Classes 2224 2| .329

BebAlc3Classes(1) -2,387 1,874 1.622 1{ .203 .092 .002 3,621

BebAlc3Classes(2) -2.416 1.818] 1.766 1] .184 .089 .003 3.149

Char3Classes 1,391 2] 499

Char3Classes(1) -.898 2.238( .16l 1] .688 407 .005 32,703

Char3Classes(2) -2.835 2,642 1.152 1] 283 .059 .000 10.412

Constant 6.130 3.889| 2.484 1] .115] 459.255

a. Variable(s) entered on step 1: Idade41 50, sexocod, fcd_onc, Tab3Classes, BebAlc3Classes, Char3Classes.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Idade_M50 sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Idade_M50)=Indicator

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Lfor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Ubper

Step 1* Idade M50(1) -3.202| 1.325| 5.838 11 .016 041 .003 546

sexocod(1) -2.457] 1.035] 5.639 1] .018 .086 011 651

fed onc(1) -2.827| 1.528| 3.426 1| .064 059 .003 1.181

Tab3Classes 1.498 2] 473

Tab3Classes(1) 1.240| 1.075| 1.330 1] .249] 3.456 420 28.432

Tab3Classes(2) 1.015) 1.192 .724 1l 395 2.759 266 28.557

BebAlc3Classes 1.819 2] .403

BebAlc3Classes(1) 1,115 1,132 970 1] 3251 3.049 331 28.052

BebAlc3Classes(2) 1.395] 1.140| 1.497 1] .221] 4.033 432 37.669

Char3Classes 3.228 2] .199

Char3Classes(1) 973| 1.383| .494 1| 482 2.645 176 39.804

Char3Classes(2) -1.243| 1.135| 1.200 11 .273 288 031 2,667

Constant 1.680] 1.328| 1.600 1] .206] 5.365

a. Variable(s) entered on step 1: Idade_M50, sexocod, fcd_onc, Tab3Classes, BebAlc3Classes, Char3Classes.

Anexo X-Outputs da Tabela 19

117



Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER FCDOsim sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (FCDOsim)=Indicator
/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator
/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator
/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator
/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator
/CASEWISE OUTLIER(2)
/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)
JCRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression

Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper

Step 1* FCDOsim(1) -1.813] .798] 5.162 1] .023 163 034 780
sexocod(1) -1.339] .597| 5.039 11 .025 262 .081 844
Idade3Classes 4.534] 2| .104
Idade3Classes(1) -1.899] .894| 4.518 11 .034 150 .026 862
Idade3Classes(2) =778 748 1.083 1] .298 459 .106 1.989
Tab3Classes 2.673 2] 263
Tab3Classes(1) -.039] .666| .003 1] 953 962 .260 3.550
Tab3Classes(2) 1,001 .752| 1.772 1| .183] 2.720 623 11.864
BebAlc3Classes 1.658 2| 436
BebAlc3Classes(1) J734| 763 926 1| 336 2.084 467 9,302
BebAlc3Classes(2) 909 .727| 1.565 1] 211 2.481 597 10.306
Char3Classes 4.750 2| .093
Char3Classes(1) .680| .826| .677 1| 4101 1974 391 9.967
Char3Classes(2) -.955| .691] 1.907 1 .167 385 .099 1.492
Constant .801] .948] .713 1| .398] 2.227

a. Variable(s) entered on step 1: FCDOsim, sexocod, Idade3Classes, Tab3Classes, BebAlc3Classes,
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER BebAlc_0 sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (BebAlc_0)=Indicator

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Unper

Step 1* BebAlc 0(1) -19.311( 7007.914] .000 1] .998 000 .000].

sexocod(1) -2.801 1.228]| 5.201 1] .023 061 .005

fed onc(1) -19.671( 7007.914] .000 1] .998 000 .000].

Idade3Classes 966 2| .617

Idade3Classes(1) | -19.815] 7007.914| .000 1] .998 000 .000].

Idade3Classes(2) | -17.979] 7007.915| .000 1] .998 .000 .000|.

Tab3Classes 724 2| .696

Tab3Classes(1) 35,947 13880.976] .000 1| .998| 4.088E15 ,000].

Tab3Classes(2) 34242 13880.976] .000 1] .998] 7.434E14 .000].

Char3Classes 1.819 2| .403

Char3Classes(1) 1.351 1.490] .822 1] .365 3.863 208 71,678

Char3Classes(2) -431 1.324] .106 1] .745 650 048 8,708

Constant -15.551] 11982.096] .000 1] .999 .000

a. Variable(s) entered on step 1: BebAlc 0, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, Tab3Classes, Char3Classes.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER BebAlc_1_2 sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (BebAlc 1 2)=Indicator

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.1.for EXP(B)
B S.E. Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Ubper

Step 1* BebAlc 1 2(1) -22,711| 6258.181] .000 1] .997 .000 .000].

sexocod(1) 468 1.170| .160 1] .689 1.597 161 15.838

fed onc(1) -175 1.637] .011 1] 915 .840 034 20.776

Idade3Classes 1,654 2| 437

Idade3Classes(1) -1.819 1.810] 1.011 1] 315 162 .005 5,627

Idade3Classes(2) -2.183 1.753| 1.551 1] 213 113 .004 3.501

Tab3Classes 1.386| 2| .500

Tab3Classes(1) -21.878| 6258.,181] .000 1] .997 .000 .000].

Tab3Classes(2) -2.219 1.884| 1.386 1] .239 .109 .003 4.368

Char3Classes 463 2| .794

Char3Classes(1) 1.642 2414 463 1] .496 5.163 046 585.161

Char3Classes(2) | -20.416] 6258.181| .000 1] .997 .000 .000].

Constant 21.996] 6258.181| .000 1] .997| 3.570E9

a. Variable(s) entered on step 1: BebAlc_1_2, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, Tab3Classes, Char3Classes.
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante

/METHOD=ENTER BebAlc_M3 sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes

/CONTRAST (BebAlc_M3)=Indicator

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

JCRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper

Step 1* BebAlc M3(1) -1.479] 1.233] 1.438 11 .230 228 020 2.556

sexocod(1) -1.195| 1.078] 1.228 1] .268 303 .037 2.506

fed onc(1) 484 1.228( .155 1] .694] 1.622 146 18.003

Idade3Classes 3.942 2] .139

Idade3Classes(1) | -1.642| 1.577| 1.084 1] .298 194 .009 4.261

Idade3Classes(2) 1.821] 1.324] 1.890 1] .169] 6.176 461 82.764

Tab3Classes 788 2| 674

Tab3Classes(1) 467( 1,179 157 1] .692] 1,595 158 16,073

Tab3Classes(2) 1.169] 1.355] .745 1] .388] 3.220 226 45.806

Char3Classes 022 2] 989

Char3Classes(1) =221 2.125| .011 1l .917 .801 012 51.635

Char3Classes(2) -161] 1.2711 .0l6 11 .899 851 071 10.279

Constant -261] 1.531] .029 1] .865 770

a. Variable(s) entered on step 1: BebAlc_ M3, sexocod, fcd onc, Idade3Classes, Tab3Classes, Char3Classes.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Tab_0 sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Tab_0)=Indicator

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Lfor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Ubper
Step 1* Tab 0(1) -2,231| 1.101 4.109 1] .043 107 012

sexocod(1) -1.202| .768| 2.446 1] .118 301 067 1.356
fed onc(1) -1.084| 1.014| 1.144 1] .285 338 046 2.467
Idade3Classes 3,064 2| .216

Idade3Classes(1) -2,039| 1.204| 2.869 11 .090 130 012 1.378
Idade3Classes(2) -910] 1.351| .454 1] .501 403 029 5.686
BebAlc3Classes 1.081 2] 582

BebAlc3Classes(1) 662|950 .485 1] .486] 1,938 301 12,482
BebAlc3Classes(2) -292| 1.217| .057 1] 811 747 .069 8.117
Char3Classes 4223 2] .121

Char3Classes(1) 7921 914 752 1] .386] 2.209 368 13.243
Char3Classes(2) -1.3551 .980| 1.912 1] .167 258 038 1.760
Constant 1.367] 1.324| 1.066 1] .302] 3.924

a. Variable(s) entered on step 1: Tab_0, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, BebAlc3Classes, Char3Classes.
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Tab_1_10 sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Tab_1_10)=Indicator

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Unper

Step 1* Tab 1 10(1) -3.338| 2.404] 1928 1] .165 035 .000 3,953

sexocod(1) J056( 1.524| .001 1 971 1.058 053 20.992

fed once(1) -1.015| 2.221] 209 1] .648 362 .005 28.176

Idade3Classes 3.097 2] 213

Idade3Classes(1) -2.232| 1.835] 1.480 11 224 107 .003 3911

Idade3Classes(2) 2.107] 2.035| 1.072 1] 301 8.224 152 444,245

BebAlc3Classes 1.776 2| 412

BebAlc3Classes(1) | -1.633] 2,132 .586 1] 444 195 003 12,759

BebAlc3Classes(2) 1.786] 2.667| .448 1] .503| 5.963 032 1110.215

Char3Classes 2,648 2| .266

Char3Classes(1) -3.274| 2.665] 1.510 1] .219 038 .000 7.016,

Char3Classes(2) -3.168| 2.039] 2.414 11 .120 042 .001 2,289

Constant 1.922] 2.178| .779 1] 3771 6.837

a. Variable(s) entered on step 1: Tab_1 10, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, BebAlc3Classes, Char3Classes.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Tab_M10 sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Tab_M10)=Indicator

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Lfor EXP(B)
B S.E. Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Ubper

Step 1* Tab M10(1) -3.217 2,063 2.431 1] .119 .040 .001 2,286

sexocod(1) -2.682 1.728] 2411 11 .120 .068 .002 2.021

fed onc(1) -1.973 1.766] 1.248 1] 264 139 .004 4428

Idade3Classes 1,958 2| 376

Idade3Classes(1) .520 1.585| .108 1] .743] 1.682 075 37.616

Idade3Classes(2) -2.111 1.785| 1.399 1 237 121 .004 4.003

BebAlc3Classes 2.346 2| .309

BebAlc3Classes(1) | -19.476] 15797,700{ .000 1| .999 .000 ,000].

BebAlc3Classes(2) 2.146 1.401] 2.346 11 .126 8.546 549 133.066

Char3Classes 211 2| .900

Char3Classes(1) 535 2.734] .038 1] .845] 1.707 .008 362.347

Char3Classes(2) .694 1.523] .208 1] .648] 2.002 101 39.627

Constant 1.075 2.446] .193 1] .660] 2.929

a. Variable(s) entered on step 1:

Tab_M10, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, BebAlc3Classes, Char3Classes.
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Char_0 sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Char_0)=Indicator

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper

Step 1*  Char 0(1) -36.749( 12793.376] .000 1] .998 .000 .000].

sexocod(1) 1.393 2.139] 424 1] .515 4.026 061 266.341

fed onc(1) -37.089| 12793.376] .000 1] .998 .000 .000].

Idade3Classes 958 2| .619

Idade3Classes(1) -40,089| 12793.376] .000 1] .997 .000 .000].

Idade3Classes(2) -37.893| 12793.376] .000 1] .998 .000 .000].

Tab3Classes 123 2| .940

Tab3Classes(1) 57,5931 19963.120] .,000 1] .998] 1.029E25 .000].

Tab3Classes(2) 56.741| 19963.120] .000 1] .998] 4.390E24 .000].

BebAlc3Classes 378 2| .828

BebAlc3Classes(1) -1.345 2,186 .378 1] .538 261 .004 18.925

BebAlc3Classes(2) | 36.439] 12793.376( .000 1] .998] 6.684E15 .000].

Constant -19.569] 8847.894| .000 1] .998 .000

a. Variable(s) entered on step 1: Char 0, sexocod, fcd onc, Idade3Classes, Tab3Classes, BebAlc3Classes.

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Char_1 2 sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Char_1_2)=Indicator

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Lfor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Ubper

Step 1* Char 1 2(1) -3.076| 1.667| 3.406 1] .065 046 .002 1.210

sexocod(1) -2.163] 1.040| 4.320 1] .038 115 015 884

fed onc(1) -.887| 1.354] 429 1] 513 412 029 5.854

Idade3Classes 976 2| 614

Idade3Classes(1) -790( 1.281] .381 1] .537 454 037 5.586

Idade3Classes(2) -1.286| 1.303| .975 11 324 276 .021 3.552

Tab3Classes 2.028 2] .363

Tab3Classes(1) -1.690| 1.186] 2.028 1] .154 185 018 1.888

Tab3Classes(2) -859( 1.277] 452 1] .501 424 035 5.180

BebAlc3Classes 319 2| .852

BebAlc3Classes(1) B47( 1.594| .282 11 .595 2.333 103 53.029

BebAlc3Classes(2) A472| 1.598( .087 1] .768] 1.604 .070 36.787

Constant 1.512] 1.563] .935 1] 333] 4.534

a. Variable(s) entered on step 1: Char 1 2, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, Tab3Classes, BebAlc3Classes.
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Polimorfismos nos exdes 2 e 3 da O®-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico

LOGISTIC REGRESSION VARIABLES Variante
/METHOD=ENTER Char_M3 sexocod fcd_onc Idade3Classes Tab3Classes BebAlc3Classes Char3Classes
/CONTRAST (Char_M3)=Indicator

/CONTRAST (Char3Classes)=Indicator

/CONTRAST (sexocod)=Indicator

/CONTRAST (Tab3Classes)=Indicator

/CONTRAST (BebAlc3Classes)=Indicator

/CONTRAST (fcd_onc)=Indicator

/CONTRAST (Idade3Classes)=Indicator

/CASEWISE OUTLIER(2)

/PRINT=GOODFIT CORR CI(95)

/CRITERIA=PIN(0.05) POUT(0.10) ITERATE(20) CUT(0.5).

Logistic Regression
Variables in the Equation

95% C.Ifor EXP(B)
B S.E. | Wald | df | Sig. | Exp(B) Lower Upper

Step 1*  Char M3(1) -1.524| 1.258| 1.467 1] .226 218 018 2.566

sexocod(1) -.684] .867| .624 1] 430 504 .092 2.757

fed onc(1) 124 1,006 .015 11 .902] 1.132 158 8.133

Idade3Classes 729 2| .694

Idade3Classes(1) -1.080| 1.278| .714 1] .398 340 028 4,157

Idade3Classes(2) -.185( 1.107] .028 1] .868 832 095 7.283

Tab3Classes 2.578 2] .275

Tab3Classes(1) .090| 1,053 .007 1] .932] 1,094 139 8,621

Tab3Classes(2) 1.389] 1.169] 1.413 1] .235] 4.012 406 39.639

BebAlc3Classes 873 2| .646

BebAlc3Classes(1) -.052] 1.035| .003 11 .960 949 125 7.219

BebAlc3Classes(2) .885| 1,027 .743 1] .389] 2.424 324 18.133

Constant -,064] 1.632] .002 1] .969 938

a. Variable(s) entered on step 1: Char M3, sexocod, fcd_onc, Idade3Classes, Tab3Classes, BebAlc3Classes.
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