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Resumo

A proteina O%-alquilguanina-DNA-alquiltransferase (MGMT) evita a fixagdo de
mutagdes, a carcinogénese ¢ a morte celular provocadas pela alquilagdo do DNA ao
transferir os aductos alquil, directa e irreversivelmente, para o seu centro activo. Alguns
polimorfismos (SNPs) podem afectar a capacidade de reparagdo da MGMT elevando o
risco de mutacoes e de cancro. Neste trabalho, recorrendo as técnicas de PCR, SSCP ¢
CAPS, procedeu-se a identificacdo de SNPs no promotor e exdes 4 ¢ 5 do gene MGMT,
numa amostra da popula¢do do Algarve. No promotor foram identificados os SNPs
135G—T, 290G—A, 575C—A e 777C—A que na populacdo controlo apresentaram a
frequéncia alélica de 24,6%, 0,9%, 7,0% e 3,5%, respectivamente. O SNP 290G—A foi
encontrado sobretudo em individuos pacientes. O SNP 777C—A foi identificado apenas
em individuos do sexo feminino e, aparentemente, em ligagdo genética ao SNP
135G—T. No que se refere ao exdo 4 ndo foi identificado nenhum caso de SNP. No
exdo 5 pesquisaram-se os SNPs A—G Ilel43Val, G—A Glyl60Arg,
A—G Lys178Arg e T—A Alal97Ala. Nao foi identificado qualquer caso de
polimorfismo G—A Glyl60Arg ou T—A Alal97Ala. Os SNPs A—G Ile143Val e
A—G _Lys178Arg apresentaram-se em ligacdo genética completa com a frequéncia
alélica de 14,0% na populagdo controlo. Verificou-se associa¢do inversa entre os SNPs
135G—T, 575C—A e a patologia oncologica em geral. Apesar de muito pouco
frequente o SNP 290G—A aparenta associagdo com o cancro. Nao se verificou
qualquer associacao dos SNPs 777C—A, A—G Ilel43Val e A—G_Lys178Arg com o
cancro em geral. No entanto, os dois Gltimos SNPs apresentaram associa¢do ao cancro
da mama.

Palavras-chave: O°-alquilguanina-DNA-alquiltransferase, MGMT; polimorfismos;
reparacao de DNA; agentes alquilantes; quimioterapia.
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Polymor phismsin the promoter and exons 4 and 5 of the O6-
alkylguanine-DNA-alkyltransfer ase gene in oncology patients and non-

patients.

Abstract

The protein O6-alkylguanine-DNA-alkyltransferase (MGMT) prevents the fixation of
mutations, the carcinogenesis and the cell death caused by DNA alkylation, transferring
the alkyl adducts directly and irreversibly to its active site. Some polymorphisms
(SNPs) can affect the repair ability of this protein, increasing the risk of mutations and
cancer. In this work, using the techniques of PCR, SSCP and CAPS, samples of the
oncology patients and non-patients of Algarve were screened for SNPs in the promoter
and exons 4 and 5 of the MGMT gene. The promoter SNPs 135G—T, 290G—A,
575C—A and 777C—A were identified among the population control with the allelic
frequency of 24.6%, 0.9%, 7.0% and 3.5%, respectively. The SNP 290G—A was
preferentially found among patients. The SNP 777C—A was identified only among
female subjects, and apparently genetically linked to SNP 135G — T. The exon 4 was
found monomorphic among all individuals. The exon 5 was assessed for the presence
of the SNPs A—G Ilel43Val, G—A Glyl60Arg, A—G Lysl78Arg and
T—A_Alal97Ala. The second and the last of these SNPs were not identified in any
studied individual. The other two SNPs, A—G Ilel43Val and A—»G Lys178Arg, were
completely genetically linked and showed an allelic frequency of 14.0% among the
control population. Inverse association was determined between oncological pathologies
in general and SNPs 135G—T and 575C—A. Although very low frequent the SNP
290G—A appeared associated to cancer. SNPs TT7T—A and
A—G Ilel43Val/A—G_Lys178Arg were not found in association with cancer in
general. Nevertheless, the last two linked SNPs showed association with breast cancer.

Key-words: O6-alkylguanine-DNA-alkyltransferase; MGMT; polymorphisms, DNA
repair, alkylating agents, chemotherapy.
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INTRODUCAO

O DNA esta sujeito a uma pandplia de lesdes, e principalmente, as lesdes de carécter
pré-mutagénico, provocadas por factores enddgenos e/ou exdgenos, que depois de
fixadas podem levar a mutacGes originando alteragdes genéticas graves que em Ultima
instancia podem conduzir ao cancro.

A aquilagdo, pela qual sdo adicionados grupos aquil a pelo menos, 12 pontos no
DNA, é um exemplo de lesBes em que algumas tém caracter mutagénico e
carcinogénico, principalmente, a aquilacd do oxigénio (O°) das guaninas com a
formacdo de OP-alquilguanina. Esta base alterada leva & interpretacéo, pelas DNA
polimerases, das bases de guanina como adeninas as quais s80 apostas timinas nas
novas cadeias sintetizadas de DNA. A eventual ocorréncia de crosslinks (ligacOes
covalentes entre cadeias), morte celular ou malignizagdo levam-nos a considerar 0s
aductos O°-al quilguanina como citotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos.

No entanto, as células estdo equipadas com varios mecanismos de reparacdo das |esdes
no DNA, nomeadamente, mecanismos de excisdo como o0 Base Excision Repair (BER),
0 Nucleotide Excision Repair (NER) e o Mismatch Repair (MMR), e mecanismos de
reversdo directa das lesbes (DDR).

A reparacdo da O°-alquilguanina é efectuada por reversdo directa da lesdo, por via da
proteina O°-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT), capaz de remover 0s grupos
alquil do oxigénio 6 da guanina por um processo catalitico directo eirreversivel.

A MGMT corrige lesdes alquilantes, quer em tecidos tumorais, quer em tecidos
normais. Os principais farmacos quimioterapéuticos usados para tratamento de
patologias do foro oncolégico levam a morte celular dos tecidos ou células anormais

pela alquilacéo (metilagdo e cloroetilagdn). As ateragcbes nos tecidos normais sdo



corrigidas directamente pela proteina apenas num passo restabel ecendo-se a integridade
gendémica. Portanto, a accd da MGMT nos tecidos tumorais dificulta a accéo
terapéutica dos farmacos usados em oncologia e, como tal, tem-se vindo a fazer
esforgos para identificar inibidores da accdo da MGMT, gque usados concomitantemente
com os tratamentos oncoldgicos inibam a ac¢do desta proteina reparadora. Entre os
véarios inibidores da MGMT sdlienta-se a O6-Benzilguanina, um analogo da guanina,
gue se encontra ainda em estudo.

A MGMT tem sido objecto de estudos continuos visando determinar, polimorfismos
existentes na sua sequéncia aminoacidica e respectiva frequéncia alélica, o efeito destes
na accdo da proteina e dos seus inibidores e, eventualmente, a relacdo dos
polimorfismos com as varias patologias do foro oncolégico. Sdo varios 0s
polimorfismos ja descritos para esta proteina reparadora

(http://Mmww.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp& cmd=search& term=%20human%20M GMT).

As mutagdes de ponto na regido do promotor podem alterar a expresséo da MGMT. Por
exemplo, o SNP Try65Cys pode conduzir a instabilidade da MGMT (Schwarzl et al.,
2005) que leva a substituicdo do Triptofano por uma Cisteina na posi¢cdo 65 e o SNP
lle143Val pode afectar a especificidade dos substratos que se ligam & Cys'* do centro
activo da proteina. Por outro lado, encontra-se bem estabel ecida a resisténcia conferida
pelo SNP Gly160R & inibicdo pela O°-benzilguanina (Xu-Welliver et a., 1999) e do
SNP lle1l43Va aquase todos osinibidoresdaMGMT (Fang et al., 2008).

A frequéncia destes e outros polimorfismos no gene MGMT varia extremamente entre
populagOes de etnias diferentes, por exemplo, aproximadamente 20% da populagdo
saudavel Caucasiana € portadora dos alelos polimorficos 11€143Val/Argl78Lys,
polimorfismos que apresentam uma frequéncia muito baixa em individuos saudaveis

Japoneses ou Chineses. Por outro lado, o polimorfismo Gly160Arg apresenta uma



frequéncia mais elevada nas etnias asidticas em comparacdo com as populacdes
caucasi anas.

Apesar de vérios estudos efectuados terem evidenciado uma aparente relacdo entre
vé&rias patologias oncoldgicas e a e a presenca de aguns SNPs, ndo foi ainda

determinada uma relacéo directa e conclusiva.

Este estudo tem como objectivo cientifico, o conhecimento dos polimorfismos
existentes no promotor e nos exdes 4 e 5 do gene MGMT em populagdes pacientes e
nado pacientes do foro oncol dgico, particularmente daregido do Sotavento Algarvio.

E um estudo inovador a nivel nacional, uma vez que, ndo sio conhecidos quaisguer
resultados de estudos efectuados sobre o gene MGMT em popul agdes nacionais, nada se
sabendo da caracterizagdo genética da populacdo Portuguesa em relagdo aos
polimorfismos identificados noutras popul agdes de outros paises.

Neste estudo recorreu-se a vérios métodos de andlise: PCR com primers especificos na
analise do promotor; SSCPs no estudo do exdo 4; PCR com primers especificos e
marcadores CAPS para andlise do exdo 5. Em aguns individuos procedeu-se a

clonagem e a sequenciagdo dos fragmentos de DNA do ex&o5.



1. ESTADO ACTUAL DOS CONHECIMENTOS

1.1. As lesoes no DNA e suas consequéncias

As lesdes que ocorrem no DNA sdo consideradas causa de disfungdo celular, de morte
celular, carcinogénese e do proprio envelhecimento celular, uma vez que podem ser
fixadas como mutagdes e levar a disrupcdo da expressdo genética e a criagdo de
produtos proteicos anomalos, alterando o funcionamento ¢ a viabilidade celular.

Para anular o efeito prejudicial destas lesoes, as células possuem varios mecanismos de
reparagdo. Quando ndo reparadas as lesdes no DNA acarretam frequentemente danos
que se manifestam como mutacdes génicas, alteracdes cromossdomicas, morte celular e

transformagdes malignas (Ross & Kaina, 2006; Kulkarni & Wilson II1, 2008).

1.2. Tipos de lesées no DNA

Diariamente o genoma celular sofre milhdes de lesdes, que na sua maioria afectam a
estrutura da dupla hélice de DNA pela modificagdo quimica das bases. Assim, as bases
podem ser modificadas por substitui¢do, transi¢ao, transversdo, podem ser criados sitios
abasicos apurinicos ou apiridinicos, para além da formacdo de uma variedade de
aductos. As cadeias de DNA podem sofrer quebras na mesma cadeia ou em ambas as
cadeias, inter e intra-crosslinks (ligagdo covalente entre as duas cadeias de DNA) e
também podem ocorrer frameshift (Britt, 2002; Kulkarni & Wilson III, 2008).

Entre os muitos tipos de lesdes que o DNA pode sofrer, salienta-se a importancia da
formagao de aductos nas bases azotadas e principalmente os aductos formados por via

da alquilagdo.



1.2.1. A alquilacio do DNA

A alquilagdo compreende a formacao de aductos alquilantes pela transferéncia de
grupos alquil de uma molécula para o DNA. Devido ao potencial cardcter mutagénico e
carcinogénico de alguns aductos alquil, a alquilacdo encontra-se entre as lesdes mais
importantes que, do ponto de vista biologico, ocorrem no DNA.

Numa molécula de DNA s3o varios os pontos que se encontram sujeitos a alquilacao
com a concomitante formacdo de aductos alquil. Entre os quais, todos os atomos de
oxigénio exociclico e alguns 4tomos no anel de nitrogénio nas bases de DNA, sdo
potenciais alvos para os agentes alquilantes provocando doze diferentes tipos de
modificacdes das bases purinas e pirimidinas. Em particular, os 4tomos de azoto N', N*
e N’ das purinas, os atomos N° ¢ O” das pirimidinas e os atomos de oxigénio O* ¢ O° da

Timina e Guanina. (Margison & Santibafiez-Koref, 2002; Mitra, 2007).

1.2.2. Agentes alquilantes

As substancias susceptiveis de causar aductos alquil no DNA, podem ser de origem
endogena ou exdgena.

Entre os agentes de alquilacdo de origem endogena encontram-se a S-adenosilmetionina
(SAM) a betaina, a colina, varios compostos N-alquil-nitroso como as metilnitrosureas
gerados por nitrosacdo da glicina e dos seus derivados e sais biliares nitrosados (De
Bont & Larebeke, 2004; Kulkarni & Wilson 111, 2008).

Os agentes exdgenos de alquilagdo englobam, entre outros, o clorometano, os

compostos N-nitroso, hidrocarbonos policiclicos aromaticos, aminas heterociclicas,



varios quimicos industriais, a alimentagdo, assim como substincias anticancerigenas
(DeMarini, 2004; Jagerstad & Skog, 2005; Nieminuszczy & Grzesiuk, 2007).

Os compostos N- nitroso presentes no fumo do tabaco sdo a maior fonte ambiental de
exposicao a agentes alquilantes para fumadores, contudo, alguns alimentos, como as
carnes curadas e outros alimentos que contenham nitratos ou nitritos também podem
ser nitrosados (Knekt et al., 1999; De Bont & Larebeke, 2004; Shen et al., 2005).
Muitas das substancias anticancerigenas usadas no tratamento de patologias do foro
oncologico particularmente os agentes cloroetilantes e os metilantes, tém como

mecanismo de ac¢do a alquilacdo de DNA.

1.2.3. Tipos de aductos

Os diferentes tipos de aductos formados por alquilagdo apresentam diferentes
estabilidades na molécula de DNA. Na Tabela 1.1. é apresentada uma listagem dos
aductos alquilicos mais frequentes em DNA.

A N3-alquiladenina e a N3-alquilguanina sdo rapidamente hidrolisadas, os aductos na
N7-alquilguanina permanecem estaveis, com um tempo de meia vida de 40 a 48h in
vitro, enquanto, o aducto O°-alquilguanina se mostra mais estavel, persistindo no DNA
na auséncia de reparagdo. Os aductos, N7-alquilguanina e N3-alquiladenina sd3o mais
frequentes e constituem respectivamente, 80-85% e 8-18% do total dos aductos no
DNA. No entanto, a O%-alquilguanina, com um nivel de inducio de 0,3 a 8% do total
dos aductos alquil no DNA, ¢ considerado o aducto mais critico dada a sua natureza pré-
mutagénica e pré-toxica. Outra lesdo pré-mutagénica, a O*-metiltimina apresenta um

nivel de indugdo ainda mais baixo (0,4%) (Beranek et al., 1990; Kaina et al., 2007).



Tabela 1.1. Principais aductos alquil susceptiveis de causar lesdes no DNA

Tipo de lesdao Pontos de alquilaciao Tipos de aductos Aductos mais conhecidos; danos provocados
Pirimidinas
g~ Timinas
Alquilagéao e
q ¢ o’ 0%-Alquiltinina
N N°-Alquiltimina N3-Metiltimina; bloqueia replicagio DNA
04 04_ Alquiltimina O“-Metiltimina, 04-Etiltimina; citotdxica causam
q transi¢des GC_AT e TA_CG durante a replicagdo de DNA
CH- i Citosinas

N .
/N‘§< o N \ Purinas
dR dR .
Adeninas
1
Thymine Adenine N

Eﬁ N’
¢ Guaninas
3N mmmm HN N\ N3
R (

d OuemHN 6
N O
Cytosine Guanine
N’
Fosfodiesters

0% Alquilcitosina
N3-Alquilcitosina N3-Metilcitosina; inibidores da sintese de DNA

N'-Alquiladenina
N3-Alquiladenina N*-Metiladenina; lesio citotoxica — bloqueia a relicagdo
N’-Alquiladenina

N°-Alquilguanina

O°-Metilguanina; citotoxica causam transigdes GC_AT e

TA_CG durante a replicacdo de DNA

N’-Metilguanina; purinas abasicas mutagénicas (AP sites)

N’-Alquilguanina N’- (2-hidroxietil)guanina; formados por exposigdo ao
oxido de etileno

Alquilacdo do oxigénio das ligagdes fosfodiester

0%-Alquilguanina

[Adaptado de De Bont & van Larebeke, (2004); Margison & Santibaiiez-Koref, (2002)]

1.2.4. A lesdo O%-alquilguanina

A alquilagio do O° da guanina no DNA provoca o rompimento das ligagdes de

hidrogénio entre a guanina e a citosina complementar passando a emparelhar,

preferencialmente, com a timina. Durante o subsequente ciclo de sintese de DNA, o

novo par, O%-alquilguanina:T, conduz a possivel fixagio de uma mutagdo pontual pela

substituicdo da guanina por uma adenina.

~ 6 . . ~
Se por um lado, ndo sendo reparados, os aductos O°-alquilguanina no DNA vao causar

mutagdes de ponto, trocas de cromatideos irmaos e, aberragdes cromossoOmicas, por

outro lado, a formagdo de OC-alquilguanina é o principal responsavel pelos efeitos

quimioterapéuticos dos diversos fadrmacos metilantes e cloroetilantes, usados no

tratamento de patologias oncoldgicas onde o objectivo seja a morte celular (Gerson,

2002; Kaina et al., 2007).



A O°-alquilguanina ¢ do ponto de vista biolégico, em particular no que se refere a
mutagénese e carcinogénese, o aducto de DNA mais importante produzidos por agentes

alquilantes.

1.3. Reparacio das lesoes no DNA

As células eucariotas dispdem de dois mecanismos principais de reparacdo do DNA, os
mecanismos de excisdo e os mecanismos de reversdo directa da lesio (DDR). Os
mecanismos de excisdo servem-se da cadeia ndo danificada como molde para a
reparagdo da outra cadeia da dupla hélice de DNA. Estes mecanismos de excisdo
compreendem o Base Excision Repair (BER), o Nucleotide Excision Repair (NER) e o
Mismatch Repair (MMR). Os mecanismos de reversdo directa da lesdo ndo requerem
uma molécula modelo para proceder a reparagdo, sdo especificos para as lesdes que
corrigem e ndo envolvem a quebra da cadeia fésforodiester.

Os mecanismos BER funcionam durante todas as fases do ciclo celular e reparam
pontos abasicos, varios tipos de quebras simples de cadeias de DNA, assim como,
grande parte dos aductos alquil no DNA, como N7-metilguanina, N3-metiladenina e
N3-metilguanina, entre outros. Os mecanismos NER removem crosslinks (ligacdo as
duas cadeias de DNA), alguns aductos como os induzidos por radiagdes ultravioletas,
algumas lesdes oxidativas, enquanto os mecanismos MMR removem nucledtidos
incorrectamente emparelhados, insercdes ou delecgdes originados durante os processos
de replicagdo ou recombinag¢dao (Kulkarni & Wilson III, 2008). Os mecanismos de
reversdo directa da lesdo (DDR) corrigem preferencialmente os aductos de O°-
metilguanina, O"-metiltimina, N1-metiladenina, N3-metiltimina, N3-metilcitosina e N1-

metilguanina. Entre os mecanismos de reversdo directa da lesdo sobressai a reparacdo



efectuada aos aductos O°-alquilguanina pela ac¢do da proteina O°-metilguanina-DNA

metiltransferase (MGMT) (Sedgwick et al., 2006; Kaina et al., 2007).

1.3.1. Alvos no DNA susceptiveis de reparacio pela MGMT

Entre os aductos de DNA passiveis de serem reparados pela MGMT encontram-se, a
O*-alquiltimina, a O°-cloroetilguanina e a O°-metilguanina sendo esta ultima o alvo
principal da ac¢do reparadora desta proteina.

A lesdo O*-alquiltimina pode ser reparada pela MGMT, contudo, a sua reparagdo é mais
ineficiente ¢ bastante mais lenta que a reparacdo da O°-alquilguanina (Samson et al.,
1997; Dolan et al., 1988; Pegg, 2000; Duguid et al., 2005).

A MGMT também ¢ bastante efectiva na preveng¢do da morte celular por agentes
cloroetilantes, isto porque, a reparacio dos aductos inicias no DNA, O°-
cloroetilguanina, formados por tais agentes impede a posterior formagao de ligagdo
entre as duas cadeias de DNA (interstand cross-links) eventos que despoletardo a morte
celular (Gonzaga et al., 1992; Kaina et al., 2007).

Embora podendo remover vastos aductos formados na posi¢do O°-guanina do DNA,
incluindo grupos, metil-, etil-, n-propil-, n-butil-, 2-cloroetil-, 2-hidroxietil-, iso-propil-,
iso-butil-, etc, tudo indica que a MGMT ¢ mais eficiente na reparagdo dos aductos

metilantes (O°-metilguanina) (Elder et al., 1994; Pegg, 2000).

1.4. A actividade da MGMT em tecidos celulares normais e tumorais

A expressio da MGMT e a sua actividade em tecidos normais de mamiferos ¢

extremamente variavel, entre individuos, entre os tecidos de um individuo e entre as



células de um tecido. A sua expressao ¢ geralmente mais elevada no figado, seguindo-se
o colon e os pulmdes e relativamente mais baixa no cérebro e nos tecidos mieloides
(Margison et al., 2003). A explicacao para a variabilidade desta expressao podera residir
em factores como, a dieta e ritmos circadianos, ou pode ser uma caracteristica inerente a
cada individuo (Heighway et al., 2003), pode estar relacionada com as fases do ciclo
menstrual (Chang et al., 1997; Povey et al., 2007) ou relacionada com a regulagdo
epigenética, pelo envolvimento de factores de transcricdo especificos para cada tecido
(Kaina et al., 2007).

Tem sido considerada a hipdtese de tecidos humanos com baixa actividade de MGMT
sejam mais susceptiveis a carcinogéneos ambientais e constituam um factor de
predisposicdo a tumores. Por exemplo, a baixa actividade da MGMT nas células
humanas CD34+ da medula 6ssea, poderia ser um factor de predisposicdo a leucemias
provocadas agentes alquilantes (Gerson et al., 1996; Limp-Foster et al., 2000). Assim
como, o figado cirrético que contem baixos niveis de MGMT pudesse contribuir para o
aumento do risco de cancro hepatocelular (Major et al., 1998), ou a auséncia de
expressao no cérebro fosse um factor de desenvolvimento de tumores cerebrais (Pegg,
2000), porém, estes e outros pressupostos relacionados ainda ndo foram confirmados.

A expressao da MGMT em tumores ¢ ainda mais variavel que em tecidos normais, a
base bioldgica destas variagdes ndo se encontra completamente estudada, tendo sido no
entanto encontrada expressdo mais elevada em tumores da mama, do c6lon e ovarios
(Chen et al., 1992; Preuss et al., 1996; Margison et al., 2003), em melanomas (lee et al.,
1992), em carcinomas pancreaticos (Kokkinakis et al., 1997), em cancros dos pulmdes
de fumadores (Citron et al., 1993; Mattern et al., 1998), em gliomas ¢ em tumores
cerebrais pediatricos em criancas com idades compreendidas entre os 3 a 12 anos do que

em tecidos normais (Silber et al., 1999; Chen et al., 1999; Bobola et al., 2001). Os
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valores mais baixos de expressao da MGMT em tecidos tumorais foram observados em
tumores testiculares (Kaina et al., 2007).

A variagao da actividade da MGMT em tecidos tumorais ¢ um elemento de extrema
importancia na escolha do tratamento cancerolitico a ser seguido pelos pacientes, dado
que, a maioria dos tratamentos usados provocam as lesdes no DNA normalmente

corrigidas pela MGMT.

1.4.1. Caracterizaciio do gene e da proteina MGMT

O gene MGMT encontra-se no cromossoma 10q26. E relativamente grande, apresenta 5
exdes distribuidos por 300kb de DNA gendémico, dos quais o segundo intrdo,
particularmente grande, ocupa 170 kb

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NT_008818.15&from=2499397&

t0=2799299&dopt=gb). Os quatro ultimos exdes sdo codificantes.

O promotor inclui o primeiro exao e parte do primeiro intrdo. Na regido -953 a +202 bp
(sitio de iniciacdo de transcrigdo +1), apresenta um promotor minimo (-69 a +19) e uma
regido enhancer localizado na primeira ligagao exdo — intrdo (+143 a +202), onde se liga
a proteina MGMT enhancer-binding protein (MEBP). Existem também vérias regides
de ligagdo a factores de transcri¢do, SP1 (862-867), AP1 (344-351) e (151-156), AP2
(420-427) e (602-609). Apresenta também regides com homologia parcial a elementos
de resposta glucocorticoide nas posicdes 28-43 e 63-77 e a sequéncia consenso do
promotor heat shock de eucariotas na posi¢ao 577-591 (Harris et al., 1991; Harris et al.,
1994).

O promotor apresenta falta de caixas TATA e CAAT e contém regides ricas em CG

(ilhas CpG), particularmente, em duas regides entre os nucleotidos 823-936 e 979-1031,
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0 que sugere uma estrutura similar a genes housekeeping (Harris et al., 1991; Margison
et al., 2003). Extensivas metilacdes a ilhas CpG do promotor e nas sequéncias
transcritas do gene MGMT parecem relacionadas com a menor expressao da MGMT em
células Mer-/ Mex- (Costello et al., 1994; Bhakat & Mitra, 2003).

O transcrito final tem aproximadamente 0.95 kb e o peptideo codificado apresenta 207
aminodcidos e um peso molecular de aproximadamente 24 kDa. O codao de iniciag@o
da tradu¢do, ATG, localiza-se na posi¢ao 97, no exdo 2 e o codao de terminacdo, TGA,
na posi¢do 718, no exdao 5. O centro activo da proteina localiza-se na posi¢ao 529 e ¢
definido por um residuo de cisteina (Cys'*’) numa sequéncia muito conservada -
(I/V)PCHR(V/1)- (residuos 144-147). Em que medida a expressdo da MGMT ¢ induzida
pela alquilagdo permanece desconhecida (Tano et al., 1989; Pegg, 2000; Margison et al.,
2003; Fang et al., 2005). A maioria das proteinas MGMT encontram-se no citoplasma e
sdo translocadas para o nicleo apds a ocorréncia de alquilagdo, sdo metaloproteinas de
zinco, constituidas por dois dominios distintos, N- terminal (residuos 1-85) e C-
terminal (residuos 86-207) (Tubbs et al., 2007). O dominio C- terminal, apresenta
residuos conservados em torno do centro activo, onde assenta a capacidade de reparacao
da proteina e, um nimero de outros aminoacidos conservados no dominio de ligacao da
proteina ao DNA. A topologia do dominio C- terminal apresenta-se, absolutamente,
conservada em todas as estruturas conhecidas da proteina MGMT.

O dominio N — terminal da MGMT, apresenta uma actividade de reparagdo fraca, mas
capaz de converter O°-alquilguanina em guanina. Virtualmente ndo apresenta
similaridade na sequéncia de aminoacidos mas mostra-se muito semelhante na estrutura
tridimensional. Este dominio encontra-se ligado a um ido de zinco, que ndo sendo
essencial para a actividade de reparacio da MGMT em humanos, parece aumentar a sua

eficiéncia (Rasimas et al. 2002; Fang et al., 2005).
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A sequéncia de aminoacido muito conservada — PCHRV — em torno da cisteina
receptora e, um numero de outros aminoacidos conservados no dominio de ligacdo da
proteina ao DNA permitiu a identificacdo do gene MGMT em mais de 100 diferentes
espécies dos trés dominios Archea, Bacteria e Eukaria. Contudo este gene nao ¢ ubiquo,
ndo se encontrando em plantas, em Schizosaccharomyces pombe ou em Deinococcus
radiodurans.

O motivo bastante conservado do centro activo permitiu a identificagdo de dois genes
para a MGMT na Escherichia coli, Ada ¢ Ogt. A proteina codificada pelo gene Ada ¢
bifuncional e actua como regulador da transcrigdo activando outros genes envolvidos na
reparagao de lesdes em DNA provocados por alquilagdo e simultaneamente tal como a
MGMT repara, ela propria, O°-alquilguanina. A proteina Ogt é constitutivamente activa,
com 19 kDa repara O°-metilguanina ¢ O*-metiltimina, e, mostra uma actividade similar
ao dominio N- terminal da proteina Ada, (Fang et al., 2005).

Também a Salmonella typhimurium contem uma proteina bifuncional semelhante a
Ada, o Bacillus subtilis apresenta duas proteinas separadas codificadas por genes, adaA
e adaB correspondendo ao regulador de transcricdo e a MGMT respectivamente.
Caenorhabditis elegans, possui dois genes para a MGMT, um similar aos dos outros
eucariotas e, um segundo que actua em O°-metilguanina no DNA, embora apresente
uma homologia mais afastada, uma vez, que uma substituicdo altera o motivo

conservado — PCHR - a volta do residuo de cisteina activa (Fang et al., 2005).

1.4.1.1. Mecanismo de ac¢io da MGMT na reparacio de Oﬁ-alquilguanina

O mecanismo pelo qual a MGMT encontra eficientemente as lesdes no DNA ainda ndo

¢ conhecido, contudo 3 hipdteses foram sugeridas: I) a proteina MGMT migra pelo

13



DNA e detecta as lesdes pela verificacdo de todas as bases no seu centro activo; II) a
MGMT detecta, selectivamente, as lesdes intra-hélice resultantes do instavel
emparelhamento das bases; III) a MGMT captura uma lesdo extra-hélice por
casualidade, resultante do instavel emparelhamento de bases (Tubbs et al., 2007).

Apesar de ndo se conhecer o mecanismo usado pela MGMT no reconhecimentos das
lesdes alquil no DNA sabe-se que a MGMT restaura o DNA transferindo
irreversivelmente, por um mecanismo “suicida”, os aductos O°-alquilguanina, para um

atomo de enxofre da cisteina 145 (Cys'®

) na sua cadeia aminoacidica, sendo assim, a
estrutura do DNA restaurada num unico passo ¢ a proteina MGMT inactivada. Se o
namero de moléculas de O°-alquilguanina formadas no DNA exceder o niimero de
moléculas de MGMT, a reparagdo dos aductos em excesso requer uma sintese de novo
de moléculas de MGMT adicionais ou o uso de outros caminhos de reparagdo como,
NER, BER ou o sistema MMR (Pegg & Byers, 1992).

Depois da reparagdo de DNA pela MGMT, que leva a formagao de S-alquilcisteina na
posigdo Cys'*, ocorre uma mudanga conformacional na MGMT que diminui a sua
afinidade ao DNA, tornando-a mais sensivel a proteases e eventual ubiquitina¢do pelo
proteossoma 26S (Daniels et al., 2000).

Apesar de ser claramente protectora contra aductos O°-alquilguanina a MGMT tem
também, um efeito paradoxal no aumento dos efeitos tdxicos e mutagénicos dos
dialoalcanos, como 1,2-dibromoetano e outros agentes relacionados como 1,3-
butadienodiepoxido. Este efeito deve-se provavelmente a geracdo de um intermediario

reactivo no centro activo da proteina que seguidamente reage formando um aducto

covalente no DNA (Liu et al., 2002; Bugni et al., 2007).
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1.5. A O°- alquilguanina, a sua reparacio e a carcinogénese

Em células normais quando a O°- alquilguanina no DNA ndo é reparada, torna-se
citotoxica e mutagénica. A sua citotoxicidade pode acarretar morte celular por apoptose
e mutacdes de ponto (G—A) tornando-se mutagénica. A mutagenicidade provocada
pelas lesdes O°- alquilguanina, pode converter-se em carcinogenicidade, principalmente
se ocorrer em oncogenes € genes supressores tumorais pela activagao ou inactivagado dos
mesmos (Pegg, 1990; Sawhney et al., 2006).

Nas células tumorais, por outro lado, a reparagdo da O°- alquilguanina é uma barreira a
accdo da maioria dos farmacos alquilantes, metilantes ou cloroetilantes, comummente
usados em quimioterapia no tratamento de patologias do foro oncoldgico (Rabik et al.,
2006). Por este motivo, a actividade elevada da MGMT em tumores, encontra-se
normalmente, associada a resisténcia a ac¢do de farmacos alquilantes usados em
quimioterapia (Schold et al., 2004). Apesar de existirem outros mecanismos de
resisténcia a ac¢do dos farmacos quimioterapéuticos alquilantes como a p53 mutada ou
a p21 e outros mediadores antiapoptoticos, a MGMT ¢é o mais especifico e o mais
importante pelo que a sua inibicdo prévia ¢ determinante para se optimizar o efeito
quimioterapéutico das substancias utilizadas na terapia do cancro (Gerson, 2002).

Os farmacos utilizados no tratamento de patologias do foro oncolégico induzem,
maioritariamente, dois aductos, O6-metilguanina e O°-cloroetilguanina.

Os farmacos metilantes como a dacarbazina (DTIC), a procarbazina, a temozolamida, o
melfalam, e outros, formam aductos de 06-metilguanina e tém sido usados no
tratamento de linfomas de Hodgkins, tumores cerebrais, melanomas, linfomas e outros.
Os farmacos cloroetilantes como, a carmustina (BCNU), a lomustina (CCNU), a

fotemustina, a semustina (metili CCNU), e outros, envolvem a formacio de O°-
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cloroetilguanina e t€ém sido usados no tratamento de tumores do sistema nervoso central
em criancas (CNS Tumors), mielomas multiplos, melanomas, linfomas, tumores
gastrointestinais e outros tumores so6lidos (Gerson, 2002; Duguid et al. 2005; Ross &
Kaina, 2006; Bugni et al., 2007; Tubbs et al., 2007).

A morte celular causada por agentes cloroetilantes envolve a formacao inicial de
monoaductos de O°-cloroetilguanina no DNA seguindo-se uma ciclizagio interna e a
formacao de uma ligagcdo covalente entre as duas cadeias de DNA, que ¢ a principal
lesdo causadora de morte celular pelos agentes cloroetilantes. Esta ligagdo entre cadeias
¢ formada por 1-(3-deoxicitidil)-2-(1-deoxiguanosinil)etano, ¢, uma vez formada, a sua
reparagdo ¢ complexa mas, tudo indica, que durante a fase S sdo formadas duplas
quebras nas cadeias de DNA na zona de replicagdo desta interstand crosslink (ligagao
covalente entre as duas cadeias de DNA) e, se estas ndo forem reparadas, podem ser
responsaveis pelo sinal para a apoptose (De Silva et al., 2000; Bessho, 2003; Roos &
Kaina, 2006; Kaina et al., 2007). A MGMT pode eficientemente abrandar o processo de
tratamento com estes farmacos pela reparacio dos aductos iniciais de O°-
cloroetilguanina, formados pelos farmacos cloroetilantes antes do rearranjo que gera a
ligagdo entre as duas cadeias de DNA.

Em adicdo as substancias metilantes e cloroetilantes, a MGMT também parece aumentar
a resisténcia a outros fairmacos como a ciclofosfamida e a cisplatina. A resisténcia a
ciclofosfamida dever-se-a eventualmente ao metabolito acroleina, que é reconhecido

como um aducto de DNA pela MGMT (Friedman et al., 1999).
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1.6. Inibidores da MGMT como coadjuvantes em terapias oncologicas

Para combater o problema da resisténcia de tumores malignos aos farmacos
quimioterapéuticos, devido a accdo da MGMT em tecidos tumorais, tem vindo a ser
efectuados multiplos estudos que conduziram ao desenho de analogos da guanina, que
actuando como substrato desta proteina possam constituir irreversiveis inactivadores.
Entre os varios inibidores da MGMT destacam-se O° — metilguanina (O°-MG), O°-
benzilguanina  (BG), 4cido O%benzilfolico ou O*benzilfolato, O°-(4-
bromotenil)guanina ou PaTrin-2, varios inibidores d-glucose-conjugados, entre outros.
O primeiro analogo da guanina a ser desenvolvido como inactivador da MGMT foi a
0°-MG (Dolan et al., 1985; Yarosh et al., 1986). No entanto, devido a sua baixa
solubilidade e baixa afinidade com a MGMT (Marathi et al., 1994), concluiu-se que a
O°-MG nio era suficientemente eficiente para ser usada clinicamente (Rabik et al.,
2006).

Desenhou-se posteriormente O°-benzilguanina (BG), um potente e nio toxico inibidor
da MGMT. Este ¢, pelo menos, 200 vezes mais eficiente que O°-MG na inactivagio da
MGMT mas, apesar de existirem algumas respostas positivas nos testes que se tém feito
a BG, tem-se vindo a tornar evidente a sua baixa solubilidade e falta de especificidade
para células tumorais (Dolan et al., 1990; Dolan et al., 1991; Sabharwal & Middleton,
2006; Javanmard et al., 2007; Tubbs et al., 2007).

Outros inactivadores da MGMT como 2-Amino-O*benzilpteridina, 2-Amino-O*-benzil-
6,7-dimetilpteridina, 2-Amino-04-benzil-6-hidroximetilpteridina, acido 2-Amino-O*-
benzilpteridina-6-carboxilico, ~ 2-amino-O’-benzil-6-formilpteridina,  4cido  O*-
benzilfélico ou O*-benzilfolato e O°-(4-bromotenil)guanina ou PaTrin-2 mostraram-se

mais potentes, in vitro, do que BG. O 4cido 2-Amino-O"-benzilpteridina-6-carboxilico e
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O*-benzilfolato sdo mais solaveis em agua que BG, embora, o primeiro ndo se tenha
mostrado eficiente, em ensaios, na morte celular com BCNU. O 04-benzi1folato, que
eventualmente se liga ao sistema de receptores de folato, permite uma maior
selectividade que a BG em tumores. O O°-(4-bromotenil) guanina apresenta as mesmas
desvantagens que BG (Tubbs et al., 2007; Sabharwal & Middleton, 2006; Rabik et al.,
2006; Nelson et al., 2004). Para resolver os problemas de especificidade e solubilidade
destas substancias, tém sido sintetizados varios inibidores d-glucose-conjugados. Estes
derivados s3o soliveis em agua e¢ mantém-se inactivos até a activagdo pela [-
glucuronidase, uma vez que, estas células tumorais consomem altas quantidades de
glucose facilmente se tornam alvos destas substancias. O inibidor glucose-conjugado,
mais eficiente testado até ao momento, é, O°-4-bromotenilguanine-C8-B-d-glucosido.
Estes derivados podem, portanto, ser uteis para monoterapia como pré-drogas de
tumores necroticos que libertem B-glucuronidase (Argiles et al., 1990; Reinhard et al.,
2001; Kaina et al., 2004; Wei et al., 2005; Tubbs et al., 2007).

Outro potencial problema no uso de inibidores de MGMT como, a BG, encontra-se no
aparecimento de MGMT mutadas resistentes a inactivagdo, que, quando expressas em
células de mamiferos sdo muito eficientes contra a ac¢do farmacologica de compostos
como 0 BCNU e a temozolamida. Apesar de terem sido obtidas primariamente in vitro,
certas formas resistentes mutadas ja foram encontradas em células tumorais tratadas
com BCNU e BG. Sio conhecidas pelo menos, 140 mutagdes de ponto que conferem
resisténcia a inactivagdo e trinta coddes distintos em que as mutagdes de ponto causam
resisténcia. O O*-benzylfolato nio apresenta este problema, é provavel que este se ligue
a outros residuos adicionais da MGMT o que ainda nao foi determinado (Pegg et al.,
2000; Loktionova & Pegg, 2002; Liu et al., 2002; Bacolod et al., 2004; Fontes et al.,

2006; Tubbs et al., 2007).
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1.7. Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) da MGMT em popula¢oes humanas

Sao varios os polimorfismos naturais identificados at¢ a0 momento na MGMT humana.

Na tabela Tabela 1.2. sdo apresentados os principais SNPs referidos na literatura.

Tabela 1.2. Compilaciao de polimorfismos para o gene da MGMT

Localizacio Localizacio Identificacio rs# Nucledotido/mudanca Frequéncia alélica
por regido NT_008818.15% SNPs aminoacido em estudos precedentes

MGMT
2498512 1711646 135G—-T 0,145°
2498667 61859810 290G—A 0,013°
2498862 1625649 485C—A 0,375°

Promotor 2498952 Ainda ndo definida 575C—A 0,079'b

2499043 34180180 666G—A 0,08
2499154 34138162 777C—A 0,08'
2499172 Ainda nio definida 795G—C 0,007

Exio 1 2499476 Ainda nio definida 1034A—G 0,015;
2499476 16906252 (5’UTR) 1099C—-T 0,039

Exéo 2 2568535 2020893 G—A/Glu30Lys 0,047
2740123 1803965 C—T/Leu53Leu 0,125

Exdo 3 2740159 2282164 G—C/Trp65Cys 0,002°
2740214 12917 C—T/Leu84Phe 0,145 0,162°
2798995 2308321 A—G/Ile143Val 0,112°, 0,00"

Exdo 5 2799046 2308318 G—A/Gly160Arg 0,0718, 0,00
2799101 2308327 A—G/Lys178Arg 0,112°, 0,00°
2799159 2308324 T—A/Alal97Ala 0,006°

? GenBank accession n°.: NT_008818

b Egyhazi et al 2002 — em 76 Caucasianos Suecos

“Russin et al 1999 — em 33 pacientes de cancro das células pequenas pulmonares

d Margison et al 2003 — dado recolhido da base de dados HGV

¢Otsuka et al 1996 — em 225 Japoneses saudaveis

fDeng et al 1999 — em 60 Japoneses sem cancro

£ Imai et al 1995 — em 28 Japoneses sem cancro

" Wu et al 1999 — em 181 individuos ndo cancerosos (107 Caucasianos, 37 Afro-americanos, 16 Japoneses, et al. )
I Krzesniak et al 2004 —em 17 pacientes de cancro do pulmao

[Adaptado de Margison et al., (2003); Krzesniak et al., (2004); Chae et al. (2006)]

Promotor e exao 1

Os polimorfismos 266C—T, 666G—A e 777C—A e foram encontrados por Krzesniak
et al., (2004) numa populacdo de 30 individuos, seleccionados ao acaso, constituida por

pacientes de cancro do pulmao e controlos saudaveis na Polonia.
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Egyhazi et al., (2002) num estudo efectuado na Suécia identificou os polimorfismos
135G—T, 290G—A, 485C—A, 575C—A, 795G—C e 1099C—T entre 89 pacientes de
melanoma e 76 individuos saudaveis. Consideraram o SNP 290G— A raro, dado que foi
encontrado em 3 individuos da populagdo estudada, apenas 1 caso deste SNP em 89
pacientes e 2 casos em 76 controlos. O SNP C575A, neste estudo, revelou-se apenas em
individuos pacientes, entre os casos controlo e pacientes que apresentavam apenas um
SNP, tendo sido sugerido pelos mesmos autores que o nucleétido 575 encontrando-se
perto da sequéncia que apresenta homologia com o promotor do gene da proteina heat
chock em eucariotas (577-591) poderia afectar a transcricio do gene MGMT. As
alteracdes 135G—T, 485C—A, 795G—C do promotor ¢ 1099C—T no exdo 1

revelaram uma distribui¢do similar entre pacientes e controlos.

A variacdo genética C485A ndo afecta a actividade do promotor (Pegg et al., 2007),
contudo, Chae et al. (2006) observaram uma associacdo significativa entre o SNP
C485A (rs1625649) e a susceptibilidade ao cancro do pulmao, também Hu et al. (2007)
encontraram associagdo entre este polimorfismo e o risco de cancro do pulmdo em

fumadores.

Os SNP 1034A—G e 1099C— T que ocorrem na regido do enhancer (59bp) do exdo 1
foram descritos por Rusin et al., (1999) num estudo efectuado para detectar
polimorfismos em genes de reparagdo de DNA. O SNP, C1099T aumenta (in vitro) a
trancri¢do génica. Em estudos efectuados em pacientes na Polonia, esta alteragdo ndo se
encontrou associada com a incidéncia do cancro do pulmdo (Krzesniak et al., 2004),
contudo, a populagcdo em estudo era muito pequena (Pegg et al., 2007) constituida por

30 individuos seleccionados ao acaso.

20



Mais recentemente, Ogino et al., (2007), verificaram que o SNP do promotor MGMT
1099C—T (rs16906252) se encontra associado com a metilagdo do promotor MGMT e

com o silenciamento do gene MGMT no cancro colorrectal.

Exao 2

G—A/Glu30Lys

Este SNP, G—A/Glu30Lys, foi referido por Margison et al., (2003) e Chae et al.,
(2006), contudo, Egyhazi et al., (2002) nao identificou este SNP em 165 individuos

estudados.

Exao 3

G—C/Trp65Cys

O polimorfismo G—C/Trp65Cys foi encontrado, por Otsuka et al. (1996), em apenas
um individuo heterozigético numa populacdo de 225 Japoneses (Bugni et al., 2007).

Esta mutacdo, W65Cys, poderd conduzir a instabilidade da proteina dado que o
Triptofano 65 se encontra localizado na interface entre os dominios N e C- terminal
sendo possivel que, a substituicdo de um triptofano por uma cisteina mais pequena
afecte a estabilidade da proteina MGMT (Schwarzl et al., 2005) e conduza a sua rapida

degradagdo (Pegg et al., 2007).
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C—T/Leu84Phe

Bugni et al. (2007) estimaram que o alelo Leu84Phe apresenta uma frequéncia alelica
média de 0,15 muito similar entre diferentes grupos étnicos. No entanto, este genotipo
Leu84Phe parece associado com o aumento da incidéncia de glioblastomas (Inou et al.,
2003), na mama (Hans et al., 2006) especialmente entre fumadores (Shen et al., 2005) e
na prostata (Ritchey et al., 2005). Contudo, outros estudos sugerem que este genotipo
estd associado com, um decréscimo da incidéncia de tumores na cabeca e pescogo
(Huang et al., 2005) e do risco do cancro de endométrio (Han et al., 2006). Foi também
associado a um melhor prognostico para pacientes com o cancro do coélon (Moreno et
al., 2006; Stern et al., 2007) e cancro colorrectal. No entanto, outros estudos nao
encontraram relagdo deste gendtipo com o risco de cancro do colon (Tranah et al.,
2006), da mama (Moreno et al., 2006), dos pulmdes, do pancreas, gastricos ou com o
risco de melanoma (Ma et al., 2003; Krzesniak et al., 2004; Shen et al., 2005; Jiao et al.,

2006; Huang et al., 2005; Pegg et al., 2007).

C—T/LeusS3Leu - C—T/Leu84Phe

Estes SNPs descritos inicialmente por Otsuka et al. (1996) na populacao japonesa foram
também identificados em pacientes de melanoma e em individuos controlo na Suécia
por Egyhazi et al. (2002) que ndo encontraram diferenga na frequéncia alélica
significativa nas duas populagdes. A variante C—T/Leu84Phe encontra-se
geneticamente ligada a um segundo SNP C—T/Leu53Leu, tal como determinado por
Egyhazi et al. (2002), que identificaram unicamente 6 casos num total de 42 em que o

primeiro SNP se encontrava isolado. Chae et al. (2006) avaliaram a associagdo entre 0s
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polimorfismos C—T Leu53Leu e C—T Leu84Phe com o cancro do pulmdao numa
populagdo coreana concluindo, que estes apresentavam uma distribui¢ao similar entre as
populagdes oncologica e controlo em estudo. Li et al. (2005) estimaram a associacao
destes SNPs com o cancro da bexiga concluindo, que quando isolados estes SNPs nao
mostravam uma relacdo aparente com o cancro da bexiga mas, quando avaliados em
conjunto, os individuos que possuiam a combinagao destes dois gendtipos apresentavam
um significante risco de cancro da bexiga. Halls et al. (2007) também encontraram

associagdo entre estes SNPs e o cancro do tracto digestivo superior.

Exao 4

Até a data ndo foram encontrados individuos com variagdes genéticas no exao 4 do gene
MGMT. Um estudo efectuado por Wang et al., (1997) com 40 familias, no norte da
China, com alta incidéncia de cancro esofagico encontraram mutagdes pontuais em sete
tecidos de tumores esofagicos, trés casos de Alal21Tru/Glu, dois casos de Asn123Val,
um caso de Gly132Arg e mutagdes silenciosas no codao 111 e 120, contudo, nenhuma
destas alteracdes foi observada nos tecidos normais adjacentes ao tecido tumoral (Wu et
al., 1999).

Um outro polimorfismo no exao 4, Argl28GIn foi encontrado por investigadores
Japoneses através do Millenium SNP Discovery Program, contudo até ao momento, a
existéncia desta forma mutante ainda ndo foi encontrada em populagdes humanas (Haga

et al., 2002; Bugni et al., 2007).
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Exao 5

A—G/Ile143Val - A—>G/Lys178Arg

Os alelos Ile143Val e Lys178Arg encontram-se geneticamente ligados € com uma
frequéncia alélica de 0,15 em Caucasianos, apresentando uma frequéncia alélica muito
mais baixa em populagdes Asidticas ou Africanas (Deng et al., 1999; Egyhazi et al.,
2002; Boffetta et al., 2002; Cohet et al., 2004; Margison et al., 2005; Bugni et al., 2007,
Crosbie et al., 2008).

No ambito das doengas oncoldgicas a maioria dos trabalhos efectuados incidem em
estudos abordando uma determinada patologia oncologica, e o céalculo aproximado do
risco relativo de cancro associado aos SNPs A—G Ile143Val e A—G_Lys178Arg.
Cohet et al. (2004) ao examinarem a associacdo destes SNPs e o risco de cancro do
pulmdo entre ndo fumadores verificaram a existéncia de um significativo risco de
cancro do pulmao associado a estes alelos. Krzesniak et al. (2004) e Zienolddiny et al.
(2006) nao encontraram qualquer relagdo com o cancro do pulmao. Outros trabalhos
referem um risco modesto de cancro do pulmido em individuos caucasianos e afro-
americanos que apresentaram o SNP A—G Ile143Val (Kaur et al., 2004), Wang et al.
(2006) também referiram um risco moderado nos individuos caucasianos ndo-
hispanicos enquanto para o SNP A—G_Lys178Arg ndo foi encontrada relacdo com o
risco de cancro do pulmao nas populacdes analisadas (Yang et al., 2004). Crosbie et al.,
(2008) associaram os alelos 178 Arg e (143Val) com o aumento de risco de cancro do
pulmao. O risco de cancro do pulmao variava com a exposi¢ao ao fumo do tabaco e, em
particular a substitui¢ao da Lys por Arg no codao 178 estava aparentemente relacionada

com um risco mais baixo de cancro do pulmao em fumadores excessivos. Sugerindo um
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efeito protector dos gendtipos 178R (143V) a fumadores excessivos. Estes resultados
aparecem em concordancia com outros trabalhos realizados que correlacionam o alelo
178 com menor incidéncia do cancro colorrectal (Han & Hankinson, 2006; Hazra et al.,
2008), do cancro do pulmao (Povey et al., 2007) e do cancro do endométrio (Tranah et
al., 2006) neste ultimo também o efeito protector deste alelo se encontrou associado a
fumadores.

Também Bigler et al.,, (2005) e Moreno et al., (2006) em outros trabalhos nao
encontraram relagdo entre o SNP A—G Ilel43Val e o risco de, respectivamente,
polipos colorrectais ou com o cancro colorrectal.

Egyhazi et al. (2002) e Ma et al. (2003) abordaram os dois SNPs A—G Ilel43Val e
SNP A—G_Lys178Arg e nao encontraram relagdo significativa entre os individuos que
apresentaram as mutagdes pontuais e o risco de Melanoma.

Han et al. (2006) também nao encontrou relacdo entre o SNP A—G Ilel43Val ¢ o
cancro da mama, no entanto, ma associa¢do entre o consumo de frutos e vegetais e o
reduzido risco de cancro da mama foi observado entre mulheres com pelo menos um
alelo 143Val (Shen et al., 2005).

Hill et al. (2006) e Shen et al. (2006) objectivaram a relagdo destes SNPs
A—G Ilel43Val e SNP A—G_Lys178Arg com o risco de Linfoma nao-Hodgkin ndo
tendo encontrado uma associagdo significativa. Contudo, posteriormente, Shen et al.
(2007) efectuaram um estudo onde encontraram evidéncias de elevada associacdo entre
os individuos que apresentaram estes SNPs o risco de Linfoma nao-Hodgkin e outros
sub-tipos de linfoma.

Existem também uma série de trabalhos efectuados em diversas patologias, como o
cancro gastrico (Huang et al., 2005), pancreatico (Jiao et al., 2006), da prostata (Ritchey

et al., 2005), do endométrio (Han et al., 2006) e, cabeca e pescogo (Huang et al., 2005)
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este, refere-se ao cancro das vias respiratorias e digestivas superiores (cavidade oral,
faringe e laringe), que ndo mostraram relagdo entre os gendtipos do SNP
A—G Ilel43Val encontrados nas varias populagdes analisadas e as patologias

referidas.

G—A/Glyl60Arg

O SNP G—A/Glyl60Arg esta presente em menos de 1% da populagdo Caucasiana,
contudo, pode ter uma maior prevaléncia na populacdo Japonesa. Esta mutagdo
encontra-se perto do centro activo da MGMT, mas néo afecta a reparagio do aducto O°-
metilguanina, no entanto, a proteina mutada ¢ resistente a ac¢do da BG e ndo corrige a
06-piridiloxobutilguanina (Imai et al. 1995; Edara et al., 1996; Mijal et al., 2004; Bugni
et al., 2007).

O alelo G160A foi identificado por Imai et al. (1995) numa populacdo Japonesa com
uma frequéncia alélica de ~ 15%, contudo, outras investigagdes nao conseguiram
identificar este SNP noutras populagcdes humanas estudadas. Outros estudos
investigaram a associagdo deste SNP com o cancro do pulmio ndo tendo sido bem
sucedidos nesta associagdo e determinando a baixa frequéncia deste SNP em populacdes
humanas (Deng et al., 1999; Wu et al. 1999; Kaur et al. 2000; Cohet et al., 2004; Bugni

et al., 2007).

T—A/Alal197Ala

O polimorfismo T—A/Alal97Ala foi encontrado por Egyhazi et al. (2002) no estudo

que efectuaram com pacientes com melanoma e individuos saudaveis na Suécia. Este
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SNP foi descrito, pelos mesmos autores como bastante raro, dado que em 165 amostras

analisadas apenas duas apresentaram esta transversao silenciosa.

Outras associacoes

C—T/Leu84Phe - A—G/lle143Val - A—G/Lys178Arg

Shen et al. (2005) nd3o encontraram nenhuma relagdo entre qualquer dos trés
polimorfismos C—T/Leu84Phe - A—G/Ile143Val - A—G/Lys178Arg e o risco de
cancro da mama.

A associacdo dos polimorfismos Leu84Phe e Ile143Val com o risco do cancro do
endométrio (Han & Hankinson, 2006) mostrou que Phe84 contava para um significante
decréscimo do risco deste tipo de cancro (Bugni et al., 2007).

Bigler et al. (2005) ndo encontrou associagdo entre estes polimorfismos e o risco de
cancro colorrectal.

Estudos levados a cabo por Tranah et al. (2006) avaliaram os polimorfismos Leu84Phe
e lle143Val e o risco de cancro colorrectal em homens e mulheres. Para os homens do
estudo efectuado ndo observaram associacdo entre os polimorfismos Leu84Phe e
[le143Val e o risco de cancro colorrectal. Para as mulheres os resultados obtidos
sugeriram que os SNP Leu84Phe e Ile143Val no gene MGMT influenciavam o risco de
cancro colorrectal.

Huang et al. (2007) examinaram a associacdo entre estes trés SNP e o risco de
carcinoma cervical entre 1012 mulheres de uma provincia Chinesa. Encontraram um
aumento significativo de risco de carcinoma cervical entre as mulheres que

apresentavam um genotipo homozigético para Vall43Val ou Argl 78Arg. Os individuos

27



com genotipos Leu84Phe, Leu84Leu e Phe84Phe nao apresentavam a mesma tendéncia,
enquanto as mulheres portadoras dos haplotipos 84Phe, 143Val e 178 Arg apresentavam
um aumento de risco de carcinoma cervical e também de carcinoma das células
escamosas.

Um estudo efectuado por Felini et al. (2007) numa populacdo de Sdo Francisco
demonstrou uma fraca associagdo entre os SNPs Leu84Phe ¢ Ile143Val e o risco de
gliomas em adultos.

Doecke et al. (2008) compararam a frequéncia de 5 SNPs da MGMT: rs12269324
(A—T) e rs12268840 (C—T) na regido do primeiro intrdo, L84F no exdo 3, 1143V e
K178R no exdo 5 com o risco de adenocarcinoma esofagico (EAC), tendo concluido
que o SNP rs12268840 (C—T) do primeiro intrdo se encontrava associado ao aumento
do risco de EAC. Estes SNPs parecem associados com o aumento de risco de EAC ¢ os
individuos homozigdticos e que sofrem de refluxo gastrico e, possivelmente, os
fumadores apresentam um risco ainda mais acentuado.

Fang et al. (2008) recentemente investigaram a resisténcia destes SNPs a varios
inactivadores da MGMT incluindo, BG, O*-benzilfolato, e outros. As variantes com
[le143Val/Lys1 78 Arg mostraram-se resistentes a todos os inibidores, contudo, a

resisténcia era devida apenas a mudanca Ile143Val.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material genémico

Neste estudo foram realizadas analises do DNA genémico de 121 individuos aleatorios,
dos quais a 57 ndo tinha sido diagnosticada nenhuma patologia do foro oncolodgico ¢ 64
sdo pacientes oncologicos do Hospital Central de Faro. Este estudo obteve autorizagao
da Comissio de FEtica deste hospital para a sua realizagio e desenvolveu-se na
Universidade do Algarve na Faculdade de Engenharia de Recursos Naturais

Todos os individuos analisados foram entrevistados através de um questiondrio (anexo
A.1.) estruturado para a obten¢do de informacdes sobre dados referentes ao género
sexual, origem regional e origem étnica, idade, historial clinico, héabitos pessoais
referentes a consumo de tabaco e alcool, tratamentos medicinais e antecedentes
oncolédgicos familiares para os individuos do sexo feminino foi também equacionada a
eventual ocorréncia de abortos espontaneos. Todos os entrevistados deram o seu

consentimento explicito para as analises realizadas.

2.2. Colheita de amostras sanguineas

De cada individuo que participou no estudo foi colhida uma amostra de 5 ml de sangue
para um Tubo de Hemograma S-MONOVETTE® (2.6 ml K3E) 1,6 mg EDTA/ml
sangue. Os tubos de hemograma com as amostras sanguineas foram numerados de
acordo com os respectivos questiondrios e acondicionados em frigorifico, até ao

momento da extrac¢do de DNA.
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2.2.1. Extracciao de DNA

Para a extrac¢do de DNA foi utilizado o KIT E.ZN.A.™ SE Blood DNA Kit da Omega
Bio-tek todas as amostras foram sujeitas ao protocolo de extrac¢do “Blood DNA
Protocol” seguindo as instrugdes do fabricante.

O DNA extraido foi analisado por electroforese em gel de agarose (General Purpose
Agarose, Lonza"™) a 1,2% (p/v) usando como electrolito uma solugdo tampao de Tris-
Acetato-EDTA (TAE) 1x a pH8 (0,04M Tris-acetato, 0,001M EDTA) a 5 V/cm durante
1h para verificagdo da qualidade do DNA extraido e a auséncia de RNA contaminante.
A visualizagao do DNA efectuou-se, ap6s submersao dos géis em brometo de etidio, por
transiluminacdo com luz UV. As fotografias foram captadas com o sistema Kodak
EDAS 120 e as imagens processadas com o programa de computador 1D Image
Analysis Software v. 2.0.1 (Eastman Kodak, Scientific Imaging Systems, New Haven,
US). Estimou-se o tamanho dos fragmentos de DNA amplificados utilizando o

marcador de peso molecular Gene Ruler DNA Ladder Mix da Fermentas”.

2.2.1.1. Catalogaciao das amostras de DNA

As 121 amostras de DNA extraidas foram acondicionadas em tubos ependorf de 2ml,

catalogados com o niimero do respectivo questiondrio/individuo e marcados a vermelho

e a verde referente a doadores oncoldgicos e a doadores saudaveis, respectivamente.
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2.2.2. Quantificacao de DNA

Quantificaram-se as amostras de DNA, por espectrofotometria UV, a um comprimento
de onda de 260 nm (Sambrook et al., 1989).

Ap0s a leitura Optica do material gendmico extraido, avaliou-se a concentracdo de DNA
por cada amostra e prepararam-se, de seguida, as diluigdes de trabalho. De cada
amostra, retiraram-se Syl de DNA para tubos de 500 pl e diluiram-se com agua
nanopura até a concentracdo final de 4ng/ul. Ao restante material adicionaram-se 3

volumes de etanol a 100% refrigerado. Todos os tubos foram acondicionados a -20°C.

2.3. Analise molecular

2.3.1. Amplificacao por PCR (Polymorphisms Chain Reaction)

Os “primers” utilizados neste estudo para amplificagdo por PCR foram desenhados,

baseando-se na  sequéncia de referéncia do  GenBank  NT 008818

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NT_008818.15&from=2499397&

t0=2799299&dopt=gb).

Os primers foram ressuspensos “overnight” em TE(; (10mM Tris-HCl, pH8.0 e
0,1mM EDTA) de forma a se obter com uma concentragdo final de 100uM procedendo-
se as diluicdes de trabalho dos primers com dgua nanopura até a concentracdo final de
10uM.

Na amplificagio dos fragmentos utilizou-se Taq Polimerase, Promega® (Taq Flexi DNA
Polymerase). As reac¢des de amplificagdo foram realizadas com um volume final de 15

uL de acordo com a descricdo da mistura reactiva apresentada na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Mistura reactiva para PCR

Mistura Reactiva

Componentes Volume (uL) [concentracao final/15uL]
DNA gendémico (4ng/ul) 5ulL 20ng
5x Go Tagq flexi Buffer 3uL 1x
MgCl, Solugdo (25mM) 1uL 1,67mM
Mistura de Nucleotidos (10mM cada) 0,24uL 0,16mM (cada)
Primer (10uM cada) 1uL 0,67uM (cada)
Taq DNA polymerase (5U/uL) 0,12pL 0,04U
Agua nanopura 464pL e
Volume final 15pL

Os termocicladores Perkin Elmer PCR System 2400 e Biometra — UNOII foram
programados com 1 ciclo inicial de 1,5 minutos a 94°C para aumento da probabilidade
de total desnaturagdo de moléculas de DNA longas, seguidos de 35 ciclos de 30
segundos de desnaturagdo das cadeias de DNA a 94°C e 30 segundos a temperatura de
anneling dos respectivos primers, 1 minuto a 72°C para elongacdo dos primers e
finalmente 1 ciclo de 10 minutos a 72°C para completa elongacao de todas as moléculas
amplificadas.

Para identificagdo dos SNP: 135G—T, 290G—A, 575C—A e777C—A na regido do
promotor utilizaram-se os primers apresentados na Tabela 2.2.

Para cada SNP do promotor, desenharam-se dois primers, um que amplifica a sequéncia
selvagem e outro, a sequéncia mutada. O Ultimo nucledtido de cada primer coincide
com o possivel SNP e, em todos os primers foi alterado o 4 nucle6tido a contar da

extremidade 3°.
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Tabela 2.2. Primers utilizados para identificacio dos SNPs 135G—T, 290G—A,
575C—A e 777C—A do promotor MGMT

Fragmento

Primers Sequéncias nucleotidicas/(Sequéncia selvagem) T.m. T.a. (bp)
135G_ T(N) F CTCCCCAAGCGGACTG (CCTG)* 55 62 259
Promot 1R CAGTGICTAGGCCATCGG 55
135G_T(P) F CTCCCCAAGCGGACTT (CCTG)* 54 62 259
Promot 1R CAGTGICTAGGCCATCGG 55
290G AN)F CACAATTCAACTCCTAATCACG (AACG)* 52 60 108
Promot 1R CAGTGICTAGGCCATCGG 55
290 G_A(P)F CACAATTCAACTCCTAATCACA (AACG)* 51 60 108
Promot 1R CAGTGICTAGGCCATCGG 55
575C A(N)F GCGCCGTCCTACGTCCC (ACCO)* 61 65 264
Promot 3R GATGCGCAGACTGCCTCA 58
575C A(P)F GCGCCGTCCTACGTCCA (ACCO)* 60 65 264
Promot 3R GATGCGCAGACTGCCTCA 58

Reverse
777TC_ AN)R CGGCACGCCGGCACTG (CCTG)* 60 65 259
Promot 3F CAGGACCGGGATTCTCAC 55
777C_A(P)R CGGCACGCCGGCACTT (CCTG)* 60 65 259
Promot 3F CAGGACCGGGATTCTCAC 55

Ta: temperatura de anneling; Tm: Temperatura de melting dada pelo programa FAST PCR

* Ultimos 4 nucleétidos da sequencia selvagem

Para amplificacdo do ex@o 4 e 5 usaram-se os primers listados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Primers utilizados para amplificacdo dos exdes 4 e 5

Fragmento
Primers Sequencia nucleotidica T.m.(50mM Na+) T.a. bp)
p
Exio 4F 5’-GAGCTGCTGAAGCCGTTTGTC-3’ 51°C
. 60°C 214
Exdo 4R 5’-GCTTGCGCCATGAGAACTCAC-3’ 51°C
Exio SF 5°- CGTTGTCCAGATCCCTGACTG-3’ 51°C
. 60°C 385
Exio SR 5’-CAGAAAGGGCAGACACGCTTG-3’

Ta: temperatura de anneling; Tm: Temperatura de melting

Para identificacdo do SNP A—G/Lys178Arg especifico no exao5 utilizaram-se os

primers “Exao 5 POLIM Forw” (para amplificacdo da sequencias polimorficas) e “Exao

SR”, “Exa@o 5 SELV Forw” (para amplificacdo das sequencias selvagens) e “Exdo SR”

(Tabela 2.4.).
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Tabela 2.4. Primers para identificacio do SNP A—G/Lys178Arg

Sequéncia nucleotidica/( sequéncia Fragmento
Primers T.m.(50mM Na+) T.a.

selvagem) (bp)

Exdio 5 POLIM Forw 5°-GGCCACCGGTTGGGGAG-3’ (GGAA)* 49°C
. 60°C 236

Exdo 5R 5’-CAGAAAGGGCAGACACGCTTG-3’ 51°C

Exéo 5 SELV Forw 5> GGCCACCGGTTGGGGAA-3’ 58°C
i 60°C 236

Exdo SR 5’-CAGAAAGGGCAGACACGCTTG-3’ 51°C

* ultimos 4 nucledtidos da sequencia selvagem do primer; Ta: temperatura de anneling; Tm: Temperatura de melting

2.3.2. Analise SSCP (Single Strand Conformation Polymorphisms)

A analise por SSCP do exio 4 efectuou-se em géis de poliacrilamida (Long Range®™ Gel
Solution, Cambrex 50%) a 10% (Tabela 2.5.) no sistema Mini-protean II, Bio-Rad®. A
polimerizacdo dos géis efectuou-se a temperatura ambiente, sendo posteriormente
transferidos para ambiente refrigerado a 8°C em tampao TBE 1X (0,095M Tris-borato,
0,002 EDTA pHS.0) onde permaneceram até completo arrefecimento.

Na electroforese vertical, a 4ul do produto de PCR adicionou-se 6ul. de glicerol a
30%, as misturas foram desnaturada durante 5 minutos a 95°C e transferidas
imediatamente para o gel, previamente refrigerado. A electroforese decorreu durante 2
horas a 150V em tampdo refrigerado TBE 1X (0,095M Tris-borato, 0,002 EDTA
pH&.0).

Os géis foram revelados por coloragdo com nitrato de prata e fotodocumentados por
transluminagdo de luz branca, secos sobre papel de filtro, num secador de géis Slab Gel
Dryer GD 40/50 GIBCO BRL acoplado a uma bomba de vacuo durante 1h e 20 minutos

a 65°C.
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Tabela 2.5. Gel a 10% de poliacrilamida

Componentes Volume (ml)
Poliacrilamida LONG RANGE" Gel Solution Cambrex 50% 2 ml
TBE 10x (0,95M Tris-borato, 0,02 EDTA pHS8) 1 ml
Agua nanopura 7 ml
APS 10% (Persulfato de Amoénio APS 10% - BioRad®™) 100 pl
TEMED (Tetrametiletilenediamine C4H;¢N; - Sigma® ) 10 pl

Para coloragio por nitrato de prata, os géis foram submersos em Acido Acético glacial
P.A. a 10% durante 20 minutos. Em seguida foram a lavar 3 vezes com agua nanopura
durante 3 minutos de cada vez. Seguiu-se a incuba¢io em Acido Nitrico a 0,65%
durante 3 minutos e 3 novas lavagens em dgua nanopura durante 3 minutos de cada vez,
sendo em seguida colocados em solucdo de Nitrato de Prata a 0,1% (Tabela 2.6.)
durante 30 minutos. Ap6s lavagem com agua nanopura durante 3 minutos, os géis foram
transferidos para Solucdo de Revelacdo (Tabela 2.7.) até a revelagdo das bandas DNA
no gel. A revelagio foi parada por submersdo em Acido Acético glacial P.A. a 10%

durante 5 minutos.

Tabela 2.6. Solucido Nitrato de Prata a 0,1%

Componentes Volume de solugio (1L)
AgNOj; (Nitrato de Prata a 99% - Aldrich®) g
CH,O (Formaldeido P.A. a 37% - Merck™) 1,5ml
Agua manopura gbp 1L
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Tabela 2.7. Solu¢ao de Revelacao

Componentes Volume de solugiao (1L)
Na,CO; (Carbonato de sédio anidro a 99,8% da Sigma®) 30g
CH,O (Formaldeido P.A. a 37% da Meck™) 1,5ml
Na,S,0; [Tiossulfato de Sodio 5x hidratado da Merck®(solugao stock a 2mg/ml)] Iml
Agua manopura gbp 1L

2.4. Analise CAPS (Cleaved amplified polymorphic Sequence)

O fragmento de DNA gendmico contendo o exdo 5 do gene MGMT foi analisado por
enzimas de restricdlo para os SNP A—G/llel43Val, G—A/Glyl60Arg e
T—A/Alal97Ala. As enzimas de restricdo foram seleccionadas, a partir dos mapas de
restrigao e pesquisados através do programa NEBcutter

(http://tools.neb.com/NEBcutter?2).

Para a respectiva identificacio dos SNPs A— G/llel43Val, G—A/Glyl60Arg e
T—A/Alal97Ala utilizaram-se as enzimas de restricio Faql (Fermentas®), Mspl
(Pharmacia®™) e Alul (Fermentas®).

As reacgoes de restri¢do foram realizadas de acordo com o protocolo aconselhado pelos
fabricantes, utilizando-se em cada reaccao, 0,063U da enzima Faql e 0,08U das enzimas
Mspl e Alul estas ultimas foram previamente diluidas para 2u/pL.

Os produtos de PCR digeridos foram resolvidos por electroforese (5V/cm) em gel de
agarose a 4% (p/v), durante 5 horas para a Faql e a 3% (p/v), durante aproximadamente
3 horas para as enzimas Mspl e Alul. Visualizados e fotodocumentados como ja

descrito.
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2.5. Clonagem e sequencia¢ido de marcadores DNA

2.5.1. Amplificac¢ido e purificacio dos fragmentos do exao 5

Em alguns casos para confirmagdo de resultados duvidosos ou contraditérios procedeu-
se a clonagem e sequenciacao do exao 5.

O fragmento contendo o exao 5 de alguns individuos foi amplificado com a combinagao
de primers Ex3o SF/Ex3o SR utilizando como DNA polimerase a enzima Pfu DNA
Polymerase, Stratagene”. As reac¢des de amplificagdo foram realizadas com um

volume final de 25 pL (Tabela 2.8.).

Tabela 2.8. Mistura reactiva para PCR (Pfu DNA Polymerase - Stratagene®)

Mistura Reactiva

Componentes Volume (uL) [concentracio final/25puL]
DNA genoémico (4ng/uL) 1,5ulL 6ng
10x Native Plus Buffer 2,5uL 1x
PCR Nucleotidos Mix (10mM cada - Promega®) 0,5uL 0,2mM (cada)
Primer (10uM, cada - InvitrogenTM) 2uL 0,4uM (cada)
Native Pfu Polymerase 2,5u/ul 0,4uL 0,1U
Agua nanopura 18,1yl e
Volume final 25puLL

O termociclador Perkin Elmer foi programado com 1 ciclo inicial de desnaturagao de 2
minutos a 94°C, seguidos de 29 ciclos com 30 segundos iniciais de desnaturagdo das
cadeias de DNA a 94°C, 1 minuto a temperatura de anneling dos respectivos primers, 2
minuto a 72°C para elongagdo dos primers e finalmente 1 ciclo final de 20 minutos a

72°C para completa elongagdo de todas as moléculas amplificadas.
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Para a inactivacdo da polimerase Pfu, as amostras amplificadas foram precipitadas com
3 volumes de etanol a 100% refrigerado, e colocadas a -20°C durante 15 minutos. Apds
centrifugacdo a frio durante 15minutos a 13000xg decantou-se o etanol e, depois de
secos a temperatura ambiente os “pellets” foram ressuspensos “overnight” (cerca de
16h) em 7ul de dgua nanopura. Apds ressuspensdo, efectuou-se uma centrifugagio
rapida para concentracdo de impurezas no fundo dos tubos e retiraram-se, para novos
tubos eppendorf, 5,5ul do sobrenadante.

O produto da amplificacdo com a enzima Pfu (5,5ul) foi sujeito a 1 ciclo de adenilagdo

por 30 minutos a 70°C com a mistura reactiva apresentada na Tabela 2.9.

Tabela 2.9. Mistura reactiva para adenilacdo das cadeias de DNA

Mistura Reactiva

Componentes Volume (uL) [concentracio final/10uL]
DNA amplificado s5uL e
5x Go Taq flexi Buffer 2uL 1x
MgCl, Solugdo (25mM) 0,5uL 1,25mM
dATP’s (2mM) 1uL 0,2mM
Go Taq DNA polymerase (5U/uL) 1uL 0,5U
Volume final 10pL

2.5.2. Clonagem

A ligagdo dos produtos de PCR adenilados foi realizada na presenga de T4 DNA ligase
e de um vector apropriado - pGEM®-T Easy Vector, Promega® - mistura descrita na

Tabela 2.10. A reacg¢do ficou a incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.
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Tabela 2.10. Composicao da reac¢ao de ligacao

Reagentes Reaccio de ligacio [concentragdo final/10pL]

Buffer de ligacdo répida 2X, T4 DNA

Ligase - Promega® SulL 1x
Vector (50ng/pl) 1uL Sng
Produto de PCR 3w e
T4 DNA Ligase (3U/pl - Promega®) ims 0,3U
Volume final 10pL

2.5.3. Transformacio de células competentes E.coli TOP 10

A transformacao das células bacterianas com o “insert” desejado, foi realizada por

choque térmico, de acordo com Sambrook et al., (1989).

A 200 pl de células E. coli competentes em tubos tipo ependorf de 2ml esterilizados e
arrefecidos, adicionaram-se ¢ misturaram-se 4ul da reac¢ao de ligagao a cada tubo. Os
tubos foram colocados em gelo durante 30 minutos e, em seguida colocaram-se em
banho-maria aquecido a 42°C onde permaneceram por 30 segundos sem agitacao, sendo
transferidos de imediato novamente para o gelo onde permaneceram por 2 minutos.
Adicionou-se a cada ependorf 800ul de meio SOC que foram incubadas durante 45
minutos a 37°C com agitagdo. Plaquearam-se 100ul de cada cultura de transformagao
em placas de Petri, todas preparadas previamente com meio s6lido LB/Ampicilina
(0,05mg/ml)/IPTG (20mg/ml)/X-Gal (8,3mg/ml) e identificadas. Com a restante cultura
procedeu-se a uma centrifugacdo rapida, para concentragdo das células, pipetaram-se
100ul do concentrado que foram plaqueadas numa segunda placa de Petri, em seguida
incubadas em estufa “overnight” a 37°C. Seleccionaram-se as colonias brancas
transformadas que foram transferidas como esfregacos para outras placas de Petri e,

colocadas a incubar “overnight” a 37°C.
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2.5.4. Confirmacao dos “insert” interesse nas células transformadas

Para confirmagdo da presenga dos fragmentos de interesse clonados efectuou-se
amplificacdo por PCR directamente das colonias aparentemente transformadas, com a
combinag¢do de primers Exao 5F/Exdo 5R.

Com uma ponta de pipeta esterilizada transferiu-se a menor quantidade possivel das
coldnias bacterianas para os tubos PCR, e a mistura reactiva PCR adicionaram-se mais

Sul de 4gua nanopura para perfazer os 15ul do volume final.

2.5.5. Extracc¢ao dos plasmideos

As colonias seleccionadas por PCR foram colocadas a crescer “overnight” a 37°C sob
agitagdo, até atingirem uma densidade Optica adequada e, colocadas posteriormente em
tubos falcon com 10 ml de meio LB com ampicilina (na mesma relagdo de
concentragdes como indicado anteriormente) e deixadas a crescer por mais 7 horas.

A extraccdo dos plasmideos contendo os fragmentos de DNA correspondentes aos

“inserts” de interesse foi efectuada por lise alcalina (Sambrook et al., 1989).

2.5.6. Sequenciacio

Os plasmideos purificados foram quantificados por espectrofotometria e diluidos até a
concentragdo final de 500 ng/ml e enviados para sequenciagdo na empresa “STABvida”.
As reaccdes de sequenciagdo foram realizadas em ambos os sentidos “forward” e

“reverse”, com os “primers’’ universais M13.
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Depois de obtidas as sequéncias dos fragmentos de DNA clonados, foram analisadas

com o programa “BioEdit - Sequence Alignment Editor” versao 7.0.

2.6. Analise estatistica

Para calcular a significancia estatistica, de diferencas observadas na frequéncia de
B! . . 2
genotipos entre pacientes e controlos, usaram-se os testes do qui-quadrado (X°) e

SR 2 ~
sempre que necessario recorreu-se ao X~ com correc¢do de Yates ou ao teste exacto de
Fisher. Para expressar a relagdo entre os gendtipos e o cancro em geral ou um
determinado tipo de cancro calcularam-se odds ratios (OR) com intervalos de confianca

(CI) de 95%.
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3. RESULTADOS

3.1. Questionarios

A populacdo em estudo € constituida no total por 121 individuos dos quais, 41 (33,9%)
sdo elementos masculinos e 80 (66,1%) femininos. O grupo controlo estd representado
por 57 individuos dos quais, 13 (22,8%) sao homens e 44 (77,2%) mulheres, o grupo
representativo de pacientes oncoldgicos sdo 64, 28 (43,8%) sao do sexo masculino e 36
(56,3%) do sexo feminino. Todos os individuos responderam a um questionario
formulado para a obtengdo de informagdes sobre dados referentes ao género sexual,
origem regional e origem étnica, idade, historial clinico, habitos pessoais referentes a
consumo de tabaco e 4alcool, tratamentos medicinais, antecedentes oncoldgicos
familiares, etc. (Anexo A.1.).

Da andlise efectuada aos questionarios verifica-se que a grande maioria dos
participantes deste estudo ¢ de etnia Caucasiana (97,5%) e os restantes Africanos (2,5%)
e no que se refere a nacionalidade cabe a Portuguesa sempre o maior valor percentual
(95,9%).

Quando considerada a idade de todos os individuos, verificou-se que estes tém entre 20
a 82 anos de idade, tendo o grupo controlo idades compreendidas entre os 20 e os 62
anos e o grupo de pacientes entre os 26 e os 82 anos de idade.

Das questdes colocadas aos individuos do estudo pode-se verificar que no grupo de
pacientes sdo os homens que referem mais frequentemente possuirem habitos de
consumo de bebidas alcoodlicas, de tabaco ¢ de se encontrarem sujeitos a substancias
consideradas pelos mesmos como agressivas para a sua saude. As mulheres pacientes

por seu lado referem mais frequentemente possuirem habitos alimentares que incluem
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charcutarias, terem familiares de sangue com antecedentes oncologicos e sofrem de
outras patologias para além da oncologica que obrigam a toma de medicagao
continuada. No grupo controlo os homens referem mais frequentemente possuirem
habitos de consumo de bebidas alcodlicas, de dietas ricas em charcutarias e possuirem
habitos tabagicos. As mulheres controlo sdo as que mais referem possuirem historial
familiar com patologias oncologicas, sofrerem de outras patologias que obrigam a toma
de medicac¢do continuada ¢ de se encontrarem sujeitas a substincias agressivas para a
sua saude.

Quando se analisam os dois grupos, pacientes e controlos, sem distingdo do género
sexual verificou-se que o grupo de pacientes referem mais frequentemente possuirem
habitos de consumo de bebidas alcodlicas, de dietas ricas em produtos de charcutaria,
mais habitos tabagicos, referem terem outras patologias para além de cancro que
obrigam a toma de medicacdo continuada. O grupo controlo refere mais frequentemente
possuir familiares de sangue com antecedentes oncoldgicos e de se encontrarem sujeitos
a substancias agressivas para a sua saude (Tabela 3.1.).

Em relagdo as variaveis quantas gravidezes, quantos filhos e quantos abortos, colocadas
as mulheres deste estudo, verificou-se que as pacientes apresentaram valores superiores
em relagdo ao grupo controlo para todas as respostas positivas a estas varidveis.
Contudo, estes resultados ndo sdo, aparentemente, indicativos de disfung¢do porque, o
grupo de mulheres pacientes esta representado maioritariamente por mulheres mais
velhas em relagdo ao grupo controlo, além disso, uma vez que sdo sobretudo mulheres
com um tipo de vida diferente das mulheres controlo ou seja, sem 0s compromissos
inerentes a uma carreira profissional enquanto, as mulheres controlo sdo
maioritariamente profissionais da saude, supde-se que este pressuposto influencie o

inicio da constitui¢do de uma vida familiar por parte da grande maioria das mulheres
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controlo e que conte para a diferenga verificada nestas varidveis nos dois grupos de
mulheres.

No que se refere as patologias oncologicas referidas pelos pacientes verificou-se que,
entre os 28 homens pacientes, 7 (25,0%) apresentam cancro do célon, 4 (14,3%) cancro
do pulmao, 2 (7,1%) cancro do recto, 2 (7,1%) cancro da bexiga, 2 (7,1%) mieloma
multiplo e, os restantes 11 casos (39,3%) manifestam outras patologias. Em relagdo as
36 mulheres pacientes, 20 (55,6%) manifestam cancro da mama, 6 (16,7%) cancro do
colon, 4 (11,1%) cancro dos intestinos, as restantes 6 (16,7%) apresentam outras

patologias oncolégicas.

Tabela 3.1. Numero de respostas e valor percentual da amostra, nas varias questdes
efectuadas aos participantes no que diz respeito aos seus habitos de consumo ou doenca,
por sexo nos sujeitos pacientes e controlos

Pacientes Controlos
Masculino Feminino Total Masculino Feminino Total
(n=28) (n=36) (n=64) (n=13) (n=44) (n=57)
Consumo de % Dentro do género 26 (92,9%) 20 (55,6%) 10 (76,9%) 26 (59,1%)
bebidas alcodélicas % do Total 40,6% 31,3% 46 (71,9%) 17,5% 45,6% 36 (63,2%)
% Dentro do género 24 (85,7%) 33 (91,7%) 11 (84,6%) 32 (72,2%)
Dieta/Charcutaria
% do Total 37,5% 51,6% 57 (89,1%) 19,3% 56,1% 43 (75,4%)
% Dentro do género 19 (67,9%) 10 (27,8%) 7 (53,8%) 20 (45,5%)
Fumador
% do Total 29,7% 15,6% 29(453%) | 12,3% 35,1% 27 (43,4%)
% Dentro do género 2 (7,1%) 1(2,8%) 0(0,0%) 2 (4,5%)
Helicobacter
% do Total 3,1% 1,6% 3 (4,7%) 0,0% 3,5% 2 (3,5%)
% Dentro do género 2 (7,1%) 2 (5,6%) 1.(7,7%) 3 (6,8%)
Hepatite
% do Total 3,1% 3,1% 4 (6,2%) 1,8% 5,3% 4 (7,0%)
Familiares % Dentro do género 15 (53,6%) 20 (55,6%) 8 (61,5%) 29 (65,9%)
Oncologicos % do Total 23,4% 31,3% 35 (54,7%) 14,0% 50,9% 37 (64,9%)
Patologias/medica¢io % Dentro do género 11(39,3%) 20 (55,6%) 2 (15,4%) 16 (36,3%)
continuada % do Total 17,2% 31,3% 31 (48,4%) 3,5% 28,1% 18 (31,6%)
Outros tipos % Dentro do género 6 (21,4%) 13 (36,1%) 2 (15,4%) 14 (31,8%)
de patologias % do Total 9,4% 20,3% 19 (29,7%) 3,5% 24,6% 16 (28,1%)
Sujeicdo a substancia % Dentro do género 10 (35,7%) 9 (25,0%) 4 (30,8%) 16 (36,4%)
agressiva % do Total 15,6% 14,1% 19 (29,7%) 7,0% 28,1% 20 (35,1%)
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3.2. SNPs no gene MGMT pesquisados neste estudo

Neste trabalho, 121 amostras de DNA foram analisadas para identificagdo de SNPs
localizados no promotor e nos exdes 4 ¢ 5 do gene MGMT, estes SNPs encontram-se
catalogados na GenBank accession n°.: NT 008818.15 com a respectiva identificagao
(rs#) e foram identificados inicialmente por outros autores em trabalhos ja publicados.
Na regido do promotor pesquisaram-se 0s SNPs 135G—T (rs1711646, Egyhazi et al.
2002), 290G—A (rs61859810, Egyhazi et al. 2002), 575C—A (rs ainda ndo definida,
Egyhazi et al. 2002), e 777C—A (rs34138162, Krzesniak et al.2004).

No exdo 4, onde até ao momento ndo foram referenciados polimorfismos em
populagdes humanas, foi também analisado para a possivel ocorréncia de
polimorfismos.

Pesquisaram-se também no exdo 5 os SNPs A—G Ile143Val (rs2308321, Deng et al.,
1999), G—A Glyl60Arg (rs2308318, Imai et al., 1995), A—G_Lys178Arg
(rs2308327, Deng et al., 1999) e T>A Alal97Ala (rs2308324, Egyhazi et al., 2002).

O exdo 5 do gene MGMT apresenta a particularidade dos dois SNPs A—G Ilel43Val e
A—G_Lys178Arg se encontrarem em ligacao genética a 100%, esta ligagao foi referida
em trabalhos ja publicados (Deng et al., 1999; Egyhazi et al., 2002; Cohet et al., 2004;
Yang et al., 2004; Krzesniak et al., 2004; Shen et al., 2007; Doecke et al., 2008),
embora outros trabalhos facam referencia a ligagdes parciais entre os mesmos SNPs na
ordem dos 96, 97% respectivamente, Shen et al. (2005); Huang et al. (2007). Esta
ligacdo também foi pesquisada no presente estudo.

A andlise de polimorfismos foi levada a cabo utilizando trés técnicas de andlise: PCR

para o promotor, SSCP para o ex@o 4 e, enzimas de restricdo e PCR para o exdo 5.
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A anélise de polimorfismos assenta sobretudo na identificagdao da frequéncia alélica dos
SNPs nos dois grupos de individuos (pacientes e controlos) e na associagdo dos SNPs
encontrados nos individuos com patologias do foro oncoldgico. Esta analise foi
efectuada em relagdo ao cancro em geral devido a diversidade de patologias oncolodgicas

encontradas neste estudo.

3.3. Testes prévios de extrac¢ao de DNA

Numa fase inicial do estudo recolheram-se amostras de sangue de 3 doadores em tubos
de hemograma com diferentes anticoagulantes: i) EDTA; ii) heparina — litio; e 1iii)
citrato de sédio.

A extrac¢do de DNA com o kit « KIT E.Z.N.A.™ SE Blood DNA Kit da Omega Bio-
tek — D 3471-02 —, de 5 amostras iniciais revelou a presenca de DNA de elevado peso
molecular e auséncia de RNA.

De uma forma geral, qualquer dos anticoagulantes usado proporcionava um bom
acondicionamento para as amostras de sangue pela preservacdo da integridade do
material genémico de elevado peso molecular, pelo que se decidiu optar pelo uso de
tubos com EDTA (Figura 3.1.).

As amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria e os valores da sua

concentragdo podem ser consultadas no Anexo A.2.
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3. RESULTADOS

Figura 3.1. DNA genémico de varias amostras (gel de agarose a
1,2%). Note-se a auséncia de RNA.

3.4. Pesquisa dos polimorfismos 135G—T, 290G—A, 575C—A e 777C—A no

Promotor do gene MGMT

A pesquisa dos polimorfismos 135G—T, 290G—A, 575C—A e 777C—A no promotor
(Figura 3.2.) realizou-se por PCR com dois pares de primers, desenhados
especificamente para cada SNP, um par para amplificagdo das sequéncias selvagem,
outro para amplificagdo das sequéncias que contenham o respectivo SNP. O par que
amplifica na sequéncia selvagem tem um primer alterado apenas no quarto nucle6tido
3’. O par usado para amplificagdo das sequéncias polimdrficas tem um primer que para
além da alteracdo no quarto nucleétido 3’ tem também alterado o ultimo nucleotido 3’

do mesmo primer (Tabela 3.2.).

Polimorfismos no promotor e nos exdes 4 ¢ 5 da O°-alquilguanina-DNA- alquiltransferase em 47
populacgoes de pacientes e nao pacientes do foro oncologico



SNPs

- Sequéncia de referéncia - Primers
n°.:NT_008818.15 hgl8 knownGene BC000824 0 range=chr10:131153510-131155509
bp 951 —» CCAGGGAAGAGTGTCCTCTGCTCCCTCCGAAGGCTCCAGGGAAGGGTCTG
TCCTCTTAGGCTTCTGGTGGCTTGCAGGTGCAGCCCTCCAATCCTCCTCC 135G-T(N/P)F
135G_T CCAAGCGGCCTTCTGCCTATAAGGACACGAGTCATACTGGATGAGGGGCC
CACTAATTGATGGCTTCTGTAAAGTCCCCATCTCCAAATAAGGTCACATT
GTGAGGTACTGGGAGTTAGGACTCCAACATAGCTTCTCTGGTGGACACAA 290G-A (N/P)F
290G_A TTCAACTCCTAATAACGTCCACACAACCCCAAGCAGGGCCTGGCACCCTG
TGTGCTCTCTGGAGAGCGGCTGAGTCAGGCTCTGGCAGTGTCTAGGCCAT PromotlR
CGGTGACTGCAGCCCCTGGACGGCATCGCCCACCACAGGCCCTGGAGGCT
GCCCCCACGGCCCCCTGACAGGGTCTCTGCTGGTCTGGGGGTCCCTGACT
485C_1A AGGGGAGCGGCACCAGGAGGGGAGAGACTCGCGCTCCGGGCTCAGCGTAG
CCGCCCCGAGCAGGACCGGGATTCTCACTAAGCGGGCGCCGTCCTACGAC Promot3F 575C-A
575C A CCCCGCGCGCTTTCAGGACCACTCGGGCACGTGGCAGGTCGCTTGCACGC (N/P)F
666CA CCGCGGACTATCCCTGTGACAGGAAAAGGTACGGGCCATTTGGCAAACTA

777C A 795G .C

1034A-G

1099C-T

AGGCACAGAGCCTCAGGCGGAAGCTGGGAAGGCGCCGCCCGGCTTGTACC
GGCCGAAGGGCCATCCGGGTCAGGCGCACAGGGCAGCGGCGCTGCCGGAG
GACCAGGGCCGGCGTGCCGGCGTCCAGCGAGGATGCGCAGACTGCCTCAG
GCCCGGCGCCGCCGCACAGGGCATGCGCCGACCCGGTCGGGCGGGAACAC
CCCGCCCCTCCCGGGCTCCGCCCCAGCTCCGLCCCCLCGLGLGLeeeaaeee
CGCCCCCGCGCGCTCTCTTGCTTTTCTCAGGTCCTCGGCTCCGCCCCGCT
CTAGACCCCGCCCCACGCCGCCATCCCCGTGCCCCTCGGLCCCCGLCCCCG
CGCCCCGGATATGCTGGGACAGCCCGCGCCCCTAGAACGCTTTGCGTCCC

- Sequéncia de referéncia -
hgl8_knownGene_BC000824_1 range=chr10:131155510-131155550

GACGCCCGCAGGTCCTCGCGGTGCGCACCGTTTGCGACTTGGTGAGTGTC
TGGGTCGCCTCGCTCCCGGAAGAGTGCGGAGCTCTCCCTCGGGACGGTGG

777C-A Promot3R
(N/P)R

Exdo 1
«— bp 2141

Figura 3.2. SNPs e primers do promotor ¢ exdo 1 MGMT. Os SNPs do promotor e exao 1
encontram-se marcados a vermelho. A castanho, verde e, a cinzento encontram-se os primers

utilizados para analise dos SNPs.

Tabela 3.2. Primers desenhados para a pesquisa de SNPs no promotor MGMT

Primers Sequencia nucleotidica/(Terminus selvagem) T.m. bp T.a. Resultados

135G_TMN)* F CTCCCCAAGCGGACTG (CCTT)* 55 62
Promot 1R CAGTGTCTAGGCCATCGG 55 .

259 Figura 3.3.
135G_T(P)**F CTCCCCAAGCGGACTT (CCTT)* 54 62
Promot 1R CAGTGTCTAGGCCATCGG 55
290 G_A(N)* F CACAATTCAACTCCTAATCACG (AACG)* 52 60
Promot 1R CAGTGTCTAGGCCATCGG 55 108 Figura 3.4
290 G_A(P)**F CACAATTCAACTCCTAATCACA (AACG)* 51 60 o
Promot 1R CAGTGTCTAGGCCATCGG 55
575C_AN)*F GCGCCGTCCTACGTCCC (ACCCO)* 61 65
Promot 3R GATGCGCAGACTGCCTCA 58 .

264 Figura 3.5.
575C_A (P)**F GCGCCGTCCTACGTCCA (ACCCO)* 60 65
Promot 3R GATGCGCAGACTGCCTCA 58
777TC_AN)*R  CGGCACGCCGGCACTG (CCTG)* 60 65
Promot 3F CAGGACCGGGATTCTCAC 55 259 Figura 3.6.
777 C_A (P)** R CGGCACGCCGGCACTT (CCTG)* 60 65
Promot 3F CAGGACCGGGATTCTCAC 55

Tm: temperatura de melting indicada pelo programa FastPCR; Ta: Temperatura de anneling; ( )* Gltimos 4
nucleodtidos da sequencia selvagem; * Par de primers usados na amplificacdo das sequéncias selvagem; **Par de
primers usados na amplificagdo das sequéncias que contém polimorfismo; F: forward; R: reverse
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3. RESULTADOS

3.4.1. SNP 135G—T no promotor MGMT

Os pares de primers especificos utilizados para pesquisa do SNP 135G—T no promotor
MGMT, originam produtos de 259bp na amplificacdo dos fragmentos de DNA. Esta
técnica revelou 43 individuos polimodrficos dos quais 39 sdo heterozigéticos e 4
aparentemente homozigoticos para este SNP. Os individuos aparentemente

homozigo6ticos para o SNP nao revelaram produtos de amplificagdo com os primers

desenhados para amplificacdo da sequéncia selvagem (Figura 3.3.).

A

10 1

il L

Figura 3.3. SNP 135. O produto PCR esperado (259bp) encontra-se assinalado pelas
setas vermelhas. A. Amplificagdo da sequéncia selvagem. O individuo 21 (a rosa)
ndo amplifica esta sequéncia. B. Amplificacdo da sequéncia polimoérfica. Note-se a
frequéncia elevada de polimorfismos (individuos a rosa). O individuo 21 ¢
aparentemente homozigético para este SNP.

O SNP 135G—T no promotor MGMT encontrou-se com elevada prevaléncia na
populacao estudada (35,5%). Verificando-se que os homens apresentaram mais este
SNP (41,5%) que as mulheres (32,5%), assim como os individuos controlo (42,1%) em
relagdo aos pacientes (29,7%). Enquanto nos homens este SNP se encontra sem grandes

diferengas entre controlos e pacientes, nas mulheres a relagdio ¢é quase de
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I paciente:2controlos, também se verificou que os individuos homozigoticos neste SNP
sao todos controlos, o que influencia o facto da frequéncia alélica nos individuos
controlo (24,6%) ser superior a encontrada para os individuos pacientes (14,8%).

A andlise de relacdo deste SNP com o cancro em geral, indicou associagdo inversa do
SNP 135G—T com o cancro [OR=0,58; (0,27-1,23)], o que se deve sobretudo as
mulheres que arrastam mais a relagdo para o lado inverso da associagdo [OR=0,41; 95%
CI (0,15 - 1,11)], ndo se tratando de resultados claros dada a amplitude do intervalo de
confianga (CI) devido, provavelmente, ao baixo nimero de individuos da populagdo que
afecta a consisténcia dos resultados. Analisou-se também a associagdo deste SNP com o
cancro da mama em mulheres, por se ter verificado que cinco mulheres que
apresentavam este SNP padeciam daquela enfermidade, que resultou na associagdo

inversa com significado [OR=0,22; 95% CI (0,07-0,69)] (Anexo A.3.).

Tabela 3.3. SNP 135G—T no promotor MGMT e frequéncias alélicas detectados
neste estudo nos 4 grupos de individuos analisados

SNP 135G—T Promotor MGMT

Populagdo/n® individuos N¢ individuos (%) N° de alelos (Frequéncia alélica%)
Homens Total 41 17 (41,5) 18 (22,0)
Homens controlo 13 6 (46,2) 7(26,9)
Homens pacientes 28 11(39,3) 11 (19,6)
Mulheres Total 80 26 (32,5) 29 (18,1)
Mulheres controlo 44 18 (40,9) 21(23,9)
Mulheres pacientes 36 8(22,2) 8(11,1)
Controlos Total 57 24 (42,1) 28 (24,6)
Pacientes Total 64 19 (29,7) 19 (14,8)
Individuos Total 121 43 (35,5) 47 (19,4)
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3. RESULTADOS

3.4.2. SNP 290G— A no promotor MGMT

Os produtos de 108bp obtidos por amplificacdo com os pares de primers especificos
para o SNP 290G—A (Figura 3.4.) permitiram a identificagdo de 6 individuos

polimérficos dos quais um ¢ homozigético para este SNP.

Figura 3.4. SNP 290. O produto PCR esperado (108bp) encontra-se assinalado pelas
setas vermelhas. A. Amplificagdo da sequéncia selvagem. B. Amplificagdo da
sequéncia polimorfica. Note-se a baixa prevaléncia deste SNP (individuo assinalado a
rosa).

Verificou-se na andlise de distribuicdo do SNP 290G—A no promotor MGMT pelos
grupos de individuos, que este SNP se encontrou apenas num individuo controlo
feminino (1,8%), que referiu ter familiares de sangue com historial de cancro. Os
restantes individuos pacientes que apresentaram este SNP sdo cinco (7,8%) e com
patologias diversas, dos quais, 4 sdo (11,1%) mulheres ¢ 1 (3,6%) homem. Esta
distribuicdo aliada ao facto do unico individuo homozigdtico neste SNP ser paciente
reflectiu-se na supremacia da frequéncia alélica do SNP 290G— A nos pacientes (4,7%)
em relacdo aos controlos (0,9%). No entanto, a associagdao deste SNP ao cancro em
geral foi encontrada [OR=4,75; 95% CI (0,54 - 41,90)] principalmente nas mulheres

[OR=5,38 95% CI (0,57-50,42)], contudo, a pouca significancia dos dados (CI) deve-se,
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eventualmente, ao niimero reduzido de casos (Anexo A.4.). Estes individuos pacientes
apresentaram patologias oncologicas diferentes o que impossibilitou a possivel analise

de associagdo a uma determinada patologia.

Tabela 3.4. SNP 290G—A no promotor MGMT e frequéncias alélicas detectados
neste estudo nos 4 grupos de individuos analisados

SNP 290 G— A Promotor MGMT

Populac¢io/n® individuos N° individuos (%) N° de alelos (Frequéncia alélica%)
Homens Total 41 124) 1(1,2)

Homens controlo 13 0 0

Homens pacientes 28 1(3,6) 1(1,8)

Mulheres Total 80 5(6,3) 6 (3,8)

Mulheres controlo 44 1(2,3) 1(1,1)

Mulheres pacientes 36 4(11,1) 5(6,9)

Controlos Total 57 1(1,8) 1(0,9)

Pacientes Total 64 5(7,8) 6 (4,7)

Individuos Total 121 6 (5,0) 7(2,9)

3.4.3. SNP 575C—A no promotor MGMT

A técnica de amplificagdo com primers especificos possibilitou a identificacdo de 11
individuos portadores do SNP 575C— A sendo todos heterozigéticos, dado que, todas as
amostras revelaram produtos de amplificacdo (264bp) com o par de primers especifico

para amplificacdo nas sequéncias selvagem (Figura 3.5.).
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Figura 3.5. SNP 575. O produto PCR esperado (264bp) encontra-se assinalado pelas
setas vermelhas. A. Amplificagdo da sequéncia selvagem. B. Amplificagdo da
sequéncia polimérfica. A rosa encontram-se assinalados os individuos
heterozigdticos.

O SNP 575C—A encontrou-se com baixa prevaléncia na populagdo deste estudo [n=11
(9,1%)], sobretudo no grupo de pacientes e em especial nas mulheres pacientes onde
apenas um individuo apresentou este SNP, o que explica a grande diferenca na
frequéncia alélica encontrada nos controlos (7,0%) em relagdo a identificada no grupo
de pacientes (2,3%).

Na analise de associa¢do deste SNP com o cancro, verificou-se a associagdo inversa do
SNP 575C—A com o cancro em geral [OR=0,30; 95% CI (0,08-1,20)], contudo, a
grande amplitude do intervalo de confianga (CI) da pouco significado aos resultados.
Isto deve-se provavelmente ao nimero de individuos da populagdo analisada neste
estudo que, apesar de serem 121 individuos, sdo poucos para dar consisténcia aos
resultados obtidos da relacdo entre individuos polimoérficos e selvagens na presenga ou

auséncia de cancro (Anexo A.5.).
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3. RESULTADOS

Tabela 3.5. SNP 575C—A no promotor MGMT e frequéncias alélicas detectados
neste estudo nos 4 grupos de individuos analisados

SNP 575 C— A Promotor MGMT

Populacio/n® individuos N° individuos (%) N° de alelos (Frequéncia alélica%)
Homens Total 41 4(9,8) 4 (4,9)
Homens controlo 13 2 (15,4) 2(7,7)
Homens pacientes 28 2(7,1) 2 (3,6)
Mulheres Total 80 7 (8,8) 7 4,4)
Mulheres controlo 44 6 (13,6) 6 (6,8)
Mulheres pacientes 36 1(2,8) 1(1,4)
Controlos Total 57 8 (14,0) 8 (7,0)
Pacientes Total 64 34,7) 3123
Individuos Total 121 11 (9,1) 11 4,5)

3.4.4. SNP 777C—A no promotor MGMT

A verificacdo da existéncia do SNP 777C—A no promotor do gene MGMT nos 121
individuos analisados resultou na identificacdo de 8 amostras alteradas para o SNP
777C—A por amplificagdo com os primers especificos para este SNP. Esta técnica de
PCR nio revelou individuos homozigéticos, todas as amostras revelaram produtos de

amplificagdo nas sequéncias selvagem (259bp) com os primers especificos (Figura 3.6.).

Figura 3.6. SNP 777. O produto PCR esperado (259bp) encontra-se assinalado pelas
setas vermelhas. A. Amplificagdo da sequéncia selvagem. B. Amplificagdo da
sequéncia polimorfica. Note-se a baixa prevaléncia de SNP (individuos a rosa).
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No caso dos individuos polimorficos no SNP 777C—A verificou-se, para além da baixa
prevaléncia encontrada na populagdo do estudo (6,6%), o extraordinario facto deste
polimorfismo figurar apenas em 8 mulheres, em igual nimero (4) nas mulheres
pacientes (11,1%) e nas controlo (9,1%), no entanto, a frequéncia alélica nos controlos
(3,5%) ¢ ligeiramente superior a encontrada nos pacientes (3,1%), devido ao maior
numero de mulheres controlo total.

A prevaléncia deste SNP em mulheres suscita davidas porque, se sabe que este gene nao
se encontra relacionado com o sexo e, nas analises PCR efectuadas os fragmentos de
amplificacdo obtidos coincidiram com o esperado, contestando a hipotese de erro,
contudo, nao foram sequenciadas amostras para comprovagao dos resultados.

Devido ao reduzido numero de individuos polimdrficos e pela distribui¢do que este SNP
apresenta no grupo das mulheres, ndo foi encontrada qualquer associagdo deste SNP a

patologias do foro oncolégico em geral [OR=0,88; 95% CI (0,21-3,7)] (Anexo A.6.).

Tabela 3.6. SNP 777C—A no promotor MGMT e frequéncias alélicas detectados
neste estudo nos 4 grupos de individuos analisados

SNP 777 C—A Promotor MGMT

Populac¢io/n® individuos N¢ individuos (%) N° de alelos (Frequéncia alélica%)
Homens Total 41 0 0

Homens controlo 13 0 0

Homens pacientes 28 0 0

Mulheres Total 80 8 (10,0) 8 (5,0)

Mulheres controlo 44 49,1) 4 (4,5)

Mulheres pacientes 36 4(11,1) 4 (5,6)

Controlos Total 57 4(7,0) 43,5

Pacientes Total 64 4 (6,3) 43,1

Individuos Total 121 8 (6,6) 8 (3,3)
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3.4.5. Sintese da pesquisa dos SNPs identificados no promotor MGMT

Assim como em outros trabalhos (Wang et al., 2006; e Egyhazi et al., 2002; Krzesniak

et al., 2004) foram identificadas as frequéncias alélicas de cada SNP pesquisado neste

estudo, a realcgar, a elevada prevaléncia de individuos polimorficos no SNP 135G—T, o

SNP 290G—A com frequéncia alélica superior nos pacientes (1,8%) em relagdo aos

controlos (0,9%). Em relagdo a associagdo dos SNPs com o cancro a a realgar a aparente

associagdo inversa do SNP 135G—T com o cancro em geral e em particular com o

cancro da mama em mulheres, a possivel associagdo do SNP 290G—A, ¢ a falta de

relacdo do SNP 777C—A.

Quando se analisa a probabilidade de individuos homozigéticos pode-se constatar que

os valores se encontram em concordancia com o esperado (Tabela 3.7.).

Tabela 3.7. SNPs 135G—T, 290G—A, 575C—A e 777C—A do promotor MGMT,
resultados, probabilidade de homozigéticos e frequéncias alélicas

Polimorfismos promotor MGMT

- Homo" Frequéncia Frequéncia alélica
SNPs (fr:z;ltsre:s) Selvagem Tot::i?é\l Ps Hetero” W alélica Controlo/Pacientes
P global (C/P)

135G—»T  PCR (121) 78 (64,5%) 43 (35,5%) 39 (32,2%) 4 (3,3%) 19,4% C 24,6%
p=0,0376 P 14,8%
290G—~A  PCR (121) 115 (95,1%) 6 (4,9%) 5 (4,1%) 1 (0,8%) 2,9% C 0,9%
p=0,0008 P4,7%
575C—A  PCR (121) 110 (90,9%) 11 (9,1%) 11 (9,1%) 0 4,5% C 7,0%
p=0,0020 P2,3%
777C—A  PCR (121) 113 (93,4%) 8 (6,6%) 8 (6,6%) 0 3,3% C3,5%
p=0,0011 P3,1%

a N e 4., C . b N e ..
Hetero: frequéncia e percentagem de individuos heterozigéticos; ~ Homo: frequéncia e percentagem de individuos homozigoticos;

¢ p(Homo): probabilidade de ocorréncia de individuos homozigéticos
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3.5. Analise molecular SSCP no exio 4 do gene MGMT

O exdo 4 de 149bp, flanqueado por dois primers que originam por PCR um fragmento
de DNA com a extensao de 214bp, foi analisado por SSCP. Optou-se por esta analise,
uma vez que ¢ o melhor método de andlise a executar quando ndao se conhecem
polimorfismos numa sequéncia de DNA e, at¢ a0 momento ndo se encontram descritos
polimorfismos no exao 4 do gene da MGMT em populagdes humanas. Este método de
analise revela padrdes electroforéticos diferentes entre as cadeias desnaturadas
monocatenarias de DNA, quando as sequéncias de DNA apresentam alteragdes entre si.
Os bons resultados obtidos em testes iniciais, com fragmentos de DNA amplificados
que apresentavam dimensdes similares (216bp) ao fragmento do exdo 4 (214bp),
revelaram a possibilidade de identificagdo de polimorfismos diferentes pela boa
separagdo das cadeias desnaturadas monocatenarias de DNA e a visualizagdo de padrdes
electroforéticos diferentes entre as sequéncias com SNP ja identificados.

Os fragmentos especificos contendo as sequéncias de DNA do exdo 4 foram
amplificados e, todos os fragmentos revelaram amplificagdes em bom estado para serem

usadas em SSCP (Figura 3.7.).

loobp—>»

Figura 3.7. Amplificagdo do exdo 4 (214bp),
assinalado pela seta vermelha, com o par de
primers especificos.
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3. RESULTADOS

Os fragmentos especificos do exdao 4 amplificadas inicialmente por PCR foram
analisadas posteriormente por SSCP, contudo, este método, ndo evidenciou padrdes
electroforéticos diferentes entre as cadeias desnaturadas monocatenarias de DNA nos

121 individuos analisados (Figura 3.8.).

Figura 3.8. Gel SSCP do exao 4 do gene MGMT. Padréo
electroforético de todas as amostras.

Neste estudo, nao se identificou nenhum SNP associado ao exdo 4 em qualquer amostra
DNA da populagao estudada. Como este exao engloba residuos altamente conservados
entre espécies ¢ compreende uma regido que se encontra envolvida na ligacdo da
proteina ao DNA ¢é provavel que qualquer alteragdo nesta regido destabilize a

conformacao da proteina e conte para a sua rapida degradacao.

3.6. Pesquisa dos SNPs A—G_Ilel43Val, G—A_GIly160Arg, A—G_Lys178Arg e
T—A_Alal97Ala no exio S do gene MGMT

O ex@o 5 de 315bp mais as zonas adjacentes flanqueadas por primers especificos
(Exao5F/Exao5R) perfaz 385bp para andlise. Estes fragmentos especificos contendo a
sequéncia do exdo 5 foram analisados por dois métodos, CAPs e PCR para pesquisa dos

jé identificados e referidos SNPs (Figura 3.9.).

. re ~ I~ 6 . . T . r
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SNPs - Sequéncia de referéncia - .
Primers
n°.:NT_008818.15 hg18 knownGene BC000824 9 range=chr10:131455042-131455356
Bp 301437 —» GGCACAGGACTCCTGTCAGTCAGGGCCTTGGCCTTGACCCCAAAGACCTC  Ex&05F

A G-Ilel43val
1°G_A-Glyl60Arg
2°A G-Lysl78Arg

T _A-Alal97Ala

o

GTTGTCCAGATCCCTGACTGACAGTGGCTGCCCCCCTGTCTTCCAGGTCC
CCATCCTCATCCCG-CACAGAGTGGTCTGCAGCAGCGGAGCCGTGGGC
AACTACTCCGGAGGACTGGCCGTGAAGGAATGGCTTCTGGCCCATGAAGG
CCACCGGTTGGGGAAGCCAGGCTTGGGAGGGAGCTCAGGTCTGGCAGGGG
CCTGGCTCAAGGGAGCGGGAGCTACCTCGGGCTCCCCGCCTGCTGGCCGA
AACTGAGTATGTGCAGTAGGATGGATGTTTGAGCGACACACACGTGTAAC
ACTGCATCGGATGCGGGGCGTGGAGGCACCGCTGTATTAAAGGAAGTGGC
AGTGTCCTGGGAACAAGCGTGTCTGCCCTTTCTGTTTCCATATTTTACAG
CAGGATGAGTTCAGACGCCCGCGGTCCTGCACACATTTGTTTCCTTCTCT
AACGCTGCCCTTGCTCTATTTTTCATGTCCATTAAAACAGGCCAAGTGAG

Exdo5 (POLIM
/SELV) FORW

Exao5R

— bp 301986

Figura 3.9. SNPs e primers do exdo 5 MGMT. Os SNPs do exdo 5 encontram-se marcados a vermelho. A
verde e a cinzento encontram-se os primers utilizados para andlise dos SNPs. Os primres Exdo SF/5R,
marcados a verde, fizeram par para amplificagdo do fragmento do exdo 5 e zonas adjacentes. Os primres

Exdo 5 POLIM FORW e Exdo 5 SELV FORW, marcados a cinzento, emparelharam com o primers Exdo 5SR
para amplificacdo do fragmento contendo o possivel SNP A_G - Lys178Arg. Codao i
(centro activo) e coddo TGA - Codao stop

Os SNPs A—G Ilel43Val, G—>A Glyl60Arg e T—>A_ Alal97Ala foram pesquisados
através de enzimas de restricdo. Estas foram pesquisadas inicialmente no programa

NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). Como as enzimas de

restricao efectuam cortes na sequéncia de DNA ao reconhecerem o local especifico de
corte, a escolha destas ficou a dever-se ao facto dos cortes efectuados nas sequéncias de
DNA resolverem fragmentos com tamanhos especificos que permitissem diferenciar as
sequéncias polimorficas das selvagens. Assim, apds analise usou-se para a pesquisa do
SNP A—G Ilel43Val nas amostras de DNA a enzima Faql um isoquisomero da
enzima BsmFI sugerida pelo programa (Anexo A.7.), na identificagdo do SNP
G—A Glyl60Arg wusou-se a enzima Mspl (Anexo A.8.) e para o SNP
T—A Alal97Ala a enzima Alul (Anexo A.9.) As enzimas de restricao (Faql; Mspl;
Alul) usadas nos cortes de restricdo nas sequéncias de DNA (385bp) que abarcam o

exao5 do gene MGMT, mostraram-se funcionais dado que os cortes de restricao

revelaram os produtos esperados para as sequéncias selvagens. As enzimas que nao
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revelaram polimorfismos pelos produtos de corte indicam que, as sequéncias nao se
encontram alteradas na respectiva mutacao pontual.

O SNP A—G Lysl78Arg foi analisado por PCR com primers desenhados
especificamente para o SNP, o par usado para amplificacdo das sequéncias polimorficas
tem um primer alterado no ultimo nucle6tido 3°, o par que amplifica na sequéncia
selvagem ndo tem qualquer alteragdo (Tabela 3.8.). Utilizou-se este método de analise
para o SNP A—G Lysl78Arg dado que ndo foi possivel identificar enzimas de

restricdo que permitissem uma adequada analise dos fragmentos de corte.

Tabela 3.8. Primers desenhados para a pesquisa do SNPs A—G_Lys178Arg no
exiao S MGMT

Sequéncia nucleotidica/(Terminus

Primers T.m. bp T.a.
selvagem)

Exdo 5 POLIM Forw 5’-GGCCACCGGTTGGGGAG-3’ (GGAA)* 49°C

519C 236 60°C
Exdo 5R 5’-CAGAAAGGGCAGACACGCTTG-3’

Exdo 5 SELV Forw  5°-GGCCACCGGTTGGGGAA-3’ 58°C
. 236 60°C

Exdo SR 5’-CAGAAAGGGCAGACACGCTTG-3’ 51°C

Tm: temperatura de melting indicada pelo programa FastPCR; Ta: Temperatura de anneling; ( )* tltimos 4
nucledtidos da sequencia selvagem

3.6.1. Analise molecular previa no exiao S do gene MGMT

Os fragmentos especificos contendo o exdo 5 do gene MGMT foram inicialmente
amplificados com primers desenhados especificamente para esse fim. A amplificagdo
revelou o produto esperado de 385bp e em boas condigdes para andlises posteriores

(Figura 3.10.).
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3. RESULTADOS

So0bp—>»

loobp—»

Figura 3.10. Amplificagio do fragmento (385bp)
contendo o exdo 5 do gene MGMT, assinalado pela seta
vermelha.

Posteriormente as 121 amostras de DNA amplificadas foram analisados pela técnica
CAPS nos respectivos SNPs, Faql (SNP A— G Ilel43Val), Mspl (SNP

G—A_Glyl160Arg) e Alul (SNP T—A_Alal97Ala).

3.6.2. SNP A—G_Ile143Val

O corte do produto de amplificagdo com 385bp contendo o exao 5 do gene MGMT,
com a enzima de restricdo Faql, origina dois tipos de corte, 2 cortes na sequéncia
selvagem e 3 cortes na sequéncia polimoérfica que contem o SNP A—G Ilel43Val. A
restricdo das sequéncias selvagens origina produtos de 35 ¢ 350bp. As sequéncias que
contém o SNP sdo cortadas em trés fragmentos de 12, 33 e 340bp (Figura 3.11.). Da
analise dos produtos de corte efectuados por esta enzima identificaram-se 35 individuos

polimorficos.

Polimorfismos no promotor e nos exdes 4 ¢ 5 da O°-alquilguanina-DNA- alquiltransferase em 61
populacées de pacientes e ndo pacientes do foro oncoldégico



3. RESULTADOS

Figura 3.11. Produtos de
corte com a enzima Faql
(setas  vermelhas). Os
individuos a rosa sdo
homozigoticos (13) e
heterozigdticos (40) para o
SNP 143Val.

Os resultados obtidos para o SNP A—G_Ilel43Val serdo expostos juntamente com o0s
resultados obtidos para o SNP A—G Lysl178Arg dado que estes se encontram em

ligagdo genética como ja foi mencionado.

3.6.3. SNP G—A_Glyl60Arg

A pesquisa do SNP G—A Glyl160Arg no exdo 5 do gene MGMT foi efectuada por
avalia¢ao do tamanho dos produtos do corte do produto PCR de 385bp com a enzima
Mspl. Esta enzima efectua um ou dois cortes no fragmento amplificado dependendo
deste se encontrar ou ndo alterada pelo referido SNP. Os produtos do corte com Mspl na
sequéncia de DNA selvagem sao respectivamente de 46, 109 e 230bp (Figura 3.12.),
enquanto a sequencia alterada pelo SNP origina produtos de digestdo com 155 e 230bp.

Em nenhuma das 121 amostras foi detectado este SNP.

Polimorfismos no promotor e nos exées 4 e 5 da O%-alquilguanina-DNA- alquiltransferase em 62
populacées de pacientes e ndo pacientes do foro oncoldégico
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200b —p» 230bp

loobp—» 109bp

Figura 3.12. Produtos de digestdo com a enzima
Mspl. As setas vermelhas assinalam os produtos de
corte de 109bp e de 230bp nas sequéncias selvagens.
Nao foram identificados sequéncias polimoérficas para
este SNP G—A Glyl160Arg.

3.6.4. SNP A—G_Lys178Arg

A analise do SNP A—G_Lys178Arg efectuou-se por PCR. Os primers “Exao 5 POLIM
Forw” e “Exao 5 SELV Forw” foram desenhados respectivamente para amplificagdo
das sequéncias de DNA que expressem o SNP e para confirmagdo das sequéncias
selvagens. Os produtos de amplificagdo esperados sdo de 236bp.

A amplificagdo com o primer “Ex3o 5 POLIM Forw” e “Ex@o 5R” identificou 35
sequéncias alteradas no SNP A—G Lysl78Arg do exdo 5 do gene MGMT, a
confirmagdo das sequéncias homo ou heterozigoticos para o SNP A—G_Lys178Arg,
foi efectuada pela amplificagdo com os primers “Exdo 5 SELV Forw” e “Exao 5R” que
amplificaram as sequéncias selvagem (Figura 3.13.). Todos os individuos que
integraram este estudo revelaram a presenca da sequéncia selvagem, por este motivo,
ndo foi possivel identificar individuos homozigoticos para o SNP A—G_Lys178Arg

com este método.

Polimorfismos no promotor e nos exées 4 e 5 da O%-alquilguanina-DNA- alquiltransferase em 63
populacdes de pacientes e nio pacientes do foro oncologico
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S500b —p

200b —p

Figura 3.13. SNP Lys 178 Arg . O produto PCR esperado (236bp) encontra-se
assinalado pelas setas vermelhas. A. Amplificacdo da sequéncia selvagem. B.
Amplificagdo da sequéncia polimodrfica. Note-se a frequéncia elevada de
polimorfismos (individuos a rosa).

Dado que, as amostras que revelaram alteragdo no SNP A—G Ile143Val também o
mostraram no SNP A—G_Lys178Arg, havia a indicagdo aparente de ligagdo genética a
100% entre os ambos os SNPs, em comparagdo com o que ja foi referido por outros
autores. Contudo, as andlises efectuadas para o SNP A—G Lysl178Arg revelaram
apenas individuos heterozigbdticos, enquanto a analise efectuada para o SNP
A—G Ilel43Val identificaram individuos homozigdticos e heterozigéticos, a
comprovagdo de individuos homozigéticos ou heterozigéticos nestes SNPs resultou da
sequenciacdo das amostras de DNA dubias (Anexo A.10.). Concluindo-se que,
aparentemente existe ligagdo a 100% entre ambos os SNPs e que este método de
analise, PCR com primers especificos utilizado na pesquisa do SNP A—G_Lys178Arg,
identifica a presenga de uma alteragdo pontual mas ndo identifica se as sequéncias sao
heterozigdticas ou homozigoéticas nessa mutagdo. Contudo, ndo foram efectuadas outras
analises que possibilitem a afirmagdo que ndo existem individuos homozigoéticos no

SNP A—G_Lys178Arg e heterozigoticos no SNP A—G _Ilel43Val.

Polimorfismos no promotor e nos exdes 4 ¢ 5 da O°-alquilguanina-DNA- alquiltransferase em 64
populacgoes de pacientes e nao pacientes do foro oncologico



Os SNPs A—G Ilel43Val e A—G Lys178Arg foram encontrados com elevada
prevaléncia nos individuos do estudo (28,9%), verificando-se que as mulheres
apresentaram mais estes SNPs (33,8%) em relacdo aos homens (19,5%) e, sobretudo os
homens controlo apresentaram a prevaléncia mais baixa (7,7%), isto reflectiu-se na
frequéncia alélica encontrada para o grupo controlo de 14,0%, inferior a determinada
para o grupo de pacientes (17,2%). Contudo, apesar desta diferenca a possivel
associacdo dos SNPs A—G Ilel43Val e A—G Lys178Arg com o cancro em geral
resultou na falta de associacdo [OR=1,27; 95% CI (0,58-2,80)], devido sobretudo ao
facto dos individuos polimorficos se encontrarem praticamente na mesma propor¢ao em
relacdo aos grupos controlo e pacientes total. Por outro lado, verificou-se que as
mulheres pacientes que apresentam estes SNPs padecem principalmente de cancro da
mama (n=10; 22,7%), determinando-se aparentemente associacao destes SNPs com esta

patologia em particular [OR=2,53; (0,89-7,16)] (Anexo A.11.).

Tabela 3.9. SNPs A—G-Ile143Val_A—G-Lys178Arg no exiao S do gene MGMT e
frequéncias alélicas detectados neste estudo nos 4 grupos de individuos analisados

SNPs A—G_Ilel43Val - A—>G_Lys178Arg

Exiao 5 MGMT

Populagdo/n® individuos N° individuos (%) N° de alelos (Frequéncia alélica%)
Homens Total 41 8 (19,5) 9(11,0)
Homens controlo 13 1(7,7) 1(3,8)
Homens pacientes 28 7 (25,0) 8(14,3)
Mulheres Total 80 27 (33,8) 29 (18,1)
Mulheres controlo 44 14 (31,8) 15 (17,0)
Mulheres pacientes 36 13 (36,1) 14 (19,4)
Controlos Total 57 15 (26,3) 16 (14,0)
Pacientes Total 64 20 (31,3) 22 (17,2)
Individuos Total 121 35(28,9) 38 (15,7)
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3. RESULTADOS

3.6.5. SNP T—A_Alal97Ala

A verificacdo da existéncia do SNP (T—A/Alal97Ala) foi efectuada pela analise do
tamanho dos produtos de corte com a enzima de restricdo Alul. Esta enzima efectua
respectivamente, um ou dois cortes na sequéncia de DNA do fragmento com 385bp
dependendo desta se encontrar ou nao alterada pelo SNP. O tamanho dos produtos de
corte com a Alul nas sequéncias que contém o SNP sdo de 161 e 224bp enquanto, a
sequéncia de DNA selvagem origina trés produtos de digestdo: 40, 161 e 184bp (Figura
3.14.).

A restricdo com Alul ndo resultou na identificagdo deste SNP em qualquer dos

individuos estudados.

200b —»

loob —»

Figura 3.14. Produtos de digestdo com a enzima Alul. As setas
vermelhas assinalam os produtos de corte de 161bp e de 184bp
nas sequéncias selvagem. O SNP T—A_ Alal97Ala nao foi
identificado em qualquer individuo.

3.6.7. Sintese da pesquisa dos SNPs identificados no exdo 5 MGMT

Dos trés SNPs A— G _Ile143Val; G—>A_ Glyl60Arg; T—>A Alal97Ala analisados pela

técnica CAPS, respectivamente com as enzimas de restricado Faql, Mspl e Alul, o SNP

Polimorfismos no promotor e nos exdes 4 ¢ 5 da O°-alquilguanina-DNA- alquiltransferase em 66
populacgoes de pacientes e nao pacientes do foro oncologico



G—A _Glyl60Arg nao foi identificado nas 121 amostras analisadas, assim como em
outros trabalhos (Deng et al., 1999; Cohet et al., 2004; Wu et al., 1999). Também nao
foi identificado o SNP T—A Alal97Ala, contudo, apenas se conhece um registo deste
SNP com frequéncias alélicas na ordem dos 0,6% em controlos (Egyhazi et al., 2002).

A andlise pelas técnicas CAPS e PCR nos SNPs A— G Ilel43Val e A—G Lys178Arg,
respectivamente, resultou na identificacdo de 35 individuos polimoérficos (28,9%) e na
ligagdo genética a 100% entre os SNPs tal como o verificado nos trabalhos de outros
(Deng et al., 1999; Egyhazi et al., 2002; Cohet et al., 2004; Yang et al., 2004; Krzesniak
et al., 2004; Shen et al., 2007; Doecke et al., 2008).

Tal como em outros trabalhos efectuados com populagdes Caucasianas (Egyhazi et al.,
2002; Shen et al., 2005; Margison et al., 2005) verificou-se que estes SNPs apresentam
elevada prevaléncia [35 (28,9%)]. Nao se verificou a associacdo destes SNPs com o
cancro em geral, contudo, aparentemente, aparece associado ao cancro da mama
[OR=2,53; (0,90-7,16)], ao contrario do exposto por Shen et al. (2005) ¢ Han et al.
(2006). Também se verificou que a probabilidade de individuos homozigéticos nestes

SNPs se encontra dentro dos valores esperados (p=0,0246) (Tabela 3.10.).

Tabela 3.10. SNPs A—G_Ilel43Val, G—A_Glyl60Arg, T—A_Alal97Ala e
A—G_Lys178Arg no exdao S MGMT, resultados, probabilidade de homozigoticos e
frequéncias alélicas

Polimorfismos exdo 5 MGMT

. - Total SNPs Homo" Frequéncia Frequéncia alélica
Meétodos de andlise . "l.“o,tal Selvagem Hetero® —————— alélica Controlo/Paciente
usados (SNPs) individuos n=35 p(Homo) global (C/P)
Faql (A—G_llel43Val) 121 86 (71,1%) 35 (28,9%) 32 (26,4%) 3(2,5%) 15,7% C 14,0%
p=0,0246 P 17,2%
Mspl (G—A_Gly160Arg) 121 0 0 0 0 0 0
PCR (A—G_Lys178Arg) 121 86 (71,1%) 35 (28,9%) 32 (26,4%) 3 (2,5%) 15,7% C 14,0%
p=0,0246 P 17,2%
Alul (T—>A_Alal97Ala) 121 0 0 0 0 0 0

a . L, . b . . .
Hetero: frequéncia e percentagem de individuos heterozigéticos; - Homo: frequéncia e percentagem de individuos homozigoticos;

¢ p(Homo): probabilidade de ocorréncia de individuos homozigoticos
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3.7. Enquadramento dos SNPs 135G—T, 290G—A, 575C—A, 777C—A no
promotor e, A—G_Ilel143Val e A—G_Lys178Arg no exdo 5 do gene MGMT nas

patologias oncologicas deste estudo por género sexual

3.7.1. Homens

Na andlise de SNPs 135G—T, 290G—A, 575C—A, 777C—A no promotor e,
A—G Ilel43Val e A—G Lysl78Arg no exdo 5 do gene MGMT na populagdo
paciente, verifica-se que os pacientes masculinos apresentam maioritariamente os SNPs
135G—T no promotor MGMT e A—G Ilel43Val e A—G Lys178Arg no exdo 5. Ja o
grupo controlo masculino apresenta maioritariamente o SNP 135G—T e 575C—A no
promotor.

A associacdo dos SNPs revelados no grupo de pacientes masculinos com as patologias
oncolégicas declaradas por cada individuo ¢ dificil de concretizar dado que, a excepgao
do cancro do colon apresentado por 4 individuos, em que, 3 individuos revelam o SNP
135G—T, os restantes SNPs apresentam-se em diferentes patologias. Também no
cancro do pulmao, a excep¢do do SNP 135G—T encontrado nos dois individuos, este
SNP ocorre em conjunto com outros SNPs. Por outro lado, exactamente o mesmo
nimero de individuos manifesta as referidas patologias e nao foram encontrados
polimorfismos.

Também se verificou maior prevaléncia de pacientes masculinos com SNPs (60,7%) em
relacdo aos pacientes masculinos que ndo apresentam SNPs (39,9%) mas os valores
encontrados nos homens controlo que apresentam SNPs ¢ superior a qualquer dos

outros grupos (61,5%) (Tabela 3.11.).
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Tabela 3.11. Patologias e SNPs no promotor e exio 5 MGMT em pacientes

masculinos e, SNPs encontrados no grupo controlo masculino

Pacientes Masculino (n=28) com SNPs

Patologias Promotor MGMT Exao 5 SNPs multiplos

Total

(n° individuos
com e sem
SNP/Patologia)

135 290 575 777 143/178  135/290

n=7 n=0 n=2 n=0 n=4 n=1 n=3

135/143/178

Individuos/patologia
n=17 (60,7%)

Colon (7) 3 1

Pulmiao (4) 1 1
Recto (2) 1

Gastrico 1

Intestino 1

L.Hodking 1
Linf T 1

Medula 1

Leucemia 1

Oculta 1

MM (2) 1

SM 1

Prostata 1

Patologias por Pacientes Masculinos sem SNPs

S/SNPs* Coélon Bexiga  Pulmdo Recto MM Esofago Cabega

Total individuos

sem SNPs

Pacientes

Masculinos 3 2 2 1 1 1 1

11 (39,9%)

MM: Mieloma multiplo; SM: Sindrome mielofibrose; *: Sem SNPs

Controlos Masculinos (n=13)

SNPs 135 290 575 777 143/178  135/143/178

Total individuos ¢/ SNPs

Individuos 5 0 2 0 0 1

8 (61,5%)
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3.7.2. Mulheres

O grupo de pacientes femininos evidéncia maioritariamente os SNPs A—G Ilel43Val e
A—G Lys178Arg no exao 5 do gene MGMT, o grupo controlo feminino apresenta
sobretudo os SNP 135G—T e, A—G Ilel43Val e A—>G_Lys178Arg no exao 5.

Ao considerarmos as diferentes patologias oncoldgicas nas mulheres verificou-se que
estas sofrem principalmente de cancro da mama e revelam o SNP 135G—T no
promotor ¢ os SNPs A—G Ilel43Val e A—G_Lys178Arg no exdo 5, o primeiro esta
inversamente associado ao cancro da mama ¢ estes ultimos evidenciaram associag¢ao
com o cancro da mama em mulheres.

Os restantes casos patoldgicos femininos encontram-se praticamente na relagdo de uma
patologia para um SNP. Verificou-se também que sdo mais as mulheres pacientes que
apresentam SNPs (63,9%) do que as que ndo apresentam SNPs (36,1%), no entanto, as
mulheres controlo feminino que revelam SNPs encontram-se em superioridade

numérica (70,5%) em relagdo aos outros grupos (Tabela 3.12.).

Em suma ao considerar os dois grupos de pacientes, masculino ¢ feminino, verifica-se
que, os Unicos casos coincidentes entre patologias oncologicas ¢ SNPs identificados se
encontram nos SNPs 135G—T e 575C—A nas patologias de cancro rectal e do colon,

respectivamente.
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Tabela 3.12. Patologias e SNPs no promotor e exio 5 MGMT

femininos e, SNPs encontrados no grupo controlo feminino

em pacientes

Pacientes Femininos (n=36) com SNPs

Total
Patologias Promotor MGMT ‘ Exio 5 ‘ SNPs miiltiplos Ind/patologia
(n”ind c/s 135/ 290/ 777/ n=23
SNP/Pat)
135 290 777 143/178 135/290 135/777 143/178 143/178 143/178 (63,9%)
n=3 n=2 n=0 n=10 n=1 n=3 n=1 n=1 n=1
Mama (20) 2 1 8 2 1 1 15
Colon (6) 1 3
Intestino (2) 1 1 2
Recto (1) 1 1
Melanoma (1) 1 1
L.Hodgkin (1) 1 1
Patologias por Pacientes Femininos sem SNPs
S/SNPs* Mama Coélon Intestino LNH Ovarios Metastizagido Total Ind Pacientes sem SNPs
Pacientes 5 3 2 1 1 1 13 (36,1%)
Femininos ’
LNH: Linfoma néo hodgkin; *: Sem SNPs
Controlos Feminino (n=44)
135/ 290/ 575/ 135/777/
SNPs 135 290 777 143/178 135/575/777 135/777 143/178 143/178 143/178 143/178
Individuos 10 0 0 7 1 2 4 1 1 1
31
Total ind Controlo ¢/ SNPs (70,5%)
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3.8. Analise de ligacdo entre os SNPs 135G—T, 290G—A, 575C—A e 777C—A no

promotor e A—G_Ile143Val - A—G_Lys178Arg no exdo 5 do gene MGMT

A maioria dos individuos analisados apresentam-se polimorficos [80 (66,1%)] e, os
individuos que apresentam SNPs na sua maioria apresentam entre 1 SNP (30,6%), 2
(24,0%) ou 3 SNPs (10,7%) existindo apenas um caso controlo feminino (0,8%) com 4
SNPs dos identificados neste estudo.

Dos SNPs encontrados, a maioria encontra-se a forma heterozigética (49,6%), sendo
apenas 8 (6,6%) os individuos que apresentam SNPs homozigéticos na mutagdo
pontual, maioritariamente sem ligagdo a outros SNPs e em mulheres controlo (Anexo
A.13).

Quando avaliados todos os SNPs encontrados em cada individuo verifica-se que os
casos mais imprevistos de ligacdo ocorrem nos SNPs 135G—T e 777C—A. No SNP
135G—T verificou-se que 9 individuos (7,4%) apresentaram a ligagao entre trés SNPs
(135G—T, A—G Ilel43Val e A—>G Lysl178Arg) com um valor muito acima do que
seria expectavel (p=0,0304). Em relagdo ao SNP 777C—A, encontrado apenas em
mulheres, quatro controlo e quatro pacientes, constata-se que este se encontra sempre
em ligacdo com outros SNPs e mostra ligacdo quase a 100% com o SNP 135G—T
porque, apenas um individuo que apresenta o SNP 777C—A ndo mostra esta ligacdo
mas revela ligagdo aos SNPs A—G-llel43Val A—G-Lys178Arg. Os restantes
individuos que apresentam esta ligagdo do SNP 777C—A ao SNP 135G—T, 5
individuos apresentam-na (p=0,0064) e os outros 2 individuos apresentam para além
desta ligacdo outras ligagdes ao SNP 777C—A [135G—T 575C—A 777C—A

(p=0,0003)] ¢ [135G—T 777C—A_A—Gllel43Val A—GLys178Arg (p=0,0010)].

72



Também se verificou que o SNP 575C—A se apresenta quase sempre sem ligacdo a

outros SNPs identificados neste estudo, as unicas excepgdes recaem nas ligacdes

135G—>T _ 575C—A _ 777C—A (p=0,0003) ¢ 575C—A A—G-Ile143Val A—G-

Lys178Arg (p=0,0071).

Ao analisar todas as ligagdes encontradas neste estudo verificou-se que a maioria dos

individuos

apresentam

sdo mulheres,

oncolégicas

principalmente mulheres controlos [n=11 (25%)] (Tabela 3.13.).

=7 (194%)] e

Tabela 3.13. Ligacio entre SNPs e respectivas probabilidades de ocorréncia

Ligacido dos SNPs no promotor

N° Individuos

N° Individuos que apresentam

Frequéncias alélicas

Probabilidade (p)

e exiio 5 do gene MGMT Ligacio (%) ligacdes (Pacientes e Controlos)
135G—-T _290G—A 2(1,7) IMC;1MP 0,194x0,029 0,0056 <1%
135G—T _575C—A 0 - - -
135G—T _777C—A 5@4,1) 3MP;2MC 0,194x0,033 0,0064 <1%
135G—T _575C—A _777C—A 1(0,8) IMC 0,194x0,045x0,033 0,0003 <1%
135G—T _777C—A _143 — 178* 1(0,8) IMC 0,194x0,033x0,157 0,0010 <1%
_ 143 -178* 9(7,4) ;3HP;4MC; 1 MP 0,194x0,157 0,0304 =3%
290G—A _575C—A 0 - - -
290G—A _777C—A 0 - - -
290G—A_143 - 178* 2(1,7) IMC; 1 MP 0,029x0,157 0,0045 <1%
575C—A _777C—A 0 - - -
575C—A_143 —178* 1(0,8) IMC 0,045x0,157 0,0071 <1%
777C—A 143 —178* 1(0,8) 1MP 0,033x0,157 0,0052 <1%
25%
22 Ligagdes Z’;:ﬁ %
10,7%

143 — 178*: SNP A—G_Ile143Val _ A—G_Lys178Arg; A azul-turquesa e a vermelho indicam-se os individuos homozigéticos nos
SNPs; MC: Mulheres Controlo; MP: Mulheres Pacientes; HC: Homens Controlo; HP: Homens Pacientes.
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4. DISCUSSAO

4.1. SNP 135G—T no promotor MGMT

No presente estudo encontrou-se elevada frequéncia de individuos com o SNP 135G—T
no promotor MGMT reflectindo maior frequéncia alélica nos individuos controlo
(24,6%) em relagdo aos pacientes (14,8%), ao contrario do que foi encontrado nos
estudos de Egyhazi et al. (2002) e Wang et al. (2006), que encontraram maior
prevaléncia deste SNP nos pacientes (=17%) em relagdo aos controlos (=15%). Por
outro lado, estes trabalhos referem frequéncias alélicas muito semelhantes nos dois
grupos de individuos, enquanto, aqui a frequéncia alélica encontrada nos controlos ¢
bastante superior, principalmente, devido a elevada prevaléncia deste SNP em mulheres.
Os resultados obtidos também apontam para a associagdo inversa deste SNP com o
cancro [OR=0,58; 95% CI (0,27-1,23)], e em particular com o cancro da mama em
mulheres [OR=0,22; 95% CI (0,07-0,69)], assim como, Wang et al. (2006) referiram em
relacdo ao cancro do pulmdo [OR=0,74; 95% CI (0,44-1,25)]. No presente estudo, a
associacdo perde significado estatistico devido a grande amplitude do intervalo de
confianga (CI), contudo, reflecte a desigualdade na proporcdo de individuos

polimérficos e nao polimorficos na relagao entre pacientes e controlos.

4.2. SNP 290G—A no promotor MGMT

O SNP 290G—A no promotor MGMT encontrou-se com baixa prevaléncia na
populacdo apenas 6 individuos revelaram este SNP, o que vai de encontro ao trabalho

de Egyhazi et al. (2002) que encontraram 3 individuos com este SNP em 89 pacientes
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de melanoma e 76 individuos saudaveis, tendo encontrado apenas um individuo
paciente de melanoma com SNP 290G—A. Ainda em comparacdo com o trabalho de
Egyhazi et al. (2002) advém o facto do unico individuo homozigético na mutagdo
pontual sofrer de melanoma e nio apresentar outros SNPs dos que foram identificados
neste estudo.

O SNP 290G—A apresenta-se intrigante devido ao facto de apenas um individuo
controlo feminino manifestar este polimorfismo (1,8%) em relagdo aos 5 individuos
pacientes (7,8%) que apresentam este SNP, para além disto, esta mulher controlo tem
familiares de sangue com antecedentes oncologicos. Tal facto, faz com que a frequéncia
alélica seja mais elevada nos individuos pacientes (4,7%) em relagdo aos individuos
controlo (0,9%), o que poderd aparentemente relacionar este SNP com o cancro em
geral, dado que, a associagdo com apenas um tipo de patologia ¢ dificil de se conseguir
porque os individuos apresentam patologias diversas, cancro da mama, dos intestinos,
melanoma e cancro do pulmdo. A relacdo com o cancro em geral resultou em
associacdo [OR=4,75; 95% CI (0,54 - 41,90)], principalmente nas mulheres [OR=5,38;
95% CI (0,57 - 50,42)], embora, os dados percam significado devido ao baixo numero

de individuos polimorficos neste SNP 290G— A no promotor MGMT.

4.3. SNP 575C—A no promotor MGMT

No presente estudo o SNP 575C—A no promotor MGMT foi encontrado
principalmente em individuos controlo com uma frequéncia alélica de 7,0% em relacdo
aos pacientes (2,3%), ndo se verificando uma distribuicdo similar entre os dois grupos
como Egyhazi et al. (2002) encontrou entre pacientes [13 (7,3%)] e controlos [12

(7,9%)]. Esta diferenca alélica tdo dispar deve-se sobretudo as mulheres pacientes onde
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apenas um individuo apresentou este SNP, o que explica a grande diferenca de
frequéncia alélica encontrada nos controlos em relagdo aos individuos pacientes.
Encontrou-se entdo, em associacao inversa com o cancro em geral [OR=0,30; 95% CI
(0,08-1,20)], embora, os dados percam significado devido ao reduzido nimero de
individuos que apresentam este SNP.

De acordo com o que foi referido por Egyhazi et al. (2002) também se verificou, neste
estudo, que ha excepcdo de dois individuos controlo femininos, todos os outros

individuos apresentam apenas este SNP entre os identificados neste estudo.

4.4. SNP 777C— A no promotor MGMT

No presente estudo o factor mais intrigante € o facto deste SNP 777C—A no promotor
MGMT ter sido encontrado apenas em mulheres, 4 mulheres pacientes e 4 controlos,
poderd ser uma grande coincidéncia, uma vez que nao se encontra ligado ao sexo, este
gene encontra-se no cromossoma 10, contudo, representa um valor relativamente alto
naquele grupo, ou seja, em 80 mulheres 10,0% manifestam este polimorfismo. Dado
que ndo se sequenciou nenhuma destas amostras, também se pode levantar a questao se
os primers usados na amplificacdo para identificacdo deste SNP nas amostras de DNA
amplificaram na regido esperada, no entanto, como o tamanho estimado dos fragmentos
resultantes da amplificagdo se encontram dentro do esperado ndo parece viavel esta
hipotese.

Em comparacdo com os resultados dos estudos de Krzesniak et al., (2004) a frequéncia
alélica do SNP 777C—A nas mulheres pacientes (5,6%), sendo ligeiramente inferior a
encontrada naquele estudo (8% nos pacientes, ndo tendo sido referido pelos mesmos

autores a frequéncia alélica nos individuos controlo), ¢ superior a determinada nas
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mulheres controlo (4,5%). No entanto, no total dos individuos os valores encontram-se
muito equilibrados entre controlos (3,5%) e pacientes (3,1%).

Uma vez que, estas mulheres apresentaram patologias oncolédgicas diversas como,
cancro da mama, linfoma de Hodgkin e cancro do cdlon, verificou-se a possivel relagao
deste SNP com o cancro em geral. Como seria de esperar, pelo reduzido nimero de
individuos polimorficos e também pela distribuicdo muito equilibrada deste SNP pelos
dois grupos (pacientes e controlos) ndo se encontrou qualquer relagdo com o cancro

[OR=0,88; 95% CI (0,21-3,70)].

4.5. Exiao 4 do gene MGMT

Neste estudo, nao se identificou nenhum SNP associado ao exdo 4 em qualquer amostra
de DNA da populagdo estudada. Como este exdo engloba 5 dos 13 residuos altamente
conservados entre espécies e compreende uma regido que se encontra envolvida na
ligag@o da proteina ao DNA ¢ provavel que qualquer alteracdo nesta regido destabilize a
conformacao da proteina e conte para a sua degradagao.

Apesar de até ao presente nao se encontrarem descritos na literatura SNPs para o exdo 4
do gene MGMT que tenham sido encontrados em populagdes humanas, um estudo
peculiar efectuado por Wang et al. (1997) em que investigaram mutagdes no gene
MGMT em 40 familias do norte da China com alta incidéncia de cancro do es6fago,
encontraram em 7 tecidos de cancro esofagico, trés casos com mutagdes pontuais em
Ala 121—Thr/Glu, dois casos de mutagdes pontuais em Asnl23—Val, um caso de
muta¢do pontual em Gly132—Arg, e mutagdes pontuais silenciosas no codao 111 e 121
no exao 4 do gene MGMT. Apesar de tudo, nenhuma destas mutagdes pontuais foi

encontrada nos tecidos normais da mucosa esofagica adjacente aos tecidos cancerigenos
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e também ndo conseguiram identificar outras mutagdes pontuais nos restantes 4 exdes
deste gene. Tudo indica que as mutagdes pontuais encontradas no exao 4 do gene
MGMT por estes investigadores sejam uma consequéncia da neoplasia naquele tecido e

ndo o contrario.

4.6. SNPs A—G_Ile143Val_ A—G_Lys178Arg exao S MGMT

Os dois SNPs A—G Ilel43Val ¢ A—G Lysl178Arg foram encontrados em ligagdo
genética a 100%, esta ligacao ja foi referida em outros trabalhos publicados (Deng et al.,
1999; Egyhazi et al., 2002; Cohet et al., 2004; Yang et al., 2004; Krzesniak et al., 2004;
Shen et al., 2007; Doecke et al., 2008).

Este trabalho incidiu a sua pesquisa basicamente em individuos Caucasianos que
evidenciaram frequéncia alélica dos SNPs A—G Ilel43Val e A—G Lys178Arg na
populagdo controlo de 14,0%, revelando-se idéntica a ja encontrada por outros em
populagdes controlo Caucasianas, no entanto, ¢ ligeiramente inferior a que se encontrou
para os individuos pacientes (17,2%) neste estudo, devido sobretudo a baixa prevaléncia

deste SNP nos homens controlo (7,7%) em relagao as mulheres controlo (31,8%).

Nos vérios estudos ja publicados, aparentemente a frequéncia alélica destes SNPs
A—G Ilel43Val e A—G Lys178Arg nos individuos controlo ¢ variavel de acordo com
a etnia da populagdo estudada, tendo-se verificado que populagdes asiaticas revelam
frequéncias alélicas mais baixas que as populagdes caucasianas. As populagdes asiaticas
revelam frequéncias nulas (Kaur et al. 2000; Chae et al. 2006) ou muito baixas na
ordem dos 2% (Deng et al. 1999; Ritchey et al. 2005), embora outro estudo efectuado

com uma populacdo asidtica reflicta frequéncias alélicas superiores, na ordem dos 11%
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(Huang et al. 2007), enquanto as populagdes caucasianas revelam frequéncias mais
elevadas entre 0,7% e 15% (Cohet et al. 2004; Krzesniak et al. 2004; Egyhazi et al.
2002; Shen et al., 2005; Margison et al., 2005). Existem outros estudos que focam as
populacdes Afro-americanas contudo, ou ndo especificam as frequéncias alélicas destes
SNPs na populagao analisada (Shen et al. 2006) ou apenas pesquisam um dos SNPs,
A—G Ilel43Val, o que acontece no trabalho de Kaur et al., (2000) revelando uma

frequéncia alélica na ordem dos 3,1%.

Também se verificou neste trabalho, que os individuos pacientes que revelaram estes
SNPs apresentavam um largo espectro de patologias oncolodgicas, quase na relagdo de
um individuo para uma patologia, a excep¢ao da patologia do cancro da mama em que
10 mulheres apresentaram estes SNPs. Efectuou-se entdo, dois tipos de andlise, uma de
relacdo dos genotipos identificados na populacdo com o cancro em geral, dado o
numero de patologias diferentes, tendo resultado na falta de associagdo [OR=1,27; 95%
CI (0,58-2,80)], devido sobretudo ao facto dos individuos polimérficos se encontrarem
praticamente na mesma propor¢ao nos grupos controlo e pacientes total. A outra andlise,
efectuou-se para a relagdo destes SNPs com o cancro da mama, tendo-se encontrado
associacao deste SNP com o cancro da mama em mulheres [OR=2,53; 95% CI (0,89-
7,16)], ao contrario do exposto por Shen et al. (2005) que ndo encontraram relacao entre
os SNPs A—G Ilel43Val e SNP A—G Lysl78Arg e o risco de cancro da mama
[OR=0,9; 95% CI (0,7-1,1)] ou Han et al. (2006) que também ndo encontraram relacao

entre 0 SNP A—G _Ilel43Val e este tipo de cancro [OR=0,68; 95% CI (0,40-1,16)].
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4.7. SNP G—A_Gly160Arg exdao S MGMT

Este polimorfismo G—A Glyl60Arg foi identificado inicialmente por Imai et al.
(1995) na populagdo Japonesa com uma frequéncia alélica de =15%. Em estudos
posteriores efectuados noutras populagcdes humanas, este SNP revelou-se com
frequéncias alélicas na ordem dos 0%, por exemplo, Deng et al. (1999) nao conseguiram
identificar este SNP numa populacdo de 150 individuos chineses ¢ 28 caucasianos,
também Cohet et al. (2004) nao identificou este SNP numa popula¢ao de 269 amostras
humanas analisadas. Wu et al. (1999), num estudo efectuado nos Estados Unidos da
América, ndo identificaram este SNP numa populagdo constituida por 181 individuos de
varios grupos étnicos. Também investigaram a possibilidade de esta ser uma mutagao
somatica e analisaram 94 amostras de diferentes tecidos cancerosos (cérebro, colon,
esofago, cabeca e pescogo) e mais uma vez ndo identificaram este SNP. J4 Kaur et al.,
(2000) obtiveram melhores resultados no seu trabalho conseguindo determinar a
existéncia do SNP G—A_Glyl160Arg embora com uma baixa prevaléncia (<0,03).
Portanto, especula-se que este SNP seja pouco usual na populagdo humana ou que
podera estar associado a diferentes grupos étnicos.

No presente estudo e de acordo com a maioria dos autores mencionados ndo se
identificaram amostras polimoérficas neste SNP. Isto reforca a hipdtese deste SNP ser
bastante raro na populacdo humana ou estar associado a etnias diferentes. Como este
trabalho incide basicamente numa populacdo Caucasiana ndo existe termo de

comparagdo com outras etnias.
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4.8. SNP T—A/Ala197Ala exdao S MGMT

Este SNP T—A/Alal97Ala encontrado por Egyhazi et al. (2002) na Suécia num estudo
de comparagdo entre 89 pacientes de melanoma e 78 controlos. Destas 165 amostras
analisadas apenas dois individuos revelaram este SNP, um caso em cada grupo com
frequéncias alélicas de 0,6%. Tendo sido referido pelos mesmos autores como sendo um
SNP bastante raro na populagdo humana.

O SNP T—A/Alal97Ala ndo foi encontrado nos individuos deste estudo. Apesar de se
estarem a comparar populagdes Caucasianas, neste caso especifico, € possivel que entre
paises se encontrem diferentes variabilidades genéticas. Sabe-se no entanto que se for
retirada a proteina a parte final a partir da posi¢do Leul76 ela ndo perde a sua actividade
(Hazra et al., 1997), portanto nada indica que este SNP sendo uma transversdo

silenciosa possa afectar o funcionamento da proteina MGMT.
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5. CONCLUSOES

Este estudo teve como objectivos principais a identificacdo de SNPs, ja referidos por
outros, no promotor e exdes 4 ¢ 5 do gene da O°-alquilguanina-DNA-alquiltransferase
(MGMT) em amostras da populacdo paciente ¢ ndo paciente do foro oncoldgico do
Algarve e avaliar a relagdo entre os varios genotipos em presenga de varias
enfermidades do foro oncoldgico.

Com vista a identificacdo dos SNPs na populagdo deste estudo, constituida por 121
individuos (13 homens controlo, 28 pacientes, 36 mulheres controlos ¢ 44 pacientes),
utilizaram-se algumas técnicas de analise. No promotor MGMT para pesquisa dos SNPs
135G—T, 290G—A, 575C—A e 777C—A usou-se PCR. No exdo 4 aplicou-se a
técnica SSCP nao revelando a presenga de SNPs de acordo com o que seria de esperar,
dado que, ndo se encontraram descritos SNPs neste exdo. No exdo 5 usou-se CAPS
identificando-se o SNP A—G Ilel43Val ¢ PCR para a identificacio do SNP
A—G_Lys178Arg, nestas regides do gene ndo se identificaram individuos polimorficos
nos SNPs G—A_ Glyl160Arg e T—>A/Alal97Ala por CAPS.

Devido ao facto da populagdo paciente apresentar diversos tipos de patologias
oncoldgicas, a relacdo de associagdo dos SNPs identificados com o cancro efectuou-se
para o cancro em geral e ndo em relagdo a um determinado tipo de cancro, salvo a
excep¢ao dos SNPs no exdao 5 MGMT, A—G Ilel43Val e A—G Lys178Arg, que se

puderam relacionar com o cancro da mama.

Neste trabalho o SNP 135G—T no promotor MGMT foi identificado em 43 individuos
o que indica elevada prevaléncia deste SNP nos individuos do estudo (35,5%), no

entanto, determinou-se maior frequéncia alélica nos individuos controlo (24,6%) em
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relacdo aos pacientes (14,8%). Portanto, a possivel relacdo de associacdo deste SNP
com o cancro teria mais sentido se resultasse numa associagao inversa e de facto existe
essa indicacao para o cancro em geral [OR=0,58; (0,27-1,23)], o que se deve sobretudo
as mulheres que forcam mais a relagdo para o lado inverso da associagdo [OR=0,41;
95% CI (0,15 - 1,11)] e resultou também em associacdo inversa com significado para o
cancro da mama em mulheres [OR=0,22; 95% CI (0,07-0,69)].

No conjunto de todos os SNPs identificados neste estudo, também se determinaram 9
ligacdes, em individuos, do SNP 135G—T do promotor MGMT aos SNPs do exdo 5
MGMT (A—G Ilel43Val ¢ A—G _ Lysl178Arg) numa propor¢do muito acima do

expectavel (p=0,0304 =3%)).

O SNP 290G—A do promotor MGMT foi identificado neste estudo com a prevaléncia
mais baixa entre os SNPs do promotor pesquisados [n=6 (4,9%)], foi também o unico
SNP em que a frequéncia alélica se revelou superior nos individuos pacientes (4,7%) em
relacdo aos individuos controlo (0,9%), dentro dos SNPs identificados no promotor
MGMT. Também se encontrou este SNP apenas num individuo controlo feminino
(1,8%), que referiu ter familiares de sangue com antecedentes oncoldgicos, em relacdo a
5 individuos pacientes (7,8%). Tudo indica, portanto, uma associagdo deste SNP
290G—A com o cancro em geral, [OR=4,75; 95% CI (0,54 - 41,90)] principalmente nas
mulheres [OR=5,38 95% CI (0,57-50,42)], contudo, a falta de significado dos dados
(CI) deve-se, eventualmente, ao pequeno numero de individuos que apresentam este

SNP.

No presente estudo o SNP 575C—A no promotor MGMT foi determinado em 11

individuos (9,1%) encontrando-se principalmente em individuos controlo com uma
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frequéncia alélica de 7,0% em relagdo aos pacientes (2,3%). A relacdo deste SNP com o
cancro em geral revelou associag@o inversa [OR=0,30; 95% CI (0,08-1,20)] mas devido
ao baixo numero de individuos polimoérficos que apresentaram este SNP, resulta na
pouca significancia dos resultados.

Verificou-se que o SNP 575C—A se apresenta quase sempre sem ligacao a outros SNPs
identificados neste estudo, as Unicas excepg¢des recaem nas ligacdes (135G—T _
575C—A _777C—A) (p=0,0003) e (575C—A_ A—G-lle143Val A—G-Lysl178Arg)

(p=0,0071) em dois individuos controlo.

O SNP 777C—A no promotor MGMT foi identificado apenas em 8 mulheres (6,6%),
distribuido em igual nimero nas mulheres pacientes 4 (11,1%) e nas controlo 4 (9,1%),
tendo-se determinado uma frequéncia alélica nas mulheres controlo de 3,5%
ligeiramente superior a encontrada nas pacientes (3,1%), devido ao baixo numero de
individuos que apresentam este SNP, e pelo facto de se encontrarem distribuidos em
igual nimero nas mulheres controlo e pacientes, ndo foi encontrada qualquer associagao
deste SNP a patologias do foro oncoldgico em geral [OR=0,88; 95% CI (0,21-3,7)].

Constatou-se também que o SNP 777C—A se encontra sempre em ligagdo com outros
SNPs e mostra ligagao quase a 100% com o SNP 135G—T do promotor MGMT. Dado
que, sete individuos apresentam esta ligacdo dos quais, 2 individuos apresentam para
além desta outras ligagdes ao SNP 777C—A (135G—T_575C—A _777C—A)
(p=0,0003) e (135G—T _777C—A_ A—Gllel43Val _A—GLys178Arg) (p=0,0010), 5
individuos apresentam apenas a ligagdo do SNP 777C—A ao SNP 135G—T (p=0,0064
<1%) e had apenas um individuo que revelou o SNP 777C—A sem ligacdo ao SNP

135G—-T.
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No presente estudo determinou-se a ligacao genética entre os SNPs A—G Ilel43Val e
A—G Lys178Arg no exdo 5 MGMT a 100%, para além desta ligacdo também se
verificaram 9 ligacdes (7,4%) com o SNP 135G—T no promotor MGMT muito acima
do que seria espectavel (p=0,0304 = 3%).

Com este trabalho determinaram-se 35 SNPs A—G Ilel43Val A—G Lys178Arg na
populacdo do estudo (28,9%), tendo-se verificado que a frequéncia alélica determinada
nos individuos controlo (14,0%) ¢ ligeiramente inferior da que se encontrou para os
individuos pacientes (17,2%). A possivel associacdo dos SNPs A—G Ilel43Val e
A—G_Lys178Arg com o cancro em geral, resultou na falta de associagdo [OR=1,27,
95% CI (0,58 - 2,80)] devido sobretudo ao facto dos individuos polimorficos se
encontrarem praticamente na mesma propor¢cao em relacdo aos grupos controlo e
pacientes total. Por outro lado, verificou-se que as mulheres pacientes que apresentam
estes SNPs apresentaram principalmente de cancro da mama (n=10; 22,7%)
determinando-se aparentemente associa¢do destes SNPs com esta patologia em

particular [OR=2,53; (0,89 -7,16)].

Em suma, verificou-se associagdo inversa dos SNPs 135G—T, 575C— A no promotor
MGMT com o cancro em geral e em particular associagdo inversa significativa do SNP
135G—T com o cancro da mama em mulheres, indicando a falta de relacdo destes SNPs
com patologias oncoldgicas. Por outro lado, encontrou-se associagdo dos SNPs
290G—A no promotor e nenhuma relacio dos SNPs 777C—A do promotor e
A—G _Lys178Arg no exdo 5 com o cancro. No entanto, os SNPs A—G Ilel43Val e
A—G_Lys178Arg no exdo 5 aparecem mais relacionados com o cancro da mama.

A maioria das relagdes de associacdo perde significado devido ao facto da populacao

estudada ser pequena para dar consisténcia aos resultados obtidos. Numa populagdo
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maior e se as propor¢des de individuos se mantivessem, os indicios observados neste

estudo resultariam provavelmente com significado.

Os tnicos casos de SNPs, neste trabalho, que realmente apresentam alguns resultados
significantes para eventual pesquisa futura sao o SNP 290G—A e 777C—A no
promotor € os SNPs A—G Ilel43Val e A—G Lys178Arg do exao S MGMT.

O SNP 290G—A ¢ interessante devido ao facto de se ter encontrado maioritariamente
em pacientes e a Unica mulher controlo que o apresenta ter familiares de sangue com
antecedentes oncoldgicos. Seria interessante verificar o que vai acontecer a esta mulher
controlo no futuro e, com uma populagdo de individuos maior verificar se a tendéncia
de relacdo com o cancro encontrada neste estudo se verifica.

Para o SNP 777C—A ¢ pertinente verificar se este SNP realmente ¢ mais comum nas
mulheres, uma vez que neste estudo foi encontrado apenas em mulheres, pacientes e
oncologicas. Apesar dos resultados obtidos ndo terem sido comprovados por
sequenciacdo, os fragmentos resultantes da amplificacdo das amostras de DNA, com
primers especificos para cada SNP, identificaram-se com o tamanho previsto estimado
refutando a hipotese de amplificagdo em outras regidoes do gene MGMT que ndo as
desejadas.

Os SNPs do exdao 5 MGMT encontrado em associagdo com o cancro da mama em
mulheres, poderia verificar-se se em mulheres pacientes apenas de cancro da mama se a

tendéncia encontrada neste estudo se verifica.
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ANEXO A.1.

QUESTIONARIO* AMOSTRA

Este questionario € anonimo e confidencial.

Pretende-se que seja 0 mais descritivo possivel.

E constituido por 4 péaginas, a Ultima de preenchimento facultativo.

SEXO: M F IDADE

ETNIA:

(Descrever a ascendéncia)

NATURAL DE:

(Especificar aregido de nascimento)

NACIONALIDADE:
(Pais de origem)

ZONAS ONDE JA VIVEU?

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

PROFISSAO:

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

SIM  NAO

1. — Consome bebidas alcodlicas?

(Se respondeu SIM, indicar quantas vezes em 24 horas, por semana e em que situagao) 1

* A utilizar no estudo experimental “Polimorfismos no promotor e exdes 1, 2, 3, 4, 5, 6 da O6-alquilguanina-

DNA-alquiltransferase em populagfes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico”



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 situacao)

SIM  NAO

3. — Possui habitos tabagistas?

(Se respondeu SIM, indicar quantas vezes em 24 horas, por semana ou se esporadicamente em que
situacdo 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 0s sintomas, que tipo de medicagcao
jafez 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 0s sintomas, que tipo de
medicagao ja fez e qual a que faz actualmente)

SIM  NAO

6. — Foi-lhe diagnosticada doencga do foro oncolégico?

* A utilizar no estudo experimental “Polimorfismos no promotor e exdes 1, 2, 3, 4, 5, 6 da O6-alquilguanina-

DNA-alquiltransferase em populagfes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico”



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

SIM  NAO
7. — Na sua familia de sangue existem casos diagnosticados
de doenca oncoldgica?
(Se respondeu SIM, indique que tipo e qual o lago sanguineo que 0s une)

SIM  NAO

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

(Se respondeu SIM, indicar que tipo, a quanto tempo, quais os sintomas, que tipo de medicacdo jafez e
qual a que faz actualmente)

SIM  NAO

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

(Se respondeu SIM, indicar que tipo, a quanto tempo, quais os sintomas, que tipo de medicacgao jafez 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?

* A utilizar no estudo experimental “Polimorfismos no promotor e exdes 1, 2, 3, 4, 5, 6 da O6-alquilguanina-

DNA-alquiltransferase em populagfes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico”
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DNA-alquiltransferase em populag8es pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico”



INFORMACAO AO INDIVIDUO AMOSTRA

(PARTICIPANTE NO ESTUDO)

O estudo “Polimorfismos no promotor e exdes 1, 2, 3, 4, 5, 6 da O6-alquilguanina-DNA-
alquiltransferase em popula¢des pacientes e ndo pacientes do foro oncol6gico” pretende
averiguar a existéncia de alterac6es desta enzima no sistema celular.

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

Qualquer dos utentes participantes no estudo pode em qualquer momento deixar de
participar ou exigir a ndo inclusdo dos seus dados, tendo a certeza porem, que a sua

decisdo ndo implica alteragbes a nivel dos cuidados de saude que lhe sdo prestados.

Sendo vélido 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 sao registados anonimamente e identificados com um n°

de codigo sendo somente utilizados para tratamento estatistico, faculta-se a opcao de
identificacdo apenas a quem estiver interessado em saber o resultado da sua amostra

através desta investigacao.

DECLARACAO AMOSTRA

Eu, declaro

que fui informado das implicacdes e objectivos em participar no estudo “Polimorfismos no
promotor e exdes 1, 2, 3, 4, 5, 6 da O6-alquilguanina-DNA-alquiltransferase em
populagdes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico”, assim como da
confidencialidade dos dados recolhidos e manifesto o meu livre consentimento em

participar no mesmo.

Faro, de de 2006

Nome do Investigador:

(Cristina Gamboa /Sandra Cadima) 5

* A utilizar no estudo experimental “Polimorfismos no promotor e exdes 1, 2, 3, 4, 5, 6 da O6-alquilguanina-

DNA-alquiltransferase em populagfes pacientes e ndo pacientes do foro oncolégico”



Anexo A.2.

Amostras de estudo
1 060307 | 15 180407 | 29 190407 160307 | 57 230307 | 71 260307 190407 | 113 190407 230407 | 141 240407
207,8 | 090307 | 269,1 | 210407 | 22,33 | 210407 | 74,92 | 210307 | 196,1 | 230307 | 283,6 | 260307 | 76,57 | 210407 | 183,1 | 210407 | 1145 | 210407 | 367,7 | 240407 | 12,62 | 240407
2 060307 | 16 180407 | 30 190407 | 44 160407 | 58 230307 | 72 260307 170407 180407 230407 | 142 240407
618,8 | 090307 | 39,74 | 210407 | 346,7 | 210407 | 947,8 | 200407 | 391,6 | 230307 | 1250 | 260307 | 107,8 | 210407 | 25,65 | 210407 | 187,7 | 210407 | 45,4 | 240407 | 91,0 | 240407
3 230307 | 17 180407 090307 160407 | 59 230307 | 73 290307 101 170407 200407 | 129 | - 143 240407
1040 | 230307 | 115,1 | 210407 | 137,8 | 090307 | 132,8 | 200407 | 644,1 | 230307 | 26,71 | 290307 | 441,2 | 210407 | 89,64 | 210407 | 96,58 | 210407 | ----rs | —— 90,9 | 240407
4 140307 | 18 180407 090307 | 46 160407 | 60 230307 | 74 290307 160407 170407 190407 | 144 240407
1316 | 230307 | 84,65 | 210407 | 106,7 | 090307 | 131,9 | 200407 | 186,5 | 230307 | 27,68 | 290307 | 91,85 | 210407 | 688,6 | 200407 | 75,64 | 210407 | 226,1 | 210407 | 96,45 | 240407
120407 | 19 180407 090307 160407 | 61 230307 160407 120407 | 103 180407 170407 190407 | 145 240407
523,4 | 140407 | 185,3 | 210407 | 55,69 | 090307 | 139,3 | 200407 | 535,1 | 230307 | 44,22 | 200407 | 422,6 | 140407 | 60,71 | 210407 | 90,77 | 210407 | 722,8 | 210407 | 34,76 | 240407
6 080307 180407 | 34 210307 160407 | 62 230307 | 76 290307 120407 160407 200407 190407
195,8 | 090307 | 120,6 | 210407 | 561,9 | 230307 | 334,7 | 200407 | 123,5 | 230307 | 820,8 | 290307 | 97,20 | 140407 | 149,1 | 200407 | 28,91 | 210407 | 118,1 | 210407
090407 180407 | 35 210307 160407 | 63 260307 | 77 290307 130407 | 105 160407 240407 | 133 | -
328,5 | 140407 | 84,59 | 210407 | 188,8 | 230307 | 104,8 | 200407 | 482,2 | 260307 | 713,6 | 290307 | 354,1 | 140407 | 49,53 | 200407 | 25,61 | 240407 | ------ | -------
090407 240407 | 36 210307 | 50 220307 | 64 260307 | 78 290307 130407 160407 200407 | 134 | -
211,7 | 140407 | 28,24 | 240407 | 231,1 | 230307 | 441,9 | 230307 | 569,9 | 260307 | 1373 | 290307 | 305,9 | 140407 | 421,1 | 200407 | 98,81 | 210407 | -----m | -------
9 200407 | 37 210307 | 51 220307 | 65 260307 | 79 290307 130407 160407 | 121 | - 135 | -
327,6 | 240407 | 2252 | 210407 | 283,4 | 230307 | 376,6 | 230307 | 61,14 | 260307 | 467,2 | 290307 | 107,8 | 140407 | 115,9 | 200407 | ---em- | -==---= | ceoeee | ----
170407 200407 | 38 210307 | 52 220307 | 66 260307 120407 130407 | 108 170407 200407 | 136 | -
96,96 | 210407 | 276,4 | 210407 | 583,7 | 230307 | 448,6 | 230307 | 1029 | 260307 | 331,0 | 140407 | 3935 | 140407 | 163,09 | 210407 | 107,7 | 210407 | ------ | -------
170407 190407 210307 | 53 220307 | 67 260307 120407 130407 170407 200407 | 137 | -——--
63,03 | 210407 | 53,01 | 210407 | 431,09 | 230307 | 623,1 | 230307 | 1341 | 260307 | 634,9 | 140407 | 1435 | 140407 | 166,1 | 210407 | 271,9 | 210407 [ ----—- |
1 170407 | 26 190407 | 40 210307 | 54 220307 | 68 260307 180407 170407 170407 | 138 | -—---—--
70,88 | 210407 | 51,39 | 210407 | 1027 | 230307 | 64,88 | 230307 | 54,73 | 260307 | 63,47 | 210407 | 298,6 | 210407 | 9484 | 210407 | 164,8 | 210407 [ ----—- |
13 170407 | 27 190407 | 41 210307 | 55 220307 | 69 260307183 | --—---- 97 180407 | 111 170407 170407 | 139 | -—---—--
221,9 | 210407 | 39,73 | 210407 | 174,7 | 230307 | 674,6 | 230307 | 681,3 | 260307 | ------ | 38,73 | 210407 | 222,6 | 210407 | 416,7 | 210407 | ------ [ -
14 180407 190407 | 42 210307 | 56 230307 | 70 260307 170407 | 112 170407 230407 | 140 240407
64,42 | 210407 | 32,71 | 210407 | 344,4 | 230307 | 63,38 | 230307 | 1449 | 260307 | 52,06 | 210407 | 75,21 | 210407 | 79,31 | 210407 | 415,3 | 240407 | 236,2 | 240407
L egenda: NCAmostra Data da colheita
Oncoldgical ddmmaa
[concentracdo Data da extrac¢do
DNA ng/ ul] DNA

ddmmaa




Anexo A.3.

Valores encontrados para a significancia na distribuicio dos SNPs encontrados nos individuos do

estudo para o SNP 135G—T no promotor MGMT

Homens Controlo/ Homens Controlo/
Homens Pacientes Mulheres Controlo
HomensTotal/ P=0,9404 Controlos Total/ P=0,9866
Mulheres Total Pacientes Total
P=0,4387 P=0,1543
Mulheres Controlo/ Homens Pacientes/
Mulheres Pacientes Mulheres Pacientes
P=0,1247 P=0,2276 Ver anexo B.1.

Valores encontrados na relacio dos gendtipos com o cancro nos individuos do estudo para o SNP

135G—T Promotor MGMT

Associacdo ao cancro em geral na populacio total

Casos Controlos Genétipos (GT/TT) vs GG (Polimorficos vs selvagens)

19 24 G/T+T/T OR=1,0 (referéncia)
45 33 G/G 0,58 (0,27 - 1,23)

Associagio ao cancro em geral nas mulheres

8 18 G/T+T/T OR=1,0 (referéncia)
28 26 G/G 0,41 (0,15-1,11)

Associa¢do ao cancro em geral nos homens

11 6 G/T+T/T OR=1,0 (referéncia)
17 7 G/G 0,754 (0,2 - 2,85)

Associacdo ao cancro da mama em mulheres

5 36 G/T+T/T OR=1,0 (referéncia)
15 24 G/G 0,22 (0,07 - 0,69)
Ver anexo B.1.

p= PX? (00,05)(r=1) em tabelas de contingéncia 2x2, sempre que necessario usou-se P com correc¢do de Yates (n<20) ou
recorreu-se ao P exacto de Fisher (20<n>40 e valores Esperados <5); OR (95%CI): Odds Ratio para um intervalo de confianca
de 95%, referéncia OR=1,0; G/G: n° individuos com genétipo selvagem; G/T: n° individuos com gendtipo heterozigotico; T/T:
n° individuos com gendtipo homozigatico.

Os grupos Controlo e Pacientes encontram-se em Equilibrio Hardy-Weinberg (p* + 2pq + q*=1)



Anexo A.4.

Valores encontrados para a significincia na distribuicio dos SNPs encontrados nos individuos do

estudo para o SNP 290G—A Promotor MGMT

Homens Controlo/ Homens Controlo/
Homens Pacientes Mulheres Controlo
HomensTotal/ ND Controlos Total/ ND
Mulheres Total Pacientes Total
P=0,6626 P=0,2118
Mulheres Controlo/ Homens Pacientes/
Mulheres Pacientes Mulheres Pacientes
P=0,1687 P=0,3753 Ver anexo B.2.

Valores encontrados para a relacio dos genétipos com o cancro nos individuos do estudo para o

SNP 290G—A Promotor MGMT

Associacido ao cancro em geral na populacio total

Casos  Controlos Genétipos (GA/AA) vs GG (Polimoérficos vs selvagens)

5 1 G/A + A/A OR=1,0 (referencia)
59 56 G/G 4,75 (0,54 - 41,90)

Associacido ao cancro em geral nas mulheres

4 1 G/A +A/A OR=1,0 (referencia)
32 43 G/G 5,38 (0,57 - 50,42)
Ver anexo B.2.

p= PX? (00,05)(r=1) em tabelas de contingéncia 2x2, sempre que necessario usou-se P com correc¢do de Yates (n<20) ou
recorreu-se ao P exacto de Fisher (20<n>40 e valores Esperados <5); OR (95%CI): Odds Ratio para um intervalo de confianca
de 95%, referéncia OR=1,0; G/G: n° individuos com genoétipo selvagem; G/A: n° individuos com gendtipo heterozigotico; A/A:
n° individuos com gendtipo homozigdtico; ND: ndo determinado.

Os grupos Controlo e Pacientes encontram-se em Equilibrio Hardy-Weinberg (p® + 2pq + ¢’ =1)



Anexo A.5.

Valores encontrados para a significancia na distribuicio dos SNPs encontrados nos individuos do

estudo para o SNP 575C—A Promotor MGMT

HomensTotal/
Mulheres Total

Homens Controlo/
Homens Pacientes

P=0,5795

ND

Mulheres Controlo/
Mulheres Pacientes

Controlos Total/
Pacientes Total

Homens Controlo/
Mulheres Controlo

P=0,1419

P=0,1217

ND

Homens Pacientes/
Mulheres Pacientes

P=0,5766 Ver Anexo B.3.

Valores encontrados para a relacio dos genétipos com o cancro nos individuos do estudo para o

SNP 575C—A Promotor MGMT

Associacido ao cancro em geral na populacio total

Casos Controlos Genétipos (CA/AA) vs CC (Polimérficos vs selvagens)

3 8 C/A+A/A OR=1,0 (referéncia)

61 49 C/C 0,30 (0,08 - 1,20)

Associagio ao cancro em geral nas mulheres

1 6 C/A +A/A OR=1,0 (referéncia)

35 38 C/C 0,18 (0,02 - 1,58)

Associagdo ao cancro em geral nos homens

2 2 C/A+A/A OR=1,0 (referéncia)

26 11 C/C 0,42 (0,05 - 3,40)

Ver Anexo B.3.

p= PX? (00,05)(r=1) em tabelas de contingéncia 2x2, sempre que necessario usou-se P com correc¢do de Yates (n<20) ou
recorreu-se ao P exacto de Fisher (20<n>40 e valores Esperados <5); OR (95%CI): Odds Ratio para um intervalo de confianga
de 95%, referéncia OR=1,0; C/C: n° individuos com gendétipo selvagem; C/A: n° individuos com gendtipo heterozigdtico; A/A:
n° individuos com gendtipo homozigético; ND: ndo determinado.
Os grupos Controlo ¢ Pacientes encontram-se em Equilibrio Hardy-Weinberg (p® + 2pq + q*=1)



Anexo A.6.

Valores encontrados para a significancia na distribuicio dos SNPs encontrados nos individuos do

estudo para o SNP 777C—A Promotor MGMT

Homens Controlo/ Homens Controlo/
Homens Pacientes Mulheres Controlo
HomensTotal/ ND Controlos Total/ P=0,5641
Mulheres Total Pacientes Total
P=0,0501 ND
Mulheres Controlo/ Homens Pacientes/
Mulheres Pacientes Mulheres Pacientes
ND —
P=0,1249 Ver Anexo B.4.

Valores encontrados para a relacio dos genétipos com o cancro nos individuos do estudo para o

SNP 777C—A Promotor MGMT

Associacdo ao cancro em geral na populacio total

Casos Controlos Gendtipos (CA/AA) vs CC (Polimorficos vs selvagens)

4 4 C/A +A/A OR=1,0 (referéncia)
60 53 C/C 0,88 (0,21 - 3,70)

Associagio ao cancro em geral nas mulheres

4 4 C/A+A/A OR=1,0 (referéncia)
32 40 C/C 1,66 (0,39 - 7,09)
Ver Anexo B.4.

p= PX* (00,05)(r=1) em tabelas de contingéncia 2x2, sempre que necessario usou-se P com correc¢do de Yates (n<20) ou
recorreu-se ao P exacto de Fisher (20<n>40 e valores Esperados <5); OR (95%CI): Odds Ratio para um intervalo de confianca
de 95%, referéncia OR=1,0; C/C: n° individuos com genotipo selvagem; C/A: n° individuos com genotipo heterozigotico; A/A:
n° individuos com genétipo homozigdtico; ND: ndo determinado.

Os grupos Controlos e Pacientes encontram-se em Equilibrio Hardy-Weinberg (p* + 2pq + q*>=1)



Anexo A.7.

Sequéncias reconhecidas pelas
enzimas BsmFI| ou Faql com a
posicao de restrigao

5.. GGGAC (N)I0"... 3’
3.. CCCTG (N)IF ...5'

Foronal
HpuCHA I BsthI Sequéncia selvagem
A CviKI-1 Fok1
AlwNI #5crFI . pOSiQflO 60 -
#HplSSII1 Tzel #PpuMI
SausAl Apekl #AVall
#0pn1l FriudHI secant] SNP A—G Ilel43Val
BfuCI TzpEL #3au961
#Mbol Bhzl #5etl
Bst¥I Mbol 1 #N1aly Bt=C1
Dpnl Bl FakI BtsCl Bcel
5 ... TCCAGATCCCTGACTGACAGTGECTGCCCCCCTGTCTTCCAGGICCCCATCCTCATCCCG ... 37
F10 I ko I 30 I Fdiy I ko I &0 |
\ 4
1 33 ——1> Restrigdo BsmFI/Faql 385 ———
5 \ 1.3 Sequéncia Exdo 5
I T i 385bp-
33 352 Tamanho dos fragmentos originados por restrigdo
#PapG1
B HpwCHATIT ¥BsmFl
AlwNI #5crfl
Apek] Botil
CvikI-1 #Ppunl SNP A—G |le143Val
Sau3Al Tzel #hsall
80pnll TspRI #EcolL109] _ iAE _
BFUCI FrudHI #Sau361 Posigao 60
aMbol Bhbsl iNlaly
Bst¥l Mool #Set]
Dpnl - Bhvl Fokl BtsCl Becl Mnl1
5 ... AGATCCCTGACTGACAGTGECTGCCCCCCTETCTTCCAGGTICLCCATCCTCEICCCGTGE ... 37
k1o I k2o I k30 I (L] | F50 | L& |
1 33 45 ———> Restrigdes BsmFI/Faql 385
5"'"I : : :.....3’ Sequéncia Exdo 5
-385bp -
33 12 340 Tamanho dos fragmentos originados por restrigdo

Legenda: Esquema de restricdo com a enzima Faql, isoquizomero da enzima BsmFI, no fragmento de
DNA que contem o exdao 5 MGMT. A vermelho encontram-se as respectivas sequéncias de
reconhecimento ¢ de corte [GTCCC (N14)]] da enzima. A verde exemplificam-se os fragmentos
originados a partir da restricdo. A. Esquema de restricdo na sequéncia selvagem. B. Restricdo na
sequéncia polimorfica assinalada pela presenga do SNP A—Glle143Val na posigdo 60.




Anexo A.8.

Sequéncias reconhecidas pela
enzima Mspl com a posicao de
restricao

5..CCGG.L3
3.Gg*GCcC..Y

Cvifll
Sequéncia selvagem W1alll
] Phiol
- posigdo 111 - HaeI11
CuikI-1
SNP G—A Glyl160Arg #mnl #Barfl
CwikI-1 tpgel
T=tl T=tI Bzalll
*Eael Sausel Mzpl
HpuAy HpyAy *Hpall
HaellI CwiKI-1 Fall
HpulaEI 11 CwikI-1 Haelll Ajul
*Hpall Phiol Phiol Bsl1
EcoP151 BsrI Fatl PFIMI
5 ... CAACTACTLCCGGAGGACTEGCCGTGAAGGAATEGCTTCTEGCCCATGAAGGECCACCGETT ... 3°
[ Fi1o 1 Fizo I F130 1 Figo 1 F150 I F160
1 109 155 ——» Restricdes Mspl 385
| L L | 3 Sequéncia Exdo 5
| T T | R
-385bp -
109 46 230 Tamanho dos fragmentos originados por restrigdo
Fail
Phol
Haelll
CwikI-1
SNP G—A Glyl160Arg wmn I Bsall
. CwviKI-1 tagel
- Posicao 111 - Tstl £BsrF1
— Saussl ¥
*Eael CwikI-1 L Mspl
HpuAY Haelll Fall
Haelll HpnaRY AUl
CviKI-1 Phal Bsll
Phol Fatl PFIMI
Tstl Bsrl Owinll TspOTI
5 ... ACTACTCCAGAGGACTEGCCGTGARGEAATGGCTTICTGGCCCATEAAGECCACCGETTGE ... 37
| F110 | k120 | F130 | F140 | k450 | k160
v
1 155 ——» Restrigdo Mspl 385
\ | 3 Sequéncia Exdo 5
I T e
-385bp -
155 230 Tamanho dos fragmentos originados por restrigdo

Legenda: Esquema de restrigdo com a enzima Mspl, no fragmento de DNA que contem o ex@o 5 MGMT.
A vermelho encontram-se as respectivas sequéncias de reconhecimento e de corte (C|CGQG) da enzima. A
verde exemplificam-se os fragmentos originados a partir da restrigdo. A. Esquema de restrigdo na

sequéncia selvagem. B. Restricdo na sequéncia polimorfica assinalada pela presenga do SNP
G—AGly160Arg na posicao 111.




Anexo A.9.

Sequéncias reconhecidas pela
enzima Alul com a posicdo de

restricao
5.. AG~CT ..3
3... TCGA ..5
sNlalv Sequéncia selvagem
sStund ]
Haelll - posi¢ao 224 -
_E\ii‘— EPspGl
falul Cvikl-1 SNP T—A Alal97Alal
Ddel #BsskI
Bpulol Phol ;
Bspl28sl #3crFl Alul
Sacl Bsaxl CwikI-1
BsiHKAT BztMI Setl
CwikKI-1 Setl Hiredl Bsall
Bsax] BanII CviKI-1 EcoP15I BsoBI
Hird1 FallySetl BspCHI Smll *BsrBl EAval
#Bs11 Ajull rBpukEl HSauds] EFaul ¥Acil Setl
5 G'[:f'Tr;r.GnG[;l;n_ﬁ_u‘l:nnl;f'[:T[;|;t:nt."[;Gr;l:t:T[;G[:Tt:nn[;t;r;nt;t:[;ﬁr;_n_ﬁ_c_],"nc'r:'l'cﬁ[; eee 3
k150 I k190 1 F2oo I Fz10 1 k220 I k230
184 222 ——» Restrigdes Alul 385
\ | | |3 Sequéncia Exdo 5
| T T | I
-385bp -
184 38 163 Tamanho dos fragmentos originados por restrigdo
#Ecolioa]
#Nlalv
Phal
#P=pGl
CwikI-1 CwiKI-1
[ALuI #Bsskl SNP T—A Alal97Alal
Ddel Ha=IIl
Bpulol #Stubdl - Posigdo 224 -
Bspl2861 BetMI
Sacl Bsaxl
EsiHKAT #5crFl
Setl Hirdd I Bsall
Banll CviKI-1 EcoP151 EsoB1
Fall; Setl BspCNI Smll tBsrdl thval [ CwikI-1
Ajul| BpuEl i Sauds] *Faul TAcil Setl NlalV
5... TEGGAGGGAGCTCAGGTCTGGCAGGEEGCCTEGCTCAAGEGAGCGGGAGCAACTTCGGECT .. 3
I Figo~ 1 k180 I k200 I F2im I k220 I k230
v
184 — > Restricio Alul 385
\ | |3 Sequéncia Exdo 5
I T (R
-385bp -
184 222 Tamanho dos fragmentos originados por restrigdo

Legenda: Esquema de restri¢do com a enzima Alul no fragmento de DNA que contem o exao 5 MGMT.
A vermelho encontram-se as respectivas sequéncias de reconhecimento e de corte (AG|CT) da enzima. A
verde exemplificam-se os fragmentos originados a partir da restricdo. A. Esquema de restricio na
sequéncia selvagem. B. Restricdo na sequéncia polimoérfica assinalada pela presenca do SNP T—A

Alal97Ala na posicdo 224.




DEFENI CAO EX 5 sequénci a sel vagem
ORI G N hgl8 knownGene BC000824 9 range=chr10:131455042-131455356

1 CGITGICCAG ATCCCTGACT

61 TCCCGTGCCA CAGAGTGGIC
121 CCGTGAAGGA ATGCCTTCTG
181 GGAGCTCAGG TCTGGCAGEG
241 CTGCTGGECCG AAACTGAGTA
301 CACTGCATCG GATGCGGEGEEC
361 GGAACAAGCG TGTCTGCCCT

1) DEFENI CAO E5_43_1+ML3Fwd
ORI G N
1 CGTTGTCCAG ATCCCTGACT
61 TOCCGTGCCA CAGAGTGGTC
121 CCGTGAAGGA ATGGCTTCTG
181 GGAGCTCAGG TCTGGCAGGG
241 CTGCTGGOCG AAACTGAGTA
301 CACTGCATCG GATGCGGGGC
361 GGAACAAGCG TGTCTGCCCT

1') DEFENI CAO E5_43_ 1+ML3Fwd
ORI G N
1 CGTTGTCCAG ATCCCTGACT
61 TOCCGTGCCA CAGAGTGGTC
121 CCGTGAAGGA ATGGCTTCTG
181 GGAGCTCAGG TCTGGCAGGG
241 CTGCTGGOCG AAACTGAGTA
301 CACTGCATCG GATGCGGGGC
361 GGAACAAGCG TGTCTGCCCT

2) DEFENI GAO E5_111- 4+ML3Fwd
ORIGN
1 CGTTGTCCAG ATCCCTGACT
61 TCCOGTGCCA CAGAGIGGTC
121 CCGTGAAGGA ATGGCTTCTG
181 GGAGCTCAGG TCTGGCAGGG
241 CTGCTGGCCG AAACTGAGTA
301 CACTGCATCG GATGCGGGGC
361 GGAACAAGCG TGTCTGCCCT

2’) DEFENIGAO E5_111- 2+ML3Fwd
ORIGN
1 CGTTGTCCAG ATCCCTGACT
61 TOCCGTGCCA CAGAGTGGTC
121 CCGTGAAGGA ATGGCTTCTG
181 GGAGCTCAGG TCTGGCAGGG
241 CTGCTGGOCG AAACTGAGTA
301 CACTGCATCG GATGOGGGGC
361 GGAACAAGCG TGTCTGCCCT

Anexo A.10.

385 bp

GACAGTGGCT GCCCCCCTGT
TGCAGCAGCG GAGCCGTGGG
GCCCATGAAG GCCACCGGTT
GCCTGCCTCA AGGGAGCGGEG
TGTGCAGTAG GATGGATGIT
GTGGAGGCAC CGCTGTATTA

TTCTG

381 bp (Honozi gobtico)

GACAGTGGCT
TGCAGCAGCG
GCCCATGAAG
GCCTGCGCTCA
TGIGCAGTAG
GTGGAGGCAC
T

381 bp

GACAGTGGCT
TGCAGCAGCG
GCCCATGAAG
GCCTGCGCTCA
TGIGCAGTAG
GTGGAGGCAC
T

381 bp (Heterozigo6t

GACAGTGGCT
TGCAGCAGCG
GCCCATGAAG
GCCTGGCTCA
TGITGCAGTAG
GTGGAGGCAC
T

381 bp

GACAGTGCCT
TGCAGCAGCG
GCCCATGAAG
GCCTGCGCTCA
TGITGCAGTAG
GIGGAGGCAC
T

GCCCCCCTGT
GAGCCGT GGG
GCCACCGGTT
AGGGAGCGEG
GATGGATGIT
CGCTGTATTA

GCCCCCCTGT
GAGCCGT GGG
GCCACCGGTT
AGGGAGCGEG
GATGGATGIT
CCCTGTATTA

GCCCCCCTGT
GAGCCGT GGG
GCCACCGGTT
AGGGAGCGEG
GATGGATGIT
CCCTGTATTA

GCCCCCCTGT
GAGCCGT GGG
GCCACNNTTT
AGGGAGCGEG
GATGGATGTT
CGCTGTATTA

CTTCCAGGTC
CAACTACTCC

GCCA
AGCTACCTCG
TGAGCGACAC
AAGGAAGT GG

CTTCCAGGTC
CAACTACTCC

AGCTACCTCG
TGAGCGACAC
AAGGAAGTAG

CTTCCAGGTC
CAACTACTCC

AGCTACCTCG

TGAGCGACAC
AAGGAAGTAG

co)

CTTCCAGGTC
CAACTACTCC

AGCTACCTCG

TGAGCGACAC
AAGGAAGT GG

CTTCCAGGTC
CAACTACTCC

GGGGARIGCCA
AGCTACCTCG

cocaTecTdl
GGAGGACTGG
GGCTTGGRAG
GGCTCCOOGC
ACACGTGTAA
CAGTGTCCTG

cocaTecTdl
GGAGGACTGG
GGCTTGGRAG

ACACGTGTAA
CAGIGICCTG

cocaTecTdl
GGAGGACTGG
GGCTTGGRAG

ACACGTGTAA
CAGIGICCTG

cocatecTdl
GGAGGACTGG
GGCTTGGRAG
GGCTCCOOGC
ACACGTGTAA
CAGTGTCCTG

cocaTecTdl
GGAGGACTGG
GGCTTGGGAG
GGCTCOCOGC

TGAGCGACAC ACACGTGTAA
AAGGAAGTGG CAGIGICCTG

Legenda: 1) Comparacdo de sequéncias homozigdticas nos SNPs A—G Ilel43Val e
A—G_Lys178Arg no exdo 5 MGMT (amostra 43). 2) Comparagdo de sequéncias
heterozigoticas nos SNPs A—G _Ilel43Val e A—G Lys178Arg (amostra 111).



Anexo A.11.

Valores encontrados para a significancia na distribuicio dos SNPs encontrados nos individuos do

estudo para o Exao S MGMT nos SNPs A—G_Ilel43Val - A—G_Lys178Arg

Homens Controlo/ Homens Controlo/
Homens Pacientes Mulheres Controlo
HomensTotal/ P=0,3983 Controlos Total/ P=0,1496
Mulheres Total Pacientes Total
P=0,1547 P=0,6916
Mulheres Controlo/ Homens Pacientes/
Mulheres Pacientes Mulheres Pacientes
P=0,8679 —
P=0,4968 Ver Anexo B.5.

Valores encontrados para a relacdo dos genétipos com o cancro nos individuos do estudo para o Exiao 5

MGMT nos SNPs A—G_Ilel43Val - A—G_Lys178Arg

Associacdo ao cancro em geral na populacio total

Casos  Controlos Genétipos A/G-G/G vs AA-AA (Polimérficos vs selvagens)
20 15 A/G-A/G + G/G-G/G OR=1,0 (referéncia)
44 42 A/A-A/A 1,27 (0,58 - 2,80)

Associagio ao cancro em geral nas mulheres

13 14 A/G-A/G + G/G-G/G OR=1,0 (referéncia)
23 30 A/A-A/A 1,21 (0,48 - 3,07)

Associacido ao cancro em geral nos homens

7 1 A/G-A/G + G/G-G/G OR=1,0 (referéncia)
21 12 A/A-A/A 4,00 (0,44 - 36,54)

Associacdo ao cancro da mama em mulheres

10 17 A/G-A/G + G/G-G/G OR=1,0 (referéncia)
10 43 A/A-A/A OR=2,53 (0,90-7,16)
Ver Anexo B.5.

P= PX* (00,05)(r=1) em tabelas de contingéncia 2x2, sempre que necessario usou-se P com correccdo de Yates (n<20) ou
recorreu-se ao P exacto de Fisher (20<n>40 e valores Esperados <5); OR (95%CI): Odds Ratio para um intervalo de confianga
de 95%, referéncia OR=1,0; A/A-A/A: n° individuos com gendtipo selvagem; A/G-A/G: n° individuos com gendtipo
heterozigodtico; G/G-G/G: n° individuos com gendtipo homozigético.

Os grupos Controlo e Pacientes encontram-se em Equilibrio Hardy-Weinberg (p® + 2pq + ¢*=1)



Anexo A.12.

Valores encontrados para a relacio de todos os SNPs identificados neste estudo com o cancro na
populaciio geral e nos grupos de homens e mulheres do estudo

Populagio OR=1,0 (referencia) % de relacdo (OR -1 x 100)
SNPs (Pacientes / Controlos) 0,77 (0,36 - 1,63) -23%

Grupos

Homens

SNPs (Pacientes / Controlos) 0,97 (0,25 - 3,73) - 3%

Mulheres

SNPs (Pacientes / Controlos) 0,74 (0,29 - 1,90) - 26%

SNPs apresentados nas mulheres pacientes de cancro da mama e associacio a patologia

(135G—T, 290G— A, 777C—A, A—G_Ilel43Val e A—>G_Lys178Arg)

Controlos Casos OR=1,0 (referéncia) % de relacio (OR -1 x 100)
Selvagens 34 5 3,92 (1,26-12,19) 292%
Polimoérficos 26 15 Com significado

OR (95%CI): Odds Ratios paraum intervalo de confianca de 95%, referéncia OR=1,0.
Os grupos Controlo e Pacientes encontram-se em Equilibrio Hardy-Weinberg (p® + 2pq + ¢*=1)



Promotor Exio 5
Amostras | 135 GoT | 290G— A | 575C— A | 777C—A | ILE 143 VAL | GLY178ARG
HE
HE HE
HE
8
9
10 ‘ HE
| HE
HE |_Homo [ nomo_|
| HE
15 HE
16
17 HE HE
19 HE HE HE
20 HE
21 -
22 HE
23 HE
[ 2 HE
25 HE HE HE
26
27 oMo |
29
HE
HE
HE HE
HE HE
HE HE
HE
HE HE
HE
HE HE HE
|_nomo [ nomo_|
HE
HE
HE HE
HE HE

Patologia
ESOFAGO
MAMA
CABECA
MAMA

MAMA

LNH

MAMA
RECTO
MAMA
COLON
COLON
COLON
COLON

MAMA
MELANOMA
COLON
GASTRICO

INTEST
MAMA
INTEST
INTEST
BEXIG

HODKING
MAMA
COLON

LINFT

MAMA

ANEXO A.13.

Promotor Exio 5
Amostras | 135G>T | 290G— A | 575C— A | 777C—A | ILE 143 VAL | GLY178ARG
48 HE HE
49 HE HE HE
HE HE
HE HE
HE HE
| _Homo [ mHomo |
HE HE
HE
60
61
62 HE HE
HE
65 HE
HE
69 HE HE
HE
HE HE
76
77 HE
78 HE HE
HE HE
80
HE
82
85 HE HE HE
86 HE HE
87 HE HE HE
88 HE HE
89
90 HE
91
92 HE
93
95
97 HE HE
98

Patologia

OVARIOS
INTEST
PULMAO
MAMA
MAMA
METASTASE
MAMA
MEDULA
LEUCEMIA
OCULTA
INTEST
MAMA
MAMA
PULMAO
COLON
COLON
COLON
RECTO
MM

LH
BEXIGA
COLON
M M
MAMA
MAMA
MAMA
SM

MAMA

Promotor Exdo 5
Amostras | 135G>T | 290G— A | 575C— A | 777C—A | ILE 143 VAL | GLY178ARG
99 HE HE
100
102 HE HE HE
HE
HE HE
108 HE
109 HE
110 HE HE HE
HE HE HE
HE HE HE
HE
HE
HE HE
HE HE
124 HE
HE
126
128 HE HE HE
130
132 HE HE HE
140 HE HE
143 HE HE HE
Legenda:
.
Mulheres
N° preto Controlos Tipo oncologia
N°vermelho | Pacientes oncol 6gicos LNH - LINFOMA NON HODGKIN
Amostras testadas MM - MIELOMA MULTIPLO
HE Amostras heterozigdticas SM — SINDROME MIELOFIBROSE

Amostras homozigéticas

Patologia

COLON

PULMAO

RECTO

PROSTATA
COLON
PULMAO

MAMA
COLON
MAMA



Anexo B.1.

| GENOTIPOS SNP 135G_T POPULAGAO VS CANCRO

Title of study
| CANCRO
| | Yes No
B+D
I 64
(A+C) 57
| GT+ TT 19 24 43
A= B= A+B =
Study groups
45 33 78
I e C= D= C+D:|
) 0.580
OddsratioOR =
_ _ | 0.274 to 1.2304
95% confidenceinterval =
. I GENOTIPOS SNP 135G_T MULHERES VS CANCRO
Title of study
| CANCRO
| | Yes No
+
% (B+D)
(A+C) I 44
| GT+TT 8 18 26
A= B= A+B =
Study groups
GG 28 26 54
I C= D= C+D=
_ | 0.412
OddsratioOR =
_ _ | 0.1535 to 1.1098
95% confidenceinterval =
. I GENOTIPOS SNP 135G_T HOMENS VS CANCRO
Title of study
| CANCRO
| | Yes No
+
8 (B+D)
(A+C) I 13
| GT+TT 11 6 | 17
A= B= A+B =
Study groups
GG 17 7 24
I C= D= C+D=

_ I 0.754
OddsratioOR =

_ _ | 0.2 to 2.8494
95% confidenceinterval =




Anexo B.1.

I GENOTIPOS SNP 135 G_T MULHERES VS CANCRO MAMA

Title of study
| CAN MAMA
Yes No
B+D
|—20 (B+D)
(A+C) I 60
GT+TT 5 36
A= B= A+B =
Study groups
GG 15 24
C= D= C+D=

I 0.222
Oddsratio OR =

| 0.0713 to 0.6922

95% confidenceinterval



Anexo B.1.

Analyze a 2x2 contingency table SNP 135 G_T Homens Total/Mulheres Total

SNP SSNP  Total

HomensTotal 17 24 41
MulheresTotal 26 54 80
Total 43 78 121

Chi-sguare with Yates correction
Chi sguared equals 0,600 with 1 degrees of freedom, The two-tailed P value equals 0,4387

Analyze a 2x2 contingency table SNP 135 G_T HomensControlo/Homens Pacientes
SNP SSNP  Total

Homens Controlo 6 7 13
Homens Pacientes 11 17 28
Total 17 24 41

Chi-squarewith Yates correction
Chi squared equals 0,006 with 1 degrees of freedom, The two-tailed P value equals 0,9404

Analyze a 2x2 contingency table SNP 135 G_T Mulheres Controlo/Mulheres Pacientes
SNP S/ISNP - Total

MulheresControlo 18 26 44
Mulheres Pacientes 8 28 36
Total 26 54 80

Chi-squarewith Yates correction
Chi sguared equals 2,357 with 1 degrees of freedom, The two-tailed P value equals 0,1247

Analyze a 2x2 contingency table SNP 135 G_T Controlos Total/PacientesTotal

SNP S/SNP  Total

ControlosTotal 24 33 57
PacientesTotal 19 45 64
Total 43 78 121

Chi-squarewithout Y ates correction
Chi sguared equals 2,029 with 1 degrees of freedom, The two-tailed P value equals 0,1543

Analyze a 2x2 contingency table SNP 135 G_T Homens Controlos’/Mulheres Controlos
SNP S/SNP  Total

Homens Controlo 6 7 13
MulheresControlo 18 26 44
Total 24 33 57

Chi-sguare with Yates correction
Chi sguared equals 0,000 with 1 degrees of freedom, The two-tailed P value equals 0,9866

Analyze a 2x2 contingency table SNP 135 G_T Homens Pacientes’Mulheres Pacientes
SNP SSNP  Total

Homens Pacientes 11 17 28
MulheresPacientes 8 28 36
Total 19 45 64

Chi-sguare with Yates correction
Chi squared equals 1,455 with 1 degrees of freedom, The two-tailed P value equals 0,2276



Anexo B.2.

| GENOTIPOS SNP 290G_A POPULAGAO VS CANCRO

Title of study
I Cancro
Yes No
B+D
[ea (B2
(A+C) I 57
GA + AA Al S o . ‘
Study groups = — — .
GG 59 56 115
C= D= C+D=| ‘
I 4.745
Oddsratio OR =
| 0.5376 to 41.8984
95% confidenceinterval =
I GENOTIPOS SNP 290G_A MULHERES VS CANCRO
Title of study
| CANCRO
|Ye£ |No
% B+D
(A+C)| 44
om0 o el |
Study groups = = =
GG 32 43 | 75
C= D= C+D=

I 5.375
Oddsratio OR =

| 0.573 t0 50.4192
95% confidenceinterval =




Anexo B.2.

Analyze a 2x2 contingency table SNP 290G_A Homens Total/Mulheres Total

SNP S/ISNP  Total

Homens Total 1 40 41
Mulheres Total 5 75 80
Total 6 115 121

Fisher's exact test
The two-tailed P value equal's 0,6626

Analyze a 2x2 contingency table SNP 290G_A Mulheres Controlo/Mulheres Pacientes
SNP S/'SNP  Total

Mulheres Controlo 1 43
Mulheres Pacientes 4 32
Total 5 75

Fisher's exact test
The two-tailed P value equals 0,1687

44
36
80

Analyze a 2x2 contingency table SNP 290G_A Controlos Total/Pacientes Total

SNP SISNP

Controlo Total 1 56
Pacientes Total 5 59
Total 6 115

Fisher's exact test
The two-tailed P value equals 0,2118

Total
57

64
121

Analyze a 2x2 contingency table SNP 290G_A Homens Pacientes’Mulheres Pacientes
SNP S/ISNP  Total

HomensPacientes 1 27
Mulheres Pacientes 4 32
Total 5 59

Fisher'sexact test
The two-tailed P value equals 0,3753

28
36
64



Title of study

Anexo B.3.

| GENOTIPOS SNP 575C_A POPULAGAO VS CANCRO

| CANCRO

Yes

No

(A+C) I o4 57

B+D

CA + AA 3 8 11
A= B= A+B =
Study groups
cC 61 49 | 110
C= D= C+D= ‘
_ 0.301
OddsratioOR =
_ _ | 0.0758 to 1.1962
95% confidenceinterval =
| GENOTIPOS SNP575C_A MULHERES VS CANCRO
Title of study
| CANCRO
Yes No
B+D
36 (B+D)
(A+C) I 44
| CA + AA 1 6 7
A= B= A+B =
Study groups
CcC 35 38 73
C= D= C+D=
I 0.181
OddsratioOR =
| 0.0207 to 1.5793
95% confidenceinterval =
| GENOTIPOS SNP575C_A HOMENS Vs CANCRO
Title of study
| CANCRO
Yes No
B+D
28 (B+D)
(A+C) I 13
| CA +AA 2 2 4
A= B= A+B =
Study groups
CcC 26 11 37
C= D= C+D=
I 0.423
OddsratioOR =

95% confidenceinterval

| 0.0527 to 3.3966



Anexo B.3.

Analyze a 2x2 contingency table SNP 575C_A Homens Controlo/Homens Pacientes

SNP S/SNP  Total

HomensControlo 2 11 13
Homens Pacientes 2 26 28
Total 4 37 41

Fisher's exact test
The two-tailed P value equals 0,5795

Analyze a 2x2 contingency table SNP 575C_A Mulheres Controlo/Mulheres Pacientes
SNP S/ISNP  Total

Mulheres Controlo 6 38 44
Mulheres Pacientes 1 35 36
Total 7 73 80

Fisher'sexact test
The two-tailed P value equals 0,1217

Analyze a 2x2 contingency table SNP 575C_A Controlos Total/Pacientes Total

SNP S/SNP  Total

Controlos Total 8 49 57
Pacientes Total 3 61 64
Total 11 110 121

Chi-sguare with Yates correction

Chi sguared equals 2,157 with 1 degrees of freedom,
The two-tailed P value equals 0,1419

Analyze a 2x2 contingency table SNP 575C_A Homens PacientessMulheres Pacientes
SNP S/SNP  Total

Homens Pacientes 2 26 28
Mulher es Pacientes 1 35 36
Total 3 61 64

Fisher's exact test
The two-tailed P value equals 0,5766



Anexo B.4.

| GENOTIPOS SNP 777C_A POPULAGAO VS CANCRO

Title of study
I cancro
Yes No
B+D
[os |—< :
(A+C) 57
CA + AA 4 4 8
A= B= A+B =
Study groups
cC 60 53 113
C= D= C+D=

I 0.883
OddsratioOR =

| 0.2105 to 3.7071

95% confidenceinterval

I GENOTIPOS SNP 777C_A MULHERES VS CANCRO

Title of study
| CANCRO
|Y$ |No
% B+D
(A+C) I 44
| CA +AA 4 4 | 8
A= B= A+B =
Study groups
cc 32 40 | 72
c= D= C+D=
1.25
OddsratioOR =

| from 0.2898 to 5.3¢
95% confidenceinterval =



Anexo B.4.

Analyze a 2x2 contingency table SNP 777C_A Homens Total/Mulheres Total

SNP S/ISNP  Total

Homens Total 0 41 41
Mulheres Total 8 72 80
Total 8 113 121

Fisher's exact test

The two-tailed P value equals 0,0501

Analyze a 2x2 contingency table SNP 777C_A Homens Controlo/Mulheres Controlo
SNP S/SNP  Total

Homens Controlo 0 13 13
MulheresControlo 4 40 44
Total 4 53 57

Fisher's exact test
The two-tailed P value equals 0,5641

Analyze a 2x2 contingency table SNP 777C_A Homens PacientessMulheres Pacientes
SNP S/SNP  Total
Homens Pacientes 0 28 28
Mulheres Pacientes 4 32 36
Total 4 60 64

Fisher's exact test
The two-tailed P value equals 0,1249



Anexo B.5.

| GENOTIPOS SNPS A_GILE143VAL_A_GLYS178ARG POPULAGAO VS CANCRO

Title of study
I cancro
| | |Yes |N0
B+D
| 64
(A+C) 57
| | | | |
AGIAG+GG/GG 20 15 35 ‘
A= B= A+B =
Study groups
| AA/AA 44 42 | 86 ‘
c= D= C+D=
1.272

OddsratioOR =

95% confidence interval

| 0.5766 to 2.8093

| GENOTIPOS SNPS A_GILE143VAL_A_GLYS178ARG MULHERES VS CANCRO

Title of study
| CANCRO
Yes No
B+D
™ (B+D)
(A+C) I 44
| AGIAG+GGIGG 13 14 27
= B= A+B =
Study groups
| AAIAA 23 30 53
C= D= C+D=

I 1.211
OddsratioOR =

| 0.4779 to 3.0699
95% confidenceinterval =

| GENOTIPOS SNPS A_GILE143VAL_A_GLYS178ARG HOMENS VS CANCRO

Title of study
| CANCRO
Yes No
B+D
=
(A+C) 13
| AG/AG+GGIGG 7 1 8 ‘
= B= A+B =
Study groups |
| AAIAA 21 12 33
C= D= C+D=
I 4
OddsratioOR =

95% confidenceinterval

| 0.4379 to 36.5402



Anexo B.5.

| GENOTIPOS SNPS A_GILE143VAL_A_GLYS178ARG MULHERES VS CANCRO MA

Title of study
| CAN MAMA
Yes No
B+D
BN
(A+C) 60
AG/AG+GGIGG 10 17 27 ‘
A= B= A+B =
Study groups |
| AAIAA 10 43 53
c= D= C+D=

I 2.529
OddsratioOR =

| 0.8932 to 7.1632

95% confidenceinterval



Anexo B.5.

Analyze a 2x2 contingency table SNPS A_G143/178 Homens Total/Mulheres Total

SNP S/SNP  Total

Homens Total 8 33 41
MulheresTotal 27 53 80
Total 35 86 121

Chi-squarewith Yates correction

Chi squared equals 2,025 with 1 degrees of freedom, The two-tailed P value equals 0,1547

Analyze a 2x2 contingency table SNPS A_G143/178 Homens Controlo/Homens Pacientes
SNP S/ISNP Total

Homens Controlo 1 12 13
Homens Pacientes 7 21 28
Total 8 33 41

Fisher's exact test
The two-tailed P value equal's 0,3983

Analyze a 2x2 contingency table SNPS A_G143/178 Mulheres Controlo/Mulheres Pacientes
SNP SSNP Total

MulheresControlo 14 30 44
Mulheres Pacientes 13 23 36
Total 27 53 80

Chi-square with Yates correction
Chi squared equals 0,028 with 1 degrees of freedom, The two-tailed P value equals 0,8679

Analyze a 2x2 contingency table SNPS A_G143/178 Controlos Total/Pacientes Total

SNP S/SNP  Total

ControlosTotal 15 42 57
Pacientes Total 20 44 64
Total 35 86 121

Chi-square with Yates correction
Chi squared equals 0,157 with 1 degrees of freedom, The two-tailed P value equals 0,6916

Analyze a 2x2 contingency table SNPS A_G143/178 Homens Controlo/Mulheres Controlo
SNP S/SNP  Total

Homens Controlo 1 12 13
MulheresControlo 14 30 44
Total 15 42 57

Fisher's exact test
The two-tailed P value equals 0,1496

Analyze a 2x2 contingency table SNPS A_G143/178 Homens PacientessMulheres Pacientes
SNP S/ISNP Total

Homens Pacientes 7 21 28
Mulheres Pacientes 13 23 36
Total 20 44 64

Chi-squarewith Yates correction
Chi squared equals 0,462 with 1 degrees of freedom, The two-tailed P value equals 0,4968
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