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Resumo 

  

O cancro do pulmão é a neoplasia mais comum no mundo, sendo que, 

atualmente, apresenta também a mais elevada taxa de mortalidade de entre todos 

os tipos de cancro. Atendendo ao tipo histológico, o CPNPC é o mais frequente, 

representando cerca de 85% de todos os casos de cancro do pulmão, com a grande 

maioria dos doentes a apresentar, no momento do diagnóstico, doença localmente 

avançada ou metastização à distância.  

O conhecimento do comportamento de MMPs, TIMPs e ILs associados ao 

desenvolvimento e progressão de CPNPC e a sua repercussão farmacogenómica, é 

bastante relevante para uma definição de estratégias de controlo deste modelo 

tumoral.  

No presente estudo, foram avaliadas variações genéticas ao nível de MMPs, 

TIMPs e ILs e a sua influência na suscetibilidade para o desenvolvimento de 

CPNPC, assim como na sobrevivência global dos doentes. De acordo com os 

resultados, observou-se que os polimorfismos genéticos -1306 C/T no gene MMP-2 

e -181A/G no gene MMP-7, estavam associados com o risco para o 

desenvolvimento desta neoplasia. Adicionalmente, o polimorfismo genético – 153C/T 

no gene MMP-7, encontrava-se associado ao risco para metastização à distância. 

No que diz respeito à influência das variantes genéticas estudadas na sobrevivência 

global dos doentes, observa-se que os indivíduos portadores dos genótipos GC/GG 

do polimorfismo genético -174 G/C no gene IL-6, apresentavam uma sobrevivência 

global inferior, quando comparados com os indivíduos portadores do genótipo CC. A 

influência deste polimorfismo genético, continua a verificar-se mesmo quando se 

realiza uma regressão multivariada para excluir possíveis variáveis com impacto no 

prognóstico. De acordo com os resultados, é possível inferir que as variações 

genéticas podem ser ferramentas importantes para a definição de grupos de risco 

associados ao desenvolvimento de CPNPC e também podem ser importantes como 

fatores de prognóstico, associados à sobrevivência dos doentes. Contudo, estes 

polimorfismos genéticos podem também ser importantes como moduladores dos 

níveis de expressão de mRNA, pelo que foram quantificados estes mesmos níveis 

de expressão e avaliada a sua influência em vários parâmetros. De acordo com o 

trabalho efetuado, verificou-se que os níveis de expressão de mRNA de MMP-7 e 
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MMP-9 encontravam-se mais elevados nos doentes com CPNPC do que nos 

indivíduos sem patologia oncológica. Pelo contrário os níveis de expressão de 

mRNA de TIMP-2 e TIMP-4, encontravam-se mais baixos nos indivíduos com 

CPNPC, quando comparados com os níveis observados nos indivíduos saudáveis. 

Estes resultados vêm realçar a importância do balanço entre MMPs/TIMPs e reforçar 

a noção de que a sua desregulação pode ser bastante comprometedora em 

processos como a iniciação tumoral.  

Assim, os níveis de expressão de mRNA de MMPs podem ser encarados como 

possíveis biomarcadores de diagnóstico, uma vez que se encontram associados 

com a probabilidade de deteção de indivíduos com CPNPC. Adicionalmente, e de 

acordo com as funções desempenhadas pelas MMPs, observou-se que é no estadio 

IV que os níveis de expressão de mRNA de MMP-7 e MMP-9 são mais elevados, 

quando comparados com os restantes estadios, o que demonstra a importância 

destas moléculas no processo de metastização. No entanto, observou-se também 

que o polimorfismo genético -174G/C no gene IL-6 pode afetar os níveis de 

expressão de mRNA de MMP-9. Assim, os indivíduos portadores do genótipo 

GC/GG do referido polimorfismo, apresentam níveis mais elevados de expressão de 

mRNA de MMP-9, o que pode favorecer a progressão do tumor, aumentando a 

capacidade de invasão e de metastização. 

Relativamente à associação dos níveis de expressão de mRNA de MMPs e 

TIMPs, com a sobrevivência global dos indivíduos, observa-se que os indivíduos que 

possuem níveis mais elevados de expressão de MMP-9 e mais baixos de TIMP-4, 

sobrevivem em média menos tempo do que os restantes indivíduos. Mais uma vez, 

este resultado vem dar realce à importância da regulação MMPs/TIMPs na 

progressão tumoral, levando a supor que os portadores de um perfil de altos níveis 

de MMPs e baixos de TIMPs, apresentem um pior prognóstico. Relativamente ao 

estudo dos níveis séricos de MMP-2 e MMP-9, observa-se também que nos 

indivíduos com CPNPC, estes são mais elevados do que nos indivíduos do grupo 

controlo. Relativamente à associação dos níveis séricos de MMP-9 com a 

sobrevivência global, verifica-se que níveis séricos mais elevados se encontram 

correlacionados com um pior prognóstico, o que vem de encontro com aos 

resultados relativos à influência dos níveis de expressão de mRNA de MMP-9. 

De facto, a MMP-9 é uma proteína extremamente importante e fortemente 

associada a processos importantes relacionados com a progressão tumoral, sendo 
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que níveis elevados de expressão de mRNA ou níveis proteicos de MMP-9, 

desencadeiam e potenciam inúmeros processos como a promoção da angiogénese, 

da invasão e metastização, que apresentaram como consequência uma menor 

sobrevivência dos doentes.  

As LCLs são consideradas um bom modelo in vitro para ensaios funcionais 

relacionados com a imunologia e a biologia molecular. Neste estudo, os resultados 

in vitro, vieram de alguma forma validar o que foi verificado in vivo. Efetivamente, 

quer nos doentes com CPNPC, quer nas LCLs, os níveis mais elevados de MMP-9 e 

mais baixos de TIMP-4 encontram-se associados com um pior prognóstico, a uma 

menor sobrevivência dos doentes ou a uma menor viabilidade celular no caso das 

LCLs. 

Os resultados decorrentes deste trabalho reforçam a importância das MMPs, 

TIMPS e ILs, no desenvolvimento e progressão tumoral, seja através de variações 

genéticas presentes nos seus genes codificantes, seja através dos seus níveis de 

expressão de mRNA e/ou proteicos alterados. Assim é possível admitir que os 

marcadores estudados neste trabalho, possam ser considerados como possíveis 

marcadores de diagnóstico, de prognóstico e mesmo de resposta às terapias 

administradas aos doentes com CPNPC.  
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Abstract 

 

Lung cancer is the most common cancer in the world since 1985, and it is 

currently the cancer with the highest incidence and mortality rates. Concerning the 

histological type, NSCLC is the most frequent one, as about 85% of all cases of lung 

cancer present this histology. NSCLC is a tumor model where the vast majority of 

patients present locally advanced disease or distant metastasis at the time of 

diagnosis. Knowledge of the behavior of MMPs, TIMPs and ILs associated with the 

development and progression of NSCLC and its pharmacogenomic repercussion is 

very relevant for the definition of control strategies of this tumor model. 

In the present study genetic variations were evaluated in MMPs, TIMPs and 

ILs genes and their influence on susceptibility to the development of NSCLC, as well 

as overall survival of the patients with NSCLC. According to the results, the -1306C/T 

genetic polymorphism in the MMP-2 gene and -181A/G genetic polymorphism in the 

MMP-7 gene were found to be associated with the risk for the development of 

NSCLC. In addition, the -153C/T genetic polymorphism in the MMP-7 gene was 

associated with the risk for distant metastasis. Relatively, the influence of the genetic 

variants studied on the overall survival of the patients, showed that individuals with 

the GC/GG genotypes -174G/C genetic polymorphism in the IL-6, has a lower overall 

survival, when compared with individuals with the CC genotype. The influence of this 

genetic polymorphism continues even when a multivariate regression is performed 

for the possible variables with an impact on the prognosis. According to the results, it 

is possible to infer that genetic variations may be important tools for the definition of 

risk groups associated with the development of NSCLC and may also be important 

as prognostic factors associated with overall survival of the patients. However, these 

genetic polymorphisms may also be important as modulators of mRNA expression 

levels, so these same levels of expression were quantified and their influence on 

several parameters was evaluated. According to this study, MMP-7 and MMP-9 

mRNA expression levels were found to be higher in patients with NSCLC than in 

individuals without oncological pathology, on the opposite, TIMP-2 and TIMP-4 

mRNA expression levels, were found to be lower in individuals with NSCLC 

compared to healthy subjects. These results highlight the importance of the balance 
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between MMPs/TIMPs and validate that their deregulation can be very compromising 

in processes such as tumor initiation. 

MMPs mRNA expression levels may thus be viewed as possible diagnostic 

biomarkers, since their expression levels are associated with the likelihood of 

detection of individuals with NSCLC. In addition, according to the functions 

performed by the MMPs, it was observed that in stage IV, the MMP-7 and MMP-9 

mRNA expression levels are higher when compared to other remaining stages, which 

demonstrates the importance of these molecules in the metastization process. 

However, it has also been observed that the -174G/C polymorphism in the IL-6 gene 

may affect the MMP-9 mRNA expression levels. Therefore, individuals carrying the 

GC/GG genotype of said polymorphism have higher MMP-9 mRNA expression 

levels, which may favor tumor progression, increasing invasiveness and metastasis. 

Regarding the association of MMPs and TIMPs mRNA expression levels with 

the overall survival of patients, the results show that individuals with higher MMP-9 

mRNA expression levels and lower TIMP-4 mRNA expression levels survive on 

average less than the rest of the patients. Again, this result underscores the 

importance of MMPs/TIMPs regulation in tumor progression, leading to a worse 

prognosis for those with a high MMPs and low TIMPs profiles.  

Concerning the study of serum levels of MMP-2 and MMP-9, it is also 

observed that individuals with NSCLC have higher serum levels than individuals in 

the control group. About the association of MMP-9 serum levels with overall survival, 

it is found that higher serum levels are correlated with a worse prognosis, which is in 

agreement with the results regarding the influence of MMP-9 mRNA expression 

levels.  In fact, MMP-9 is an extremely important protein and strongly associated with 

important processes related to tumor progression, high mRNA levels or protein levels 

of MMP-9 trigger and potentiate numerous processes such as the promotion of 

angiogenesis, invasion and metastasis, which resulted in lower survival of patients 

LCLS are considered a good in vitro model for functional assays related to 

immunology and molecular biology. In this study, in vitro results somehow 

consolidated what was verified in vivo. Effectively, in patients with NSCLC and in 

LCLs, verified that higher MMP-9 levels and lower TIMP-4 are associated with poorer 

prognosis, less survival of patients or less cellular viability of LCLs. 

The results of this study reinforce the importance of MMPs, TIMPS and ILs in 

tumor development and progression, whether through genetic variations present in 



25 
 

their coding genes, through their altered mRNA and/or protein expression levels. 

Consequently, it is possible to admit that the markers studied in this study could be 

considered as possible markers of diagnosis, prognosis and even response to 

therapies administered to patients with NSCLC. 
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Esta tese está dividida em oito capítulos. Assim, o capítulo I será a introdução e 

estado da arte sobre a temática da tese e no capítulo II serão descritos os objetivos. 

Os capítulos III, IV, V e VI, dizem respeito aos vários estudos efetuados, onde serão 

descritos os materiais e métodos dos mesmos, assim como os resultados e 

respetiva discussão. No capítulo VII será efetuada uma conclusão integrativa de 

todo o trabalho apresentado ao longo da tese. Em anexo, seguem os artigos 

publicados decorrentes deste trabalho. 
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1. Introdução 

 

 

1.1   Cancro: Conceitos Gerais 

O cancro, grave problema de saúde pública no século XXI, é uma doença 

associada a diversos fatores de risco e etiológicos, sendo também considerada uma 

doença multifásica. O cancro é uma doença heterogénea, com diferentes etiologias 

e história natural, que se desenvolve através da interação entre fatores ambientais e 

genéticos. Esta doença é bastante complexa, apresentando um processo de 

desenvolvimento lento que envolve a ocorrência de múltiplos eventos sequenciais. 

O cancro constitui assim, um desafio clínico e molecular para todos os envolvidos 

na elucidação dos mecanismos que conduzem ao desenvolvimento tumoral. 

Atualmente, estima-se que o cancro seja responsável por mais mortes do que as 

doenças cardíacas e os acidentes cerebrais vasculares (Siegel et al. 2016). No ano 

de 2012, foram registados 14,1 milhões de novos casos de cancro e 8,2 milhões de 

pessoas morreram devido a esta doença, em todo o mundo (Ferlay et al. 2015). 

Ainda no ano de 2012, o cancro do pulmão foi o mais frequente a nível mundial, 

quer em termos de novos casos (1,8 milhões de novos casos), quer em termos de 

mortalidade (1,6 milhões de mortes). Ainda em 2012, mas no que diz respeito à 

Europa, as taxas de incidência indicam que foram descritos cerca de 3,8 milhões de 

novos casos e aproximadamente 1,9 milhões de mortes são devidas a esta doença 

(Ferlay et al. 2015). Sendo que em termos de incidência, o cancro de mama é o 

mais incidente (494,076 mil novos casos), seguido do cancro colo-retal (471,240 mil 

novos casos) e pelo cancro do pulmão (448,618 mil novos casos). No entanto, 

quando são avaliadas as taxas de mortalidade observa-se que o cancro do pulmão 

lidera o ranking (338,203 mil mortes) seguido pelo cancro colo-retal (228,275 mil 

mortes) e pelo cancro da mama (142,979 mil mortes) (Ferlay et al. 2015; Siegel et 

al. 2016). Em Portugal, as tendências são relativamente diferentes, sendo as 

neoplasias mais incidentes o cancro colo-retal, o cancro da próstata e o cancro da 

mama, e em termos de mortalidade, a neoplasia mais mortal é o cancro colo-retal, 

seguido pelo cancro do pulmão e pelo cancro do estômago (Ferlay et al. 2015). 

As últimas décadas têm sido acompanhadas de imensas mudanças e grandes 

evoluções, que permitiram ao Homem adquirir um maior conhecimento de si mesmo 
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e do que o rodeia, proporcionando-lhe uma melhor qualidade de vida, melhores 

hábitos alimentares e de higiene, melhores cuidados de saúde e também uma maior 

esperança média de vida. No entanto no que diz respeito ao cancro, e apesar de 

todo o progresso no que concerne aos meios de diagnóstico, tratamento e cuidados 

de saúde em geral, este permanece um grande flagelo na sociedade atual. De 

acordo com a evolução demográfica e com os sinais epidemiológicos, é expectável 

que o número de casos de cancro continue a aumentar e, usando como referência a 

população mundial do ano 2012, estima-se que em 2030 haja um aumento 

significativo da taxa de incidência e prevê-se que o número de novos casos ronde 

os 21,6 milhões (Ferlay et al. 2015). No entanto, e de acordo com todo o progresso 

que tem ocorrido em torno desta doença, quer em melhores cuidados de saúde 

primários, quer em tratamentos mais direcionados e individualizados, é expectável 

que em 2030 a taxa de mortalidade por cancro seja de aproximadamente 13,0 

milhões (Ferlay et al. 2015).  

 

 

1.1.1  Biologia do Cancro 

 

Atualmente encontra-se bem estabelecido que o processo de desenvolvimento 

de um cancro, designado por carcinogénese, é o resultado da interação de múltiplas 

e complexas alterações morfológicas, moleculares e genéticas, culminando numa 

massa celular tumoral, que poderá terminar na aquisição de um fenótipo maligno, 

com capacidade de metastização, designado de cancro (Hanahan and Weinberg 

2011). No processo de carcinogénese, a acumulação de múltiplas transformações 

moleculares e genéticas, resulta num desequilíbrio entre genes supressores 

tumorais e oncogenes, dotando a célula de um elevado potencial oncogénico 

(Davidson et al. 2013).  

Desde o ano 2000 que foram estabelecidos os eventos fundamentais para o 

desenvolvimento de um cancro, que correspondem a seis processos designados por 

hallmarks do cancro: potencial proliferativo ilimitado, capacidade de evasão à 

apoptose, auto-suficiência em fatores de crescimento, insensibilidade a sinais de 

inibidores de crescimento, capacidade de promover a angiogénese, capacidade de 

invasão tecidular e metastização à distância (Hanahan and Weinberg 2000). Estas 

características foram definidas como capacidades funcionais adquiridas pelas 



33 
 

células tumorais para que consigam sobreviver, proliferar e disseminar-se. As 

capacidades funcionais podem ser adquiridas de formas diferentes em diferentes 

tipos de cancro e também podem ser adquiridas recorrendo a diversas vias e em 

momentos temporais diferentes durante o processo de carcinogénese (Hanahan and 

Weinberg 2011). No entanto, e com a evolução do conhecimento científico, os 

hallmarks descritos no passado foram alargados. Atualmente, foram também 

incluídos a instabilidade genómica, a inflamação como indutora de tumores, a 

capacidade das células tumorais evadirem à destruição pelo sistema imunológico e a 

desregulação do metabolismo energético (Hanahan and Weinberg 2011) (Figura 1). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A evolução da definição dos hallmarks do cancro, realçou a questão de esta 

doença se desenvolver por uma interação de vários processos e de várias 

desregulações celulares. Estes marcos permitiram também perceber melhor 

determinados mecanismos que podem ser alvo de terapias dirigidas, de que são 

exemplo, os inibidores da enzima telomerase, relacionada com o potencial 

replicativo ilimitado (Hanahan and Weinberg 2011).  

Figura 1: Os eventos associados ao desenvolvimento de cancro, adaptado de Hanahan e 

Weinberg, 2011 
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A aquisição de mutações somáticas em oncogenes relevantes tem sido 

descrita como um potencial evento driver na carcinogénese, originando o conceito 

de oncogene addiction (Pao and Girard 2011). Considerando a importância das 

mutações driver, a identificação e caracterização destas mutações, tem contribuído 

para o desenvolvimento de terapias alvo, ou seja, terapias específicas para 

determinado gene que se encontre com uma alteração oncogénica (Davidson et al. 

2013). Contudo, e apesar das células estarem constantemente sujeitas a agressões 

do meio ambiente, passíveis de causar mutações no ácido desoxirribonucleico 

(DNA: deoxyribonucleic acid) existem mecanismos de defesa, nomeadamente os 

genes de reparação celular que podem reparar os danos induzidos pelos agentes 

exógenos e endógenos. No entanto, algumas alterações genéticas podem ser 

transmitidas de geração em geração, através da linhagem germinativa do indivíduo, 

originando os cancros familiares, que são raros (entre 5 e 10%), ao passo que a 

maioria das neoplasias surgem de um modo esporádico, na linhagem somática de 

tipos específicos de células, originado os cancros esporádicos (Hanahan and 

Weinberg 2000). 

Contudo, em relação ao cancro, muitas questões continuam por esclarecer, 

continuando a ser um desafio de todos os que estão envolvidos à volta desta 

doença. Assim, torna-se cada vez mais pertinente estudar e caracterizar os 

mecanismos biológicos subjacentes ao seu desenvolvimento de modo a definir 

tratamentos mais inovadores e eficazes.  

 

 

1.2 Variabilidade Genética 

  

Admitindo que o desenvolvimento tumoral é resultante da interação entre 

fatores ambientais e fatores genéticos intrínsecos ao próprio indivíduo, torna-se 

relevante estudar e compreender a influência da variabilidade genética individual, 

uma vez que esta será relevante para se compreender alguns mecanismos 

inerentes ao processo de desenvolvimento neoplásico.  

A descodificação do genoma humano permitiu constatar que diferenças nas 

sequências de DNA podem explicar diferentes suscetibilidades e diferentes padrões 

de desenvolvimento tumoral, tendo esta variabilidade implicações ao nível do 

desenvolvimento, tratamento e prognóstico do cancro. Esta variabilidade é 
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consequência de polimorfismos genéticos, sendo definidos como variações no DNA 

dos indivíduos de uma população, cuja variante menos frequente está presente em 

pelo menos 1% da mesma (Knudsen et al. 2001). Embora a maioria destas 

alterações tenha pouco impacto para a saúde humana, existem várias evidências 

que demonstram que certas variantes genéticas provocam alguns efeitos 

fenotípicos, num determinado contexto (Chorley et al. 2008).  

Os polimorfismos genéticos podem ser classificados como variable number 

tandem repeats (VNTRs), copy number variations (CNVs), inserções, deleções, 

duplicações e single nucleotide polymorphisms (SNPs), dependendo do tipo de 

alteração genética (Chorley et al. 2008). Os SNPs são os polimorfismos genéticos 

mais comuns do genoma humano e é estimado que ocorram a cada 100 a 300 pares 

de bases, perfazendo cerca de 10 milhões de SNPs em todo o genoma humano 

(Engle et al. 2006; Chorley et al. 2008). Cada indivíduo apresenta um perfil de SNPs 

único e individual, sendo estes considerados a principal fonte de variabilidade 

individual na população e podem ocorrer em qualquer região do genoma. 

Dependendo da zona do genoma que ocorrem podem ter repercussões diferentes, 

ou seja, podem alterar a expressão do gene, a conformação da proteína ou não ter 

qualquer efeito funcional (Monzo et al. 2008). Dado que o risco para o 

desenvolvimento de cancro parece poder ser influenciado pelos padrões de SNPs, 

que cada indivíduo é portador em determinados genes chave associados à 

suscetibilidade, o estudo de polimorfismos genéticos em genes com elevada 

relevância clínica poderá ajudar a definir grupos de risco para o desenvolvimento 

neoplásico e avaliar o potencial de serem utilizados como fatores de prognóstico 

(Brookes 1999; Engle et al. 2006).  

Adicionalmente, o estudo de perfis de SNPs reveste-se de especial importância 

como ferramenta molecular útil no progresso da medicina personalizada, pois 

permitirá a reorganização terapêutica, definindo subgrupos de indivíduos com maior 

benefício terapêutico para determinado esquema de tratamento (Monzo et al. 2008). 

O principal objetivo da investigação em farmacogenómica é o conhecimento da 

influência de genótipos ou transcriptomas como fatores preditivos de eficácia e/ou 

sensibilidade a fármacos e sua toxicidade (Gurwitz and Pirmohamed 2010; Medeiros 

et al. 2003; Medeiros et al. 2002). 

Assim, poderá ser possível definir biomarcadores moleculares com base na 

variabilidade genética, nomeadamente em polimorfismos genéticos funcionais, 
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germinativas, úteis na definição de grupos de risco para o desenvolvimento 

neoplásico e de grupos com significado prognóstico. 

 

 

1.3 Cancro do Pulmão 

 

No início do século XX, o cancro do pulmão era considerado uma doença rara, 

no contexto de saúde pública. Contudo, desde 1950, quando Richard Doll e Bradford 

Hill descreveram pela primeira vez a evidência de que o tabaco estava associado a 

cancro do pulmão, esta neoplasia ganhou um maior destaque (Ferlay et al. 2015; 

Siegel et al. 2016). O cancro do pulmão pode ser considerado como o cancro do 

“homem moderno”, uma vez que eram descritos poucos casos antes do século XX e 

após esta altura as taxas de incidência aumentarem consideravelmente, assim como 

as taxas de mortalidade, sendo que a maioria das mortes por cancro do pulmão, 

80% a 85%, estão diretamente relacionadas com o consumo de tabaco (Ferlay et al. 

2015; Torre et al. 2016). 

O cancro do pulmão, no ano de 2012, era o tipo de cancro mais frequente a 

nível mundial, quer no que diz respeito a novos casos (1,8 milhões de novos casos, 

12,9% do total de casos), quer em termos de mortalidade (1,6 milhões de mortes, 

19,4% do total de mortes) (Ferlay et al. 2015; Siegel et al. 2016). Se estes números 

forem estratificados por género, o cancro do pulmão é o cancro mais comum no 

género masculino (1,2 milhões de novos casos, correspondendo a 16,7% do total de 

novos casos).  

No género feminino, a incidência é geralmente mais baixa, refletindo as 

variações no consumo de tabaco. Contudo, as taxas de incidência são mais altas na 

região do Norte da América e Norte da Europa com taxas de 33,8 e 23,7 por 

100.000 habitantes, respetivamente, comparativamente com as restantes regiões 

(Ferlay et al. 2015; Ahmad and Gadgeel 2016) (Figura 2).  
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No entanto, no género masculino observa-se uma diminuição das taxas de 

incidência nesta neoplasia, na maioria dos países, com algumas exceções, 

nomeadamente Brasil, Portugal e Bulgária (Hashim et al. 2016). Esta diminuição nas 

taxas de incidência tem-se verificado nos últimos anos e é expectável que persista 

num futuro próximo (Malvezzi et al. 2013) (Figura 3).  

 

  

Na Europa em 2012, o cancro do pulmão apresentou uma taxa de incidência 

de 410 220 mil novos casos, o que representa 16% de totalidade de casos, e em 

termos de mortalidade os números foram bastante próximos, 343 848 mil mortes 

correspondendo a 20,1% do total de mortes devidas a cancro (Ferlay et al. 2015). 

Em Portugal, no mesmo ano, foram diagnosticados cerca de 4192 indivíduos com 

cancro do pulmão (8,5%) e em termos de mortalidade foram registados 3441 óbitos 

devido a esta neoplasia (Ferlay et al. 2015). 

Figura 3: Taxas de incidência de cancro do pulmão, em vários países, no género masculino ao 

longo dos últimos anos 

Figura 2: Taxas de incidência de cancro do pulmão, em vários países, no género feminino ao 

longo dos últimos anos 
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O cancro do pulmão está associado a fatores de risco bem estabelecidos, 

nomeadamente, os hábitos tabágicos, a dieta alimentar e o consumo de álcool, a 

inflamação crónica derivada de outras condições clínicas, a radiação ionizante, a 

exposição ocupacional (asbestos, metais, sílica, hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPAs)) e a poluição ambiental (Ridge et al. 2013; Malhotra et al. 2016; 

Ahmad and Gadgeel 2016).  

Atualmente é indiscutível que o principal fator de risco para cancro do pulmão é 

o consumo de tabaco (Malhotra et al. 2016). Este fator de risco é responsável pela 

maioria dos casos desta neoplasia, sendo que a diferença de risco para o 

desenvolvimento desta doença, quando são comparados os fumadores vs não 

fumadores, é na ordem de 20 a 50 vezes mais nos indivíduos fumadores. Outro fator 

a ter em consideração é a duração do consumo de tabaco, que é bastante 

determinante para o risco dos fumadores desenvolverem cancro do pulmão 

(Malhotra et al. 2016; Didkowska et al. 2016). O fumo do tabaco contém mais de 

4000 substâncias químicas, sendo que cerca de 60 são conhecidas como 

apresentando propriedades carcinogénicas (de Groot and Munden 2012). As 

moléculas mais importantes implicadas no desenvolvimento de cancro do pulmão 

são os HPA (hidrocarbonetos policíclicos aromáticos), e dentro destes os mais 

significantes são os benzo[a]pyrene (B[a]P); nitratos e N-nitrosaminas específicas do 

tabaco (de Groot and Munden 2012; Didkowska et al. 2016). Atualmente, outro 

aspeto importante que se coloca quando se trata de tabaco é o fumo passivo ou 

fumo involuntário, sendo considerado outra forma de exposição ao tabaco, tendo 

sido reconhecido como um contributo importante para a morbilidade e mortalidade 

da população (de Groot and Munden 2012). Outro fator de risco é a instabilidade 

genómica, os tumores exibem mutações genéticas e amplificações adquiridas, que 

requerem a quebra de alguns pontos de controlo e de defesa nos diversos 

processos celulares, nomeadamente na replicação e apoptose, que contribuem para 

o desenvolvimento e progressão tumorais (Ahmad and Gadgeel 2016). 

Relativamente a outras doenças que possam aumentar o risco para o 

desenvolvimento de cancro do pulmão, a doença pulmonar obstrutiva crónica 

(DPOC) é um exemplo, e sugere-se que esta condição clínica é um fator 

independente dos hábitos tabágicos (Wu et al. 1995). Por último, a exposição 

ocupacional, apresenta um papel fundamental na etiologia do cancro do pulmão, 

sendo que o risco para o desenvolvimento desta neoplasia é aumentado em 



39 
 

pessoas que trabalhem em indústrias com potenciais produtos considerados como 

carcinogénicos. Os mais importantes carcinogénicos ocupacionais são os asbestos, 

a sílica, o radão, os metais pesados e os HPAs (IARC 2012).  

Relativamente ao diagnóstico, a maioria dos doentes com cancro do pulmão é 

diagnosticada em estadios mais avançados da doença (Popper 2016). Tal acontece 

em consequência de não haver um diagnóstico precoce ou mesmo um teste de 

rastreio, para este tipo de neoplasia. Por conseguinte, a maioria dos doentes 

apresenta doença localmente avançada ou doença metastática, sem indicação para 

cirurgia, sendo que o tratamento preferencial, em 75% dos casos, é a realização de 

quimioterapia (Perlikos et al. 2013; Shackelford et al. 2014; Devarakonda et al. 2015; 

Popper 2016). As idades ao diagnóstico, no cancro do pulmão, são maioritariamente 

idades avançadas, sendo que aproximadamente 6% dos doentes tem menos de 50 

anos de idade, 29% dos doentes tem entre 60-69 anos de idade e 44% dos doentes 

tem mais de 70 anos de idade (Domagala-Kulawik et al. 2014).  

Em termos histológicos, o cancro do pulmão pode ser dividido em dois grandes 

grupos: cancro do pulmão de pequenas células (CPPC), que corresponde a 10-15% 

da totalidade dos casos e o cancro do pulmão de não pequenas células (CPNPC) 

que corresponde a cerca de 80-85% da totalidade dos casos de cancro do pulmão 

(Molina et al. 2008; Santarpia et al. 2016). No CPNPC, sob o ponto de vista 

histológico podem ser encontrados adenocarcinomas, carcinoma de células 

escamosas (ou carcinoma epidermóide) e carcinoma de grandes células (Davidson 

et al. 2013). O subtipo histológico adenocarcinoma é atualmente o mais 

representativo (± 50%) de todos os tipos de cancro do pulmão, e é 

caracteristicamente encontrado em zonas mais periféricas do pulmão (Chen et al. 

2014). O carcinoma de células escamosas é predominantemente encontrado em 

zonas mais centrais do pulmão e tem uma predominância de cerca de 40% da 

totalidade de todos os casos (Chen et al. 2014). O carcinoma de grandes células 

tem uma representatividade muito mais reduzida, cerca de 3% da totalidade de 

casos e, por norma, o seu diagnóstico é realizado por exclusão, quando os tumores 

não apresentam características morfológicas de adenocarcinoma, carcinoma de 

células escamosas ou cancro do pulmão de não pequenas células indiferenciado 

(Davidson et al. 2013; Chen et al. 2014). Relativamente ao CPPC, é um tumor 

neuroendócrino, fortemente associado a hábitos tabágicos, com uma morfologia e 

histologia completamente distintas do CPNPC, apresentando caracteristicamente 



40 
 

boa resposta à quimioterapia, mas rápida progressão e disseminação, o que o torna 

extremamente agressivo. (Santarpia et al. 2016).  

O tratamento do cancro do pulmão constitui um exemplo relativamente aos 

avanços que se têm observado na terapia dos doentes oncológicos. No passado, os 

planos de tratamento eram prescritos baseados em critérios clinicopatológicos. 

Atualmente, os novos tratamentos têm em conta a histologia e as características 

genéticas e moleculares dos tumores. O tratamento de eleição para cancro do 

pulmão em fases iniciais é a cirurgia, no entanto, apenas cerca de 50% de todos os 

doentes ficam tratados com esta opção terapêutica. A recidiva pode ocorrer 

localmente, em cerca de 30% dos casos, ou mais frequentemente em locais à 

distância, indicando doença sistémica (Serke 2010). Até há poucos anos atrás, o 

tratamento de cancro do pulmão avançado era limitado à radioterapia, quimioterapia 

ou a combinação de ambos, dependendo do estadio do tumor e do estado geral do 

doente (Kerr and Nicolson 2016). Nos últimos anos, com o desenvolvimento das 

terapias moleculares alvo, estas têm-se apresentado como uma alternativa 

terapêutica mais individualizada, nos tumores que apresentem alterações 

moleculares específicas (Velcheti et al. 2014; Swanton and Govindan 2016). Na 

prática, a caracterização molecular é realizada pela análise de mutações ativadoras 

no EGFR (epidermal growth factor receptor), especificamente nos exões 19 e 21, e 

na deteção de rearranjos no gene ALK (anaplastic lymphoma kinase) (Thunnissen et 

al. 2014). Nos cancros com mutações ativadoras do EGFR, a primeira linha de 

tratamento indicado são inibidores de tirosina cínase (EGFR-TKI) como o caso do 

gefitinib, erlotinib e afatinib (Thunnissen et al. 2014; Domagala-Kulawik 2015; 

Swanton and Govindan 2016). O tratamento com crizotinib é aconselhado para 

casos de cancro do pulmão com rearranjos no gene ALK (Thunnissen et al. 2014; 

Domagala-Kulawik et al. 2014). No entanto, embora o aparecimento de terapias alvo 

tenha revolucionado o tratamento desta doença, estas apenas se revelaram 

relativamente eficazes para um subgrupo de doentes selecionados, ou seja, em 

doentes com subtipos de cancro do pulmão bastante específicos (Perlikos et al. 

2013; Leventakos and Mansfield 2014; Swanton and Govindan 2016). Atualmente, 

as novas terapêuticas seguem noutra direção, e assiste-se a um novo paradigma, o 

da imuno-oncologia, onde se tenta dotar o sistema imunológico de ferramentas 

eficazes para combater o cancro (Domagala-Kulawik 2015). A abordagem da imuno-

oncologia permitiu novas opções para o cancro do pulmão avançado, com o uso de 
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anticorpos contra os imuno-checkpoints (Soria et al. 2015; Yang et al. 2016). O 

conhecimento da importância do PD-1 (programmed cell death protein 1) e do seu 

ligando PD-L1 (programmed death-ligand 1), assim como o desenvolvimento de 

terapêuticas direcionadas para estes alvos moleculares, resultou numa terapia que 

pode ser designada de terceira dimensão para o tratamento de cancro do pulmão 

avançado (Kerr and Nicolson 2016; Sukari et al. 2016). Apesar de todos os avanços, 

o prognóstico dos doentes diagnosticados com cancro do pulmão continua bastante 

preocupante, uma vez que a sobrevivência aos 5 anos é de cerca de 15% (Davidson 

et al. 2013).  

 

 

1.4  Microambiente Tumoral 
 

Nas últimas décadas, a investigação em oncologia incidiu sobre a identificação 

de alterações genéticas e fenotípicas nas células tumorais, admitindo-se que seria 

suficiente para explicar a natureza da doença (Hanahan and Weinberg 2000).  

No entanto, mais recentemente tornou-se claro que o microambiente tumoral 

apresenta um papel fundamental para um preciso esclarecimento sobre o 

desenvolvimento tumoral (Hanahan and Weinberg 2011). Durante a progressão 

tumoral, as células neoplásicas têm a capacidade de modular as células que 

compõem o tecido “residente” e são capazes de induzir uma resposta inflamatória de 

forma a recrutarem células do estroma, as quais são essenciais para a progressão 

tumoral (Blankenstein 2005). O estroma tumoral é uma mistura de células essenciais 

para o crescimento e sustentação do tecido, é também fulcral para o fornecimento 

de fatores de crescimento, sustentação para o desenvolvimento de novos vasos 

sanguíneos, crescimento da matriz extracelular e para a limpeza dos resíduos e 

células mortas (Bremnes et al. 2011). A componente inflamatória da neoplasia em 

desenvolvimento inclui uma população leucocitária muito diversificada, da qual se 

destacam macrófagos (abundantes em vários tipos de tumores), linfócitos, células 

NK (natural killer), neutrófilos e células dendríticas (Bremnes et al. 2011). Estes 

componentes inflamatórios do tumor são considerados fatores chave na promoção 

da progressão tumoral devido à sua capacidade para libertar uma grande variedade 

de citocinas, quimiocinas, mediadores citotóxicos como ROS (reactive oxigen 

species), metaloproteinases da matriz (MMP’s: matrix metalloproteinases) e 
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mediadores solúveis de morte celular, como o TNF-α (tumour necrosis factor-α) 

(Coussens and Werb 2002; Bremnes et al. 2011). Muitos dos mediadores libertados 

durante o processo de inflamação crónica desregulada promovem a proliferação 

celular e invasão, induzem a mutagénese e aumentam a angiogénese (Ben-Baruch 

2006). Devido a estas características, os mediadores inflamatórios promovem a 

transformação e a iniciação de um fenótipo maligno e se a sua expressão for 

sustentada, promovem também a progressão tumoral. Para além disto, muitos dos 

fatores libertados pelas células inflamatórias conduzem, direta ou indiretamente, a 

uma supressão marcada da resposta imunológica, que de outra forma poderia ter 

um papel importante no controlo do tumor (Ben-Baruch 2006). O cancro do pulmão é 

um modelo neoplásico em que a inflamação crónica e o microambiente tumoral se 

revestem de especial importância, pelo que a modulação de mediadores 

imunológicos pode ser encarada como alvo de estratégias terapêuticas inovadoras 

contra a progressão tumoral.   

 

 

1.5 Inflamação, Invasão e Metastização 
 

A inflamação crónica tem sido postulada como um evento central em processos 

relacionados com a progressão tumoral e com a sobrevivência em vários tipos de 

cancro (Peebles et al. 2007; Mantovani et al. 2008). Estudos epidemiológicos têm 

demonstrado que a inflamação crónica está implicada na predisposição para vários 

tipos de cancro, sendo estimado que infeções e uma resposta inflamatória estão 

relacionadas em cerca de 15-20% com o total de mortes atribuíveis a cancro 

(Mantovani et al. 2008; Colotta et al. 2009; Aggarwal et al. 2009). Por outro lado, o 

infiltrado leucocitário tem também a capacidade de reprimir e controlar o crescimento 

tumoral, nomeadamente através do processo de imuno-vigilância. O aumento de 

células inflamatórias no tecido tumoral pode atuar como promotor do 

desenvolvimento tumoral, surgindo o conceito de inflamação relacionada com cancro 

(Coussens and Werb 2002; Colotta et al. 2009; Mantovani et al. 2008).  

As células tumorais têm a capacidade de produzir mediadores inflamatórios, 

como citocinas e quimiocinas, que atraem células do sistema imunológico, 

facilitando desta forma o desenvolvimento tumoral (Lin and Pollard 2004; Yang et al. 

2016). O escape das células tumorais ao sistema imunológico é essencial para a 
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progressão tumoral e são vários os mecanismos propostos para esse escape: 

resistência à lise das células tumorais por deficiência de expressão do complexo 

major de histocompatibilidade, expressão deficitária dos epítetos imunogénicos, 

libertação de citocinas imunossupressoras e apoptose de células T (Sukari et al. 

2016). De forma alternativa, o escape imunológico pode ocorrer pelo 

estabelecimento de um estado imunossupressivo por parte do microambiente 

tumoral (Ben-Baruch 2006) 

As características “chave” associadas à inflamação relacionada com cancro 

incluem um infiltrado leucocitário, predominantemente macrófagos associados a 

tumores (TAM: tumour-associated macrophages), a presença de mediadores 

inflamatórios como interleucinas (IL-1, IL-6) e quimiocinas (CCL2 e CXCL8), sendo 

que estes respondem de forma bastante rápida e eficaz aos estímulos provenientes 

das células tumorais (Mantovani et al. 2008; Colotta et al. 2009). A inflamação 

relacionada com cancro afeta vários aspetos associados às características de 

malignidade, nomeadamente a proliferação, a sobrevivência das células tumorais, a 

angiogénese e a metastização tumoral (Orozco-Morales et al. 2016). As citocinas 

imunoreguladoras secretadas num ambiente pro-inflamatório, também contribuem 

para o crescimento tumoral e metastização (Orozco-Morales et al. 2016).   

Do ponto de vista clínico, a metastização é o processo mais crítico da 

carcinogénese, uma vez que cerca de 90% da mortalidade relacionada com cancro 

está associada à metastização (Perlikos et al. 2013). Estudos recentes 

demonstraram que a ocorrência do processo de metastização requer a colaboração 

estreita entre células tumorais, células inflamatórias e células do estroma 

(Grivennikov et al. 2010; Fidler and Kripke 2015; Popper 2016). O processo de 

metastização pode ser dividido em quatro grandes etapas. Num primeiro passo em 

que ocorre a transição epitelial-mesenquimal, as células tumorais adquirem 

características fibroblastóides que aumentam a sua motilidade e permite que estas 

invadam os revestimentos epiteliais/membranas basais e assim alcancem os vasos 

sanguíneos ou linfáticos (Kalluri and Weinberg 2009; Grivennikov et al. 2010; El-

Badrawy et al. 2014; Popper 2016). No segundo passo, as células tumorais 

intravasam para os vasos sanguíneos e linfáticos. A inflamação pode promover este 

passo através da produção de mediadores que aumentem a permeabilidade 

vascular. Segue-se o terceiro passo no qual as células que iniciaram o processo de 

metastização sobrevivem e circulam através da circulação sanguínea ou linfática 
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(Perlikos et al. 2013). É estimado que apenas cerca de 0,01% das células tumorais 

que entram em circulação tenham a capacidade de sobreviver e dar origem a micro-

metástases (Joyce and Pollard 2009; Grivennikov et al. 2010; Fidler and Kripke 

2015). No passo seguinte, ocorre o extravasamento das células tumorais, e este é 

conseguido através das integrinas. Finalmente, as células tumorais que vão originar 

as metástases, interagem com as células inflamatórias e células do estroma e 

começam a sua proliferação e crescimento (Polyak and Weinberg 2009; Perlikos et 

al. 2013). Algumas das células tumorais que vão dar origem a metástases, podem já 

ser direcionadas para o nicho pré-metastático, em resposta a sinais inflamatórios 

gerados pelo tumor (Grivennikov et al. 2010; Fidler and Kripke 2015). A invasão das 

células tumorais requer uma extensa proteólise da matriz extracelular na frente de 

invasão, e mais uma vez, as células inflamatórias desempenham um papel 

fundamental, sendo estas uma importante fonte de protéases capazes de degradar a 

matriz extracelular, nomeadamente secretando MMPs. As citocinas IL-1, IL-6 e TNF-

α promovem também a expressão de MMPs, invasão e metastização via NF-κB e 

STAT3 (signal transducers and activators of transcription 3) (Grivennikov et al. 

2010). Quando as células tumorais metastáticas entram em circulação estas 

necessitam de sobreviver em suspensão e resistir à morte celular induzida pelo 

desprendimento- anoikis. A sobrevivência das células tumorais em circulação é 

afetada por mediadores inflamatórios libertados pelas células inflamatórias. A 

variedade de citocinas presentes no microambiente tumoral inclui TNF-α e IL-6 que 

por sua vez têm a capacidade de promover a sobrevivência das células metastáticas 

em circulação (Grivennikov et al. 2010). Relativamente ao processo de intravasação, 

este é regulado por prostaglandinas, citocinas e MMPs. Alguns estudos indicam que 

existem várias citocinas pró-inflamatórias que estão presentes em níveis elevados 

em circulação, em doentes com cancro e que regulam a expressão de moléculas de 

adesão no endotélio ou em órgãos alvo, desta forma aumentam a probabilidade de 

fixação das células metastáticas nesses locais (Mantovani et al. 2008). Assim, os 

mediadores inflamatórios são considerados de extrema importância para o 

desenvolvimento e progressão tumoral, mediando processos chave dos mesmos.  
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1.5.1 Citocinas: Interleucina - 6 

 

Uma vez que a inflamação crónica pode promover um microambiente que 

favoreça um estado de desenvolvimento tumoral e que uma resposta inflamatória é 

regulada por citocinas, torna-se cada vez mais clara a importância destas moléculas 

no desenvolvimento de cancro (Enewold et al. 2009). As citocinas são polipéptidos 

ou glicoproteínas que medeiam várias respostas de linfócitos B e/ou T, como 

proliferação, produção de anticorpos e interação com imunoglobulinas. As 

concentrações em circulação de citocinas podem ser consideradas importantes 

como biomarcadores de inflamação, de uma resposta imune desregulada, assim 

como do desenvolvimento de cancro (Hofmann et al. 2011) .  

As citocinas são uma vasta família de proteínas que incluem interleucinas, 

fatores de crescimento e fatores de diferenciação (fatores de estimulação de 

colónias). Estas são moléculas secretadas ou ligadas à membrana que 

desempenham um papel regulador no crescimento, diferenciação e na ativação do 

sistema imunológico (Dranoff 2004; Lu et al. 2006; Hofmann et al. 2011). A atividade 

destas moléculas pode ser autócrina, parácrina ou endócrina, apesar de algumas 

terem a capacidade de produzir uma variedade de respostas biológicas em tecidos-

alvo (Enewold et al. 2009). As citocinas são normalmente classificadas com base na 

sua influência na iniciação ou promoção da inflamação, assim podem ser 

consideradas citocinas pró-inflamatórias, secretadas por linfócitos Th-1, ou pelo 

contrário podem ser citocinas que inibam a inflamação, anti-inflamatórias, 

secretadas por linfócitos Th-2 (Enewold et al. 2009).  

Uma das interleucinas mais importantes em cancro do pulmão, é a IL-6, uma 

vez que a sua sobre-expressão se encontra associada a um pior prognóstico nestas 

neoplasias (Wojcik et al. 2010). Na literatura encontra-se descrito que em indivíduos 

diagnosticados com CPNPC, os níveis desta interleucina no soro estão aumentados 

em cerca de 39% de casos, enquanto que em indivíduos saudáveis ou com lesões 

benignas ao nível do pulmão, este aumento não é observado (Yanagawa et al. 1995; 

Chang et al. 2005). A IL-6 é considerada uma interleucina pró-inflamatória com 

efeitos pleiotrópicos, é também considerada um fator-chave na promoção do 

crescimento tumoral e como fator anti-apoptótico. Vários estudos indicam que níveis 

elevados em circulação desta proteína estarão associados por um pior prognóstico 
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em vários tipos de cancro (Lin and Karin 2007; Enewold et al. 2009; Wang et al. 

2013).  

Os efeitos biológicos da IL-6, estão associados à regulação da resposta imune, 

a hematopoiese, inflamação e com processos relacionados com a carcinogénese. A 

IL-6 pode ser produzida por vários tipos de células, nomeadamente células do 

sistema imunológico (monócitos, linfócitos, macrófagos), células endoteliais e 

mesmo pelas células tumorais (Chang et al. 2005; Sugimoto et al. 2010).  

O gene da IL-6 localiza-se no cromossoma 7p21 e encontram-se descritos 

vários polimorfismos genéticos neste gene. No entanto de acordo com a literatura, 

destaca-se um polimorfismo genético (-174G/C; rs1800795) localizado na região 

promotora do gene, em que ocorre a transição de uma guanina (G) para uma 

citosina (C), na posição -174 do gene. Estudos funcionais verificaram que este 

polimorfismo genético, nomeadamente o alelo G, encontra-se associado a níveis 

mais elevados de IL-6, alelo que por sua vez se encontra correlacionado a um pior 

prognóstico, em vários tipos de neoplasias (Fishman et al. 1998; Liu et al. 2012). 

 

 

 1.5.2  Metaloproteinases da Matriz - MMPs  

 

As MMP’s são uma classe de moléculas estudadas há cerca de 40 anos e 

compreendem uma família cada vez maior de endopeptidases dependentes de 

zinco, que são capazes de degradar quase todos os componentes proteicos que 

compõem a matriz extracelular (Chetty et al. 2011; Hadler-Olsen et al. 2013).       

Atualmente, são conhecidos cerca de 30 membros da família de 

metaloproteinases em vertebrados e cerca de 23 membros são conhecidos em 

humanos (Hadler-Olsen et al. 2013). Os membros da família de MMPs têm várias 

similaridades na sua estrutura, todas as MMPs têm um motivo de ligação ao zinco 

num domínio catalítico, um domínio N-terminal denominado o pré-domínio, seguido 

pelos domínios propeptídicos (Chetty et al. 2011; Hadler-Olsen et al. 2013; Cathcart 

et al. 2015). No entanto, a maioria das MMPs tem também um domínio adicional, 

como o domínio de hemopexina, que é importante no reconhecimento do substrato e 

na ligação aos inibidores (Hadler-Olsen et al. 2013). Baseado nos seus substratos 

específicos e na organização dos seus domínios, as MMPs podem ser classificadas 
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como: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e MMPs-tipo membrana 

(Page-McCaw et al. 2007; Nissinen and Kahari 2014; Cathcart et al. 2015).  

A maioria das MMPs é sintetizada na sua forma latente, sendo que precisam 

ser ativadas após a sua secreção, esta ativação usualmente envolve a remoção 

proteolítica do pró-domínio ou a auto-ativação induzida pela ligação a compostos 

como ROS e agentes caotrópicos (Hadler-Olsen et al. 2013). A atividade das MMPs 

é também controlada pelos inibidores presentes na matriz extracelular e em 

circulação, como os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs: Tissue 

Inhibitor of Metalloproteinases) e ainda pela α2-macroglobulina (Hadler-Olsen et al. 

2013).  

As MMPs são de uma importância fulcral, não só para controlar o volume da 

matriz extracelular, mas também para as interações entre as células e o ambiente 

circundante, uma vez que conseguem quebrar ligações célula-célula e célula- 

componentes da matriz extracelular, pela clivagem de moléculas de adesão como a 

E-caderina e CD44 (Kessenbrock et al. 2010; Hadler-Olsen et al. 2013; Perlikos et 

al. 2013). As MMPs são os principais moduladores responsáveis pelas alterações 

observadas no microambiente celular durante o desenvolvimento e a progressão 

tumoral, uma vez que apresentam a capacidade de clivar os componentes da matriz 

extracelular e assim promover o desenvolvimento tumoral (Visse and Nagase 2003; 

Deryugina and Quigley 2006; Langers et al. 2012). 

Estas moléculas são também importantes ao nível da inflamação, uma vez que 

são capazes de regular a migração das células inflamatórias dos vasos sanguíneos 

para o seu local de ação (Nissinen and Kahari 2014). Assim como estão também 

envolvidas no processo de transição epitelial-mesenquimal, um dos marcos 

essenciais para a promoção da metastização (Roy et al. 2009).  

Admite-se que as MMPs estejam intensamente envolvidas numa grande 

variedade de processos fisiológicos, como a proliferação celular, a migração e 

adesão, remodelação dos tecidos, angiogénese, desenvolvimento ósseo e 

cicatrização (Figura 4) (Mossbock et al. 2010; Langers et al. 2011; Chetty et al. 2011; 

El-Badrawy et al. 2014).  
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A expressão de MMPs, apesar de baixa ou indetetável na maioria dos tecidos 

normais, é substancialmente aumentada na maioria dos tecidos malignos (Hidalgo 

and Eckhardt 2001). A sobre-expressão de MMPs no microambiente tumoral 

depende não só das células tumorais, mas também das células adjacentes, como as 

células do estroma. As células tumorais sobre-expressam protéases e/ou induzem a 

expressão destas enzimas em células do estroma que sejam próximas, de forma a 

conseguirem degradar a membrana e invadir os tecidos adjacentes (Roy et al. 

2009). As células tumorais estimulam as células “residentes”, como os fibroblastos 

que constituem uma importante fonte de MMPs, através da secreção de 

interleucinas, fatores de crescimento e sinalização direta através de indutores de 

MMPs (Gialeli et al. 2011). A expressão diferencial de MMPs tem sido associada 

com vários tipos de cancro e em diferentes fases de desenvolvimento da doença, 

uma vez que estas proteínas são essenciais para a degradação da membrana basal 

endotelial e invasão das células tumorais durante o processo de metastização. 

Figura 4: Visão esquemática de várias células que produzem MMP’s e o seu envolvimento com os 

diferentes processos que ocorrem durante a carcinogénese, adaptado de Langers et al., 2011  
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Atendendo aos dados apresentados na literatura admite-se que nos tecidos 

tumorais a expressão de MMPs, é induzida quer por células tumorais, quer por 

células do microambiente celular (Chetty et al. 2011; Hadler-Olsen et al. 2013). Na 

cascata de eventos associados à metastização, as MMPs são fatores facilitadores 

da proliferação celular, uma vez que devido ao seu efeito proteolítico estas proteínas 

são capazes de degradar a matriz extracelular e a membrana basal e assim 

sustentar a invasão das células tumorais na área circundante (Safranek et al. 2007; 

Gialeli et al. 2011). Por outro lado, as MMPs também têm um papel importante no 

processo de angiogénese, uma vez que conseguem criar espaços para vasos 

recém-formados e também sustentam a mobilidade dos endotélios e a invasão de 

células tumorais (Safranek et al. 2007; Gialeli et al. 2011). Relativamente à 

proliferação celular, são vários os mecanismos que contribuem para este processo, 

sendo de realçar a capacidade das MMPs de modular a biodisponibilidade de fatores 

de crescimento e a ativação de recetores da membrana celular.  

Vários estudos têm demonstrado que de acordo com a fase da carcinogénese, 

estarão envolvidas diferentes MMPs, consoante as suas capacidade e funções 

(Figura 4). Por outro lado, as mesmas MMPs podem estar envolvidas em diferentes 

processos, e podem ter efeitos contraditórios, dependendo do substrato sobre o qual 

estão a atuar (Hadler-Olsen et al. 2013). 

A MMP-2 é uma gelatinase A, com 72 kDa, e é inicialmente secretada na sua 

forma inactiva - pro-MMP-2, sendo o complexo pro-MMP-2-TIMP-2  é essencial para 

a ativação da MMP-2. Tal demonstra o importante papel da TIMP-2 na modulação 

da MMP-2 (Hadler-Olsen et al. 2013). Na sua forma ativa a MMP-2 pode degradar 

colagénios do tipo IV e V, a laminina e a elastina (Foda and Zucker 2001). A MMP-2 

é a MMP mais amplamente secretada e é expressa de forma constitutiva pela 

maioria das células, incluindo células endoteliais e epiteliais (Foda and Zucker 

2001). Esta MMP tem ainda a capacidade de quebrar a proteína de ligação ao IGF, 

que é conhecido como tendo um forte efeito na estimulação da proliferação celular e 

inibição da apoptose (Zhou et al. 2005). A sobre-expressão de MMP-2 tem sido 

detetada em lesões pré-malignas e em estadios iniciais de cancro, o que poderá 

indicar que a MMP-2 poderá associada a eventos iniciais da carcinogénese (Zhou et 

al. 2005). Em cancro do pulmão têm sido descritos níveis aumentados de MMP-2 

tanto nas células tumorais como também no tecido estromal (Qian et al. 2010).  
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A MMP-7 é um membro da família das MMPs (matrilisina) com apenas 28kDa, 

e ao contrário de outras MMPs esta é expressa por células tumorais e não por 

células do estroma, o que pode indicar que a MMP-7 poderá ser um útil biomarcador 

tumoral ou mesmo uma molécula-alvo para uma futura intervenção terapêutica 

(Wilson and Matrisian 1996; Liu et al. 2007). A MMP-7 tem uma ampla 

especificidade para substratos de componentes da matriz extracelular, incluindo a 

elastina, o colagénio do tipo IV, a fibronectina, a vitronectina e os proteoglicanos 

(Liang et al. 2014). Por outro lado, um estudo in vitro de Noe e colaboradores, 

demonstrou, que a MMP-7 pode clivar a proteína E-caderina, promovendo a invasão 

por parte das células tumorais (Noe et al. 2001). Alguns estudos têm indicado que a 

sobre-expressão de MMP-7 poderá estar correlacionada com um mau prognóstico 

em vários tipos de tumores, incluindo o cancro colo-retal, o cancro gástrico, o cancro 

da próstata e o cancro da bexiga (Szarvas et al. 2011a; Szarvas et al. 2011b; Yang 

et al. 2012). No entanto, em cancro do pulmão esta associação ainda permanece 

por esclarecer. 

A MMP-9, (gelatinase B) é importante na degradação do colagénio tipo IV, V, 

VII, IX, elastina, fibrina, fibrinogénio e plasminogénio, facilitando a invasão e 

metastização das células tumorais (Roeb et al. 2002; Vandooren et al. 2013; Gong et 

al. 2016). Esta MMP é sintetizada por vários tipos de células, desde células 

tumorais, células do estroma, células inflamatórias e células endoteliais (Schveigert 

et al. 2013). A sua forma inativa é um propéptido com 10 kDa, que pode ser ativada 

por outras MMPs (MMP-3 é a mais eficiente) ou pelo sistema ativador de 

plasminogénio tecidual (tPA)- plasmina,  que devido à sua função biológica de 

clivagem de gelatina, promove  a motilidade das células tumorais (Shi et al. 2015; 

Gong et al. 2016). A deteção da expressão por imunohistoquímica e o aumento dos 

níveis de MMP-9 no plasma, têm sido observados em doentes com CPNPC e 

noutros tipos de tumores, como no cancro da mama (Schveigert et al. 2013; El-

Badrawy et al. 2014). A MMP-9 pode promover a migração de células endoteliais e o 

recrutamento de pericitos, elementos necessários para a estabilização dos vasos 

sanguíneos (Hadler-Olsen et al. 2013).  

Relativamente à regulação da atividade das MMPs, existem pelo menos três 

mecanismos envolvidos, sendo estes: a regulação da transcrição, a ativação de pro-

MMPs e a inibição da função das MMPs pelos TIMPs (Chetty et al. 2011). No 

entanto, o mecanismo mais importante talvez seja a regulação ao nível da 
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transcrição, uma vez que a maioria dos genes codificantes de MMPs só é expresso 

quando ocorre a remodelação de tecidos de forma fisiológica ou patológica (Chetty 

et al. 2011). Várias evidências indicam que variações na sequência de DNA na 

região promotora ou noutra localização dos genes de MMPs, pode resultar em 

diferente expressão de MMPs em diferentes indivíduos (Chetty et al. 2011).  

Nos últimos anos, com o evoluir das técnicas de biologia molecular, em 

particular a sequenciação genómica, tornou-se possível conhecer as variações na 

sequência de DNA e as suas implicações. Diversos estudos foram desenvolvidos no 

sentido de se compreender e avaliar as implicações destas variações genéticas na 

população. A expressão de MMPs pode ser alterada pela presença de polimorfismos 

genéticos, nomeadamente SNPs (Chetty et al. 2011). Na literatura, tem sido descrito 

que SNPs na região promotora dos genes de MMPs, podem influenciar os níveis de 

transcrição e expressão destes em várias doenças, nomeadamente no cancro (Ye 

2000).  

Na região promotora do gene MMP-2 (cromossoma: 16q12.2) foram 

identificados e caracterizados do ponto de vista funcional, dois polimorfismos 

genéticos: o -1306 C/T (rs 243865) e o -735 C/T (rs 2285053)(Price et al. 2001; Yu et 

al. 2004). Nas posições -1306 e -735 da região promotora do gene MMP-2, ocorre 

uma transição de uma citosina (C) por uma timina (T), o que faz com que o local de 

ligação do fator de transcrição Sp-1, seja abolido em ambos, e consequentemente, a 

expressão proteica seja diminuída. Assim, a atividade do promotor é mais elevada 

na presença do haplótipo -1306C/-735C comparativamente ao haplótipo -1306T/-

735T (Yu et al. 2004). 

No gene MMP-7 (cromossoma: 11q22.2) foram também identificados dois 

SNPs na região promotora do gene, na posição – 181 ocorre uma transição A/G (rs 

11568818) e na posição -153 ocorre a transição C/T (rs 11568819) (Jormsjo et al. 

2001). Na literatura encontra-se descrito que ambos os SNPs podem modular a 

transcrição do gene, uma vez que influenciam a ligação de proteínas nucleares 

(Jormsjo et al. 2001). Ambos os polimorfismos genéticos na região promotora do 

gene MMP-7, têm sido associados com o aumento da suscetibilidade para o 

desenvolvimento de CPNPC (Zhang et al. 2005).  

Relativamente ao gene MMP-9 (cromossoma:20q13.12), o polimorfismo 

localizado na posição -1562 da região promotora do gene, caracterizado por uma 

substituição de uma citosina (C) por uma timina (T) (rs 3918242), tem sido associado 
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com diferente capacidade de regulação do promotor, sendo que o alelo T está 

associado com a diminuição da capacidade de ligação de uma proteína supressora 

de transcrição, levando a um consequente aumento da expressão do gene (Zhang et 

al. 1999b). Na região codificante do gene MMP-9, nomeadamente no exão 6, na 

posição +855, encontra-se descrito outro SNP que se caracteriza por uma 

substituição de uma guanina (G) por uma adenina (A), (855 G/A, rs 17576) tendo 

como consequência funcional a substituição de aminoácidos no codão 279, de uma 

arginina (Arg) por uma glutamina (Gln) (Zhang et al. 1999a; Hu et al. 2005) . Este 

polimorfismo, é caracterizado por afetar o domínio de ligação ao substrato da 

enzima MMP-9. Esta transição leva a que haja uma alteração da conformação da 

proteína, que conduz a uma alteração na ligação ao seu substrato e na capacidade 

enzimática (Zhang et al. 1999a; Hu et al. 2005). 

 

 

1.5.3 Inibidores Teciduais de Metaloproteinases - TIMPs 

 

Os TIMPs são uma família de 4 proteínas, TIMP-1, -2-, -3, -4, com 

aproximadamente 21 kDa de peso molecular e cerca de 184-194 

aminoácidos(Jackson et al. 2017). Os TIMPs atuam como antagonistas do efeito 

proteolítico das MMPs, residindo o seu efeito na estabilização da membrana basal 

que se torna imune ao efeito das enzimas proteolíticas, quando estão sob influência 

dos TIMPS. Este facto faz com que a invasão do endotélio pelas células tumorais 

seja dificultada (Safranek et al. 2007; Shimoda et al. 2016). Os TIMPs são 

predominantemente sintetizados pelo tecido estromal, no entanto a ligação TIMPs-

MMPs na interface células tumorais-células estromais ainda não se encontra 

completamente esclarecida (Shimoda et al. 2016).  

A ativação de MMPs é regulada por vários fatores, como os TIMPs, sendo que 

o equilíbrio entre as MMPs e os TIMPs, determina a renovação da matriz. Assim o 

excesso de MMPs ou o défice de TIMPs pode resultar numa excessiva degradação 

da matriz extracelular (El-Badrawy et al. 2014; Jackson et al. 2016). 

Os TIMPs interagem com as pró-formas das MMPs, mas não de uma forma 

inibitória: TIMP1 ou TIMP3 interagem com a pro-MMP-9 e a TIMP-2 ou TIMP-4 

interagem com a pro-MMP-2. Nestes casos, só a parte C- terminal é que e 

envolvida, deixando o N-terminal para uma ligação com outra MMP (Jackson et al. 
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2017). A TIMP-2 é a única da família TIMP que interage especificamente na 

superfície celular quer com a MT1-MMP, quer com a pro-MMP-2 de forma a permitir 

a ativação da pró-MMP-2 (Bourboulia and Stetler-Stevenson 2010). No entanto, o 

papel das MMPs e TIMPs no desenvolvimento tumoral parece ser bem mais 

complexo do que inicialmente se sugeria e os níveis de expressão de alguns TIMPs 

têm sido associados com o pior prognóstico em cancro (Singh et al. 2010; Ben 

Nejima et al. 2016). Este fato poderá refletir que algumas das propriedades dos 

TIMPs ainda são desconhecidas (Foda and Zucker 2001). 

Relativamente à TIMP-1, mais de 35 estudos têm associado os níveis mais 

elevados desta proteína com um pior prognóstico em cancro do pulmão, próstata, 

mama e outros tipos de cancro (Jackson et al. 2017). Em contraste com o TIMP-1, a 

TIMP-3 encontra-se silenciada em vários tipos de cancro, sendo que a perda de 

expressão de TIMP-3 está correlacionada com estadios mais avançados da doença 

e pior prognóstico em cancro colo-retal, mama e em particular em cancro de cabeça 

e pescoço (Jackson et al. 2017). Relativamente à TIMP-2 e TIMP-4, existe alguma 

controvérsia nos estudos efetuados. Contudo, encontra-se demonstrado que a 

TIMP-2 pode ser epigeneticamente silenciada por hipermetilação do promotor em 

linhas celulares de cancro da próstata (Pulukuri et al. 2007). De forma contrária, os 

níveis aumentados de TIMP-2 encontram-se associados com um pior prognóstico 

em cancro da bexiga (Grignon et al. 1996). Em relação à TIMP-4, encontra-se 

descrito na literatura que este TIMP tem a capacidade de inibir MMP-1, MMP-2, 

MMP-3, MMP-7 e MMP-9 (Liu et al. 1997). Por outro lado, estudos de cancro de 

mama e próstata mostraram um aumento nos níveis proteicos em fase iniciais, mas 

uma diminuição em fases mais avançadas e em doença mais agressiva (Zhao et al. 

2004; Liss et al. 2009). Deste modo, torna-se claro que existe uma grande 

controvérsia, quanto ao papel que desempenham estas proteínas no 

desenvolvimento tumoral, podendo existir diferenças consoante o modelo neoplásico 

em causa (Jackson et al. 2017).  

Relativamente aos TIMPs, vários polimorfismos genéticos têm sido descritos, 

como importantes na regulação da expressão destas moléculas, uma vez que 

podem aumentar ou diminuir a sua atividade, levando a um possível desequilíbrio na 

razão TIMP/MMP e consequentemente influenciar o desenvolvimento e progressão 

tumoral (Peterson et al. 2009).  



54 
 

No gene TIMP-2 (cromossoma: 17q25.3) encontra-se descrito na região 

promotora do gene na posição -2806 uma transição de Timina (T) para uma Citosina 

(C) (rs4789932), no entanto, pouco se sabe sobre o efeito funcional deste 

polimorfismo (Rodriguez-Perez et al. 2014).  

No gene TIMP-4 (cromossoma: 3q25.2) encontra-se na região promotora do 

gene na posição -55 uma transição de Timina (T) para uma Citosina (C) 

(rs3755724), que pode afetar a produção ou a estabilização funcional da proteína e 

assim influenciar a suscetibilidade para o desenvolvimento de cancro (Tsai et al. 

2014). 

O equilíbrio dos níveis de MMPs/TIMPs é fundamental para a manutenção dos 

tecidos e para a homeostasia de funções importantes no organismo. Contudo, a 

desregulação deste balanço poderá indicar situações patológicas, nomeadamente o 

desenvolvimento tumoral. Assim, levanta-se a questão de poder ser definido um 

perfil de MMPs/TIMPs em fluidos biológicos que possa ser usado como marcador de 

diagnóstico de CPNPC ou como fator de prognóstico.  

 

 

1.6 Linhas Celulares Linfoblastóides (LCLs) como modelo preditivo de 

resposta à terapia 

 

No CPNPC em estadios avançados, as terapias convencionais são baseadas 

em quimioterapia e radioterapia, no entanto os resultados não muito promissores. 

Na última década, existiram vários avanços no estudo das vias moleculares 

inerentes ao desenvolvimento tumoral, levando ao crescimento de terapias dirigidas, 

como os inibidores de tirosina cinase (TKis) e anticorpos monoclonais direcionados a 

moléculas-alvo. Mais recentemente, assiste-se ao desenvolvimento de imuno-

terapias, com o anti-PD1 e anti-PDL1 (Orozco-Morales et al. 2016; Sukari et al. 

2016). No entanto, muitos doentes não respondem a estas terapias dirigidas ou 

adquirem resistência ao longo do tratamento, existindo sempre algum grau de 

toxicidade associado, que culminando na progressão rápida da doença ou na 

obrigatoriedade de alterar o esquema para um melhor tolerado. 

Na Era da genómica, tem-se verificado uma mudança de paradigma na 

genética humana e nas ciências da saúde após a descodificação do genoma 

humano (Jeon 2014). A capacidade de prever como um doente responderá a um 
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tratamento específico é o objetivo ambicioso da medicina personalizada, revestindo-

se de especial importância numa doença como o cancro do pulmão. Vários estudos 

demonstram que a constituição genética de um indivíduo desempenha um papel 

importante na resposta a determinado fármaco (Kasaian and Jones 2011; Lunshof 

and Gurwitz 2012).  

Na última década, as linhas celulares linfoblastóides humanas (LCL’s) 

revelaram-se um modelo in vitro muito relevante e útil na procura de marcadores 

genéticos subjacentes às variações interindividuais na resposta à sensibilidade a 

fármacos (Sie et al. 2009). Para estudos farmacogenómicos, estas linhas constituem 

um modelo adequado para a identificação de variantes genéticas associadas com 

fenótipos farmacológicos (Wheeler and Dolan 2012). As LCLs são células B 

linfoblastóides transformadas por ação do vírus Epstein- Barr (EBV), que podem ser 

estabelecidas de forma relativamente fácil por infeção pelo EBV, sendo derivadas de 

linfócitos B recolhidos do sangue periférico dos indivíduos (Hussain et al. 2012). 

Uma das grandes vantagens da aplicabilidade das LCL ao nível genético, 

farmacogenómico e em estudos imunológicos é a preservação da informação 

genética e das características biológicas das células B primárias, durante a geração 

e manutenção das LCLs (Londin et al. 2011). Vários estudos têm demonstrado que 

existe uma grande concordância nas sequências de DNA dos linfócitos B e das 

LCLs, cerca de 99,82%, existindo apenas 0,18% de novas alterações nas 

sequências de DNA (Londin et al. 2011). Estas células são também importantes para 

avaliar os níveis de transcrição dos genes, podendo ser úteis para identificar 

potenciais genes alvo associados a determinados outcomes clínicos (Jeon 2014).  

O principal objetivo da investigação em farmacogenómica é o conhecimento de 

genótipos ou transcriptomas baseados em testes preditivos de eficácia/sensibilidade 

a fármacos e sua toxicidade (Medeiros et al. 2002; Medeiros et al. 2003; Gurwitz and 

Pirmohamed 2010). Assim têm sido desenvolvidos vários estudos que tentam 

associar a sensibilidade a determinadas drogas com variantes genéticas e com a 

expressão de determinados genes nas LCLs. Os ensaios de citotoxicidade nas LCLs 

representam um bom modelo in vitro, para se encontrar variantes genéticas e genes-

alvo associados com a resposta a fármacos. A utilização de LCL’s, derivadas de 

doentes submetidos a diferentes regimes terapêuticos, poderá ser um bom modelo 

preditivo de resposta ao tratamento, permitindo posteriormente testar a sensibilidade 

de determinado doente à terapia indicada, e evitando perdas de tempo precioso com 
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terapias que não serão eficazes. Mais ainda, conseguiria também obviar-se a 

necessidade de tecido tumoral de muito difícil obtenção no cancro do pulmão, para 

avaliação de marcadores moleculares preditivos de resposta. 

A avaliação destes fatores poderá ser uma estratégia promissora na definição 

de perfis preditivos de resposta aos diferentes agentes quimioterápicos e terapias 

dirigidas existentes e na aquisição de fenótipos de resistência com impacto quer no 

intervalo livre de doença, quer na sobrevivência global dos doentes com CPNPC 

(Catarino et al. 2012). Adicionalmente, permitirá ainda a definição de esquemas de 

quimioterapia mais adequados e eficazes em doentes específicos, escolhendo 

aqueles mais propensos a responder, permitindo adequar doses de forma a reduzir 

os efeitos adversos e estabelecer perfis de segurança com base na genética 

individual. 
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Capítulo II 
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2. Objetivos 

 
2.1 Objetivo Geral 

 

Compreender o papel dos mediadores inflamatórios e a sua interação na 

definição de perfis de biomarcadores moleculares associados ao desenvolvimento 

do CPNPC, e sua repercussão farmacogenómica, de modo a futuramente serem 

integrados em modelos preditivos de resposta em doentes com CPNPC. 

 

2.2 Objetivos Específicos 
 

1. Realizar uma revisão da literatura de forma a identificar e definir um perfil de 

mediadores inflamatórios relacionados com o CPNPC a serem alvos de estudo;  

 

2. Avaliar a influência de polimorfismos genéticos nos genes codificantes dos 

mediadores inflamatórios no desenvolvimento e progressão de CPNPC e a sua 

influência nos níveis de expressão de mRNA;  

 

3. Quantificar os níveis de expressão de mRNA circulantes dos mediadores 

inflamatórios no grupo de indivíduos saudáveis e no grupo de doentes com 

CPNPC; 

 

4.  Avaliar a influência dos níveis de expressão de mRNA, quer na capacidade de 

deteção de indivíduos com CPNPC, quer na sobrevivência dos doentes; 

 

5. Dosear os níveis séricos dos mediadores inflamatórios, no grupo de indivíduos 

saudáveis e no grupo de CPNPC; 

 

6. Avaliar a influência dos níveis séricos, quer na capacidade de deteção de 

indivíduos com CPNPC, quer na sobrevivência global no grupo de CPNPC; 

 

7. Realizar testes in vitro de sensibilidade, recorrendo a linhas celulares LCL’s 

derivadas de doentes com CPNPC e estabelecer a associação com os níveis 

de MMPs e TIMPs. 
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3.1 Polimorfismos genéticos nos genes codificantes dos mediadores 

inflamatórios e a sua influência no desenvolvimento e progressão de CPNPC 

 

 

Após a descodificação do genoma humano foi possível perceber que 

alterações na sequência de DNA podem ser capazes de explicar diferentes 

suscetibilidades e diferentes modelos de desenvolvimento tumoral, assim estas 

variações genéticas poderão ter impacto ao nível da suscetibilidade, do tratamento e 

do prognóstico. Atendendo à importância que o microambiente tumoral e os 

mediadores inflamatórios libertados no processo de inflamação desregulada 

assumem no desenvolvimento e progressão de CPNPC, torna-se essencial 

compreender de que forma estes mediadores podem estar relacionados com o 

desenvolvimento e progressão deste modelo neoplásico (Peebles et al. 2007). 

Acresce, ainda, o facto dos polimorfismos genéticos poderem ser ferramentas 

biológicas importantes, uma vez que têm a capacidade de condicionar a expressão 

dos genes em causa, podendo assim alterar a função da proteína.   

Desta forma, este capítulo tem por objetivo analisar a influência de 

polimorfismos genéticos nos genes codificantes dos mediadores inflamatórios IL-6, 

MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-2 e TIMP-4 quer na suscetibilidade para o 

desenvolvimento de CPNPC, quer a sua associação com a sobrevivência global dos 

doentes com este tipo de neoplasia. Após revisão da literatura foram selecionados 

nove polimorfismos genéticos: -174G/C (rs1800795) no gene da IL-6; -1306C/T 

(rs243865) e -735C/T (rs2285053) no gene da MMP-2; -181A/G (rs11568818) e -

153C/T (rs11568819) no gene MMP-7; -1562C/T (rs3918242) e R279Q (rs17476) no 

gene MMP-9; - 2803T/C (rs4789932) no gene TIMP-2 e -55T/C (rs3755724) no gene 

TIMP-4 (Chetty et al. 2011).  
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3.2   Material e Métodos 

 

Caracterização da população em estudo 

 

No presente trabalho, foi realizado um estudo do tipo caso- controlo de base 

hospitalar (CES 352/2012), para o qual foram recrutados 431 indivíduos do norte de 

Portugal e que eram seguidos no Instituto Português de Oncologia do Porto (IPO-

Porto). Todos os indivíduos recrutados eram caucasianos e apresentavam um 

diagnóstico histopatológico de cancro do pulmão, tendo sido considerado fator de 

exclusão indivíduos com qualquer tipo de doença inflamatória associada ou 

antecedentes de cancro. Neste grupo de indivíduos foram avaliados vários 

parâmetros clínico-patológicos, tais como: estadio e tipo histológico do tumor, como 

descrito na tabela 1. Este grupo apresentava uma média de idade de 63±10,2 anos, 

sendo que o indivíduo mais jovem incluído no estudo teria 30 anos no momento do 

diagnóstico e o mais velho 87 anos.  

Relativamente ao grupo controlo, foram recrutados 203 indivíduos a partir do 

banco de dadores de sangue do IPO-Porto, sem doença oncológica conhecida e 

também todos residentes na região norte de Portugal. De forma similar foi 

considerado fator de exclusão qualquer doença inflamatória associada ou história 

familiar de cancro. Neste grupo, foram recrutados indivíduos com idades superiores 

a 40 anos até ao máximo de idade de 65 anos, perfazendo uma média de idades do 

grupo controlo de 52 ±6,1 anos (Tabela 1). 

A todos os indivíduos participantes no estudo foi explicado o objetivo do 

mesmo e a todos foi pedido o preenchimento e assinatura do consentimento 

informado, de acordo com os princípios da declaração de Helsínquia. A todos os 

participantes foi recolhida uma amostra de sangue periférico (8mL) por uma técnica 

padronizada de colheita intravenosa. A fração de células nucleadas presentes no 

sangue periférico foi utilizada para a extração de DNA genómico. O isolamento de 

DNA genómico foi efetuado segundo o Kit de extracção de DNA da Qiagen®, 

QIAmp® DNA Blood Mini Kit, (Qiagen® 51106) de acordo com as recomendações 

fornecidas pelo fabricante. 
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Genotipagem de polimorfismos genéticos  nos genes codificantes de MMP-2,MMP-

7, MMP-9, TIMP-2, TIMP-4 e IL-6  

 

Os polimorfismos genéticos nos genes MMP-2 (-1306C/T e -735C/T), MMP-7 (-

181A/G e -153C/T), MMP-9 R279Q, TIMP-2 (-2803T/C) e TIMP-4 (-55T/C) foram 

analisados por discriminação alélica, com recurso a PCR em tempo real, usando 

para essa técnica o sistema 7300 real-time PCR-System (Applied Biosystems®). 

Esta técnica foi realizada utilizando 6 µL de mistura de reação, contendo 1X master 

mix (Applied Biosystems®), 1X sondas específicas (Taqman® Genotyping Assay: 

C___3225943_10 (-1306C/T); C__26734093_20 (-735C/T); C__27852953_10 (-181 

 
Casos (n=431) 

n (%) 

Controlos (n=203) 

n (%) 

Género   

Masculino 338 (78,4) 139 (68,5) 

Feminino 93 (21,6) 64 (31,5) 

Idade   

(média±SD) 63±10,2 anos 52±6,1 anos 

Hábitos tabágicos   

Fumadores/Ex-fumadores 313 (72,6) 88 (43,4) 

Não fumadores 114 (26,5) 110 (54,2) 

Sem informação 4 (0,9) 5 (2,4) 

Histologia   

Epidermóides 165 (38,3)  

Adenocarcinoma 207 (48,0)  

CPNPC 40 (9,3)  

Grandes células 14 (3,2)  

Outros 5 (1,2)  

Estadio   

I 47 (10,9)  

II 30 (7,0)  

III 192 (44,5)  

IV 162 (37,6)  

Tabela 1: Descrição das características clinicopatológicas do grupo de casos com CPNPC e 

características gerais do grupo controlo.  
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A/G); C___32018637_10 (-153 C/T); C__11655953_10 (R279Q); C__30364786_10 

(-2083 T/C) e C___1417863_10 (-55 C/T) Applied Biosystems®) e aproximadamente 

20 ng de DNA por caso. As condições de amplificação foram as seguintes: 10 

minutos a 95°C, seguindo-se 45 ciclos de 92°C por 15 segundos para desnaturação 

e de 60°C durante 1 minuto para emparelhamento dos primers e extensão. A 

amplificação foi detetada e analisada com recurso ao software 7300 System 

Sequence Detection (versão 1.2.3 Applied Biosystems®).  

Relativamente ao polimorfismo genético -1562C/T no gene MMP-9, este foi 

avaliado pela técnica de PCR-RFLP (polymorphism chain reaction- restriction 

fragment lenght polymorphism), seguindo o protocolo previamente descrito por 

Kubben e colaboradores (Kubben et al. 2006). A técnica consiste em amplificar um 

fragmento de DNA com 352 pb, que contém a região do polimorfismo em estudo. A 

reação é realizada num volume de 50 µl e a mistura contém: 5 µL de tampão de 

reacção de PCR (1x), 1U de Taq DNA Polimerase, (DreamTaq Green DNA 

Polymerase (5 U/µL) Thermo Fisher Scientif ic®), 0,2 mM de dNTPs 

(dinucleosídeos trifosfato) (Fermentas, #R0192) e 0,3 µM de cada um dos primers 

(Forward:ATGGCTCATGCCCGTAATC; Reverse: TCACCTTCTTCAAAGCCCTATT). 

Nesta mistura de reação, foram submetidos a PCR cerca de 20 ng de DNA de 

cada caso, o que corresponde a aproximadamente 2 µL de cada amostra.   

As condições de amplificação utilizadas foram: pré-desnaturação a 95ºC 

durante 5 minutos, seguida de 38 ciclos de 30 segundos a 94ºC (desnaturação), 30 

segundos a 60ºC (emparelhamento) e 30 segundos a 72ºC (extensão) aos quais se 

seguiu um passo final de extensão a 72ºC durante 10 minutos. A reação foi efetuada 

num termociclador programável BioRad®.  

Para confirmar a correta amplificação dos fragmentos de DNA obtidos e o seu 

respetivo peso molecular (352 pb), analisaram-se 15 µL do produto de PCR por 

eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v), corado com brometo de etídeo (10 

µg/mL). Os géis foram preparados em tampão TBE, sendo este também utilizado 

como tampão de eletroforese. As amostras foram aplicadas no gel e foi utilizado um 

marcador molecular de 100 pb (Fermentas #SM0243). A visualização dos géis foi 

efetuada recorrendo a um transiluminador Gel DocXR (Biorad®). 

Para a análise dos genótipos do polimorfismo genético -1562C/T foram 

utilizados 10 μL de produto de PCR de cada amostra para a restrição enzimática 

com 5 unidades da endonuclease Sph1 (NewEngland Biolabs®, R0572L) num 
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volume final de reação de 15 μL. As amostras foram incubadas a 37 ºC, durante 2 

horas. O resultado da digestão do fragmento amplificado do gene MMP-9 contendo 

o locus de interesse foi observado por eletroforese em gel de agarose a 2 % (p/v), 

corado com brometo de etídeo (10 μg/mL). A digestão do fragmento do gene MMP-9 

resulta em três padrões de bandas, permitindo identificar os diferentes genótipos do 

polimorfismo: 352 pb, que corresponde ao genótipo CC, três fragmentos de 352, 208 

e 144 pb que correspondem ao genótipo CT e dois fragmentos 208 e 144 pb que 

correspondem ao genótipo TT (Kubben et al. 2006).  

Relativamente ao polimorfismo genético -174G/C no gene IL-6, este também foi 

caracterizado por PCR-RFLP, seguindo o protocolo de previamente descrito por 

Kristiansen e colaboradores (Kristiansen et al. 2003). Foi amplificado um fragmento 

de 164 pb, que continha a região do polimorfismo a ser estudado. A reação foi 

realizada nas mesmas condições das descritas anteriores, sendo que os primers 

usados foram (Forward: GCCTCAATGACGACCTAAG; Reverse: 

TCATGGGAAAATCCCACATT).  

As condições de amplificação utilizadas foram: pré-desnaturação a 94ºC 

durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 45 segundos a 94ºC (desnaturação), 45 

segundos a 54ºC (emparelhamento) e 45 segundos a 72ºC (extensão) aos quais se 

seguiu um passo final de extensão a 72ºC durante 7 minutos. A reacção foi 

efectuada num termociclador programável BioRad®. Para confirmar a correta 

amplificação dos fragmentos de DNA obtidos e o seu respetivo peso molecular (164 

pb), analisaram-se 15 µL do produto de PCR por eletroforese em gel de agarose a 

1,5% (p/v), corado com brometo de etídeo (10 µg/mL). Os géis foram preparados em 

tampão TBE, sendo este também utilizado como tampão de eletroforese. As 

amostras foram aplicadas no gel e foi utilizado um marcador molecular de 100 pb 

(Fermentas #SM0243). A visualização dos géis foi efetuada recorrendo a um 

transiluminador Gel DocXR (Biorad®). 

Para a análise dos genótipos do polimorfismo foram utilizados 10 μL de produto 

de PCR de cada amostra para a restrição com 5 unidades da endonuclease NLAIII 

(New England, Biolabs R0125S) num volume final de reação de 15 μL. As amostras 

foram incubadas a 37ºC, durante 4 horas. O resultado da digestão do fragmento 

amplificado do gene IL-6 contendo o locus de interesse foi observado por 

eletroforese em gel de agarose a 3% (p/v), corado com brometo de etídeo (10 

μg/mL). A digestão do fragmento amplificado resulta em três padrões de bandas, 
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permitindo identificar os diferentes genótipos do polimorfismo -174G/C no gene IL-6: 

164 pb, que corresponde ao genótipo GG, três fragmentos de 164, 111 e 53 pb que 

correspondem ao genótipo GC e dois fragmentos 111 e 53 pb que correspondem ao 

genótipo GG (Kristiansen et al. 2003). 

De forma a garantir controlo de qualidade nas metodologias acima descritas 

foram implementados procedimentos de qualidade como a genotipagem em 

duplicado em 10% das amostras para ser possível avaliar a confiabilidade da técnica 

e também foram utilizados controlos negativos para ser possível eliminar falsos 

positivos. Os resultados foram confirmados por dois investigadores de forma 

independente. 

 

Análise estatística 

 

A análise estatística dos resultados foi realizada com o auxílio do programa 

estatístico SPSS (versão 19.0, IBM SPSS Statistics). A análise pelo teste Qui-

Quadrado (χ2) foi utilizada para comparação das diferentes variáveis categóricas. O 

valor de p foi obtido pelo teste de χ2 e considerado estatísticamente significativo 

quando inferior a 0,05. O equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi calculado através 

do teste qui-quadrado de Pearson (X2), por comparação das frequências genotípicas 

observadas vs esperadas. O valor de Odds Ratio (OR) indica o risco relativo para 

determinado acontecimento num estudo do tipo caso-controlo e foi calculado, 

juntamente com o intervalo de confiança de 95% (IC 95%), para medir a associação 

entre os diferentes genótipos dos polimorfismos em estudo e o risco para o 

desenvolvimento de CPNPC. A duração da sobrevivência global foi definida como o 

intervalo de tempo entre a data de diagnóstico e a data de morte. A sobrevivência 

global mediana foi estimada pelo método Kaplan-Meier e comparada pelo teste de 

Log Rank. Recorreu-se ao modelo de risco proporcional de Cox, de forma a realizar 

regressões multivariadas, para avaliar a capacidade preditiva independente dos 

polimorfismos genéticos.  
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3.3  Resultados 

3.3.1 Influência dos polimorfismos genéticos nos genes MMP-2, MMP-7, 

MMP-9, TIMP-2 e TIMP-4 na suscetibilidade para o desenvolvimento de 

CPNPC 

 

Relativamente aos polimorfismos genéticos no gene MMP-2, verifica-se que as 

frequências genotípicas referentes ao polimorfismo -1306C/T, no grupo controlo, são 

de 67,19% (CC), 28,12% (CT) e 4,69% (TT). No grupo de CPNPC são 52,74%, 

35,32% e 11,94%, quanto aos genótipos CC, CT e TT, respetivamente. Foram 

calculadas as frequências genotípicas observadas vs esperadas e os resultados 

mostram que no grupo de CPNPC existe um desvio ao equilíbrio de HWE (grupo de 

CPNPC: p=0,002; grupo controlo: p=0,290). 

Quanto ao polimorfismo genético - 735C/T as frequências genotípicas são de 

73,19%, 25,26% e 1,55%, respetivamente para os genótipos CC, CT e TT, no grupo 

controlo, e 75,43%, 22,11% e 2,46%, respetivamente quanto aos genótipos CC, CT 

e TT, no grupo de CPNPC. Em relação a este polimorfismo, foram calculadas as 

frequências genotípicas observadas vs esperadas e não se verifica qualquer desvio 

ao equilíbrio de HWE, sendo que no grupo de CPNPC: p=0,270 e no grupo controlo: 

p=0,590. Para ambos os polimorfismos, foram associados os genótipos CT/TT vs 

CC e os resultados foram analisados de acordo com esta associação. Quanto ao 

polimorfismo genético -1306C/T, os indivíduos portadores dos genótipos CT/TT 

apresentam um risco aumentado para o desenvolvimento de CPNPC, quando 

comparados com os indivíduos portadores do genótipo CC (OR=1,84, IC 95%=1,29-

2,62, p=0,001). Relativamente ao polimorfismo -735C/T não se verificou nenhuma 

associação estatisticamente significativa entre os diferentes genótipos e o risco para 

o desenvolvimento de CPNPC (Tabela 2). 
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De forma a ser possível avaliar a influência dos polimorfismos genéticos            

-1306C/T e -735C/T no risco para o desenvolvimento dos diferentes subtipos 

histológicos, foi realizada uma análise estatística estratificada atendendo ao subtipo 

histológico: carcinoma epidermóide e adenocarcinoma. De acordo com a 

estratificação por tipo histológico, observa-se quanto ao polimorfismo genético -

1306C/T, os indivíduos portadores dos genótipos CT/TT apresentam um risco 

aumentado para o desenvolvimento de CPNPC do tipo histológico adenocarcinoma 

e carcinoma epidermóide, quando comparados com os indivíduos portadores do 

genótipo CC (OR=1,82, IC 95%=1,21-2,37; p=0,004; OR=1,74, IC 95%=1,13-2,68; 

p=0,012, respetivamente) (Tabela 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Grupo Controlo 

n (%) 
Grupo de CPNPC 

n (%) 
OR IC 95% p 

MMP-2 -1306C/T      

CC 129 (67,2) 222 (52,7) 1 referência  

CT/TT 63 (32,8) 199 (47,3) 1,84 1,29-2,62 0,001 

MMP-2 -735C/T      

CC 142 (73,2) 307 (75,4) 1 referência  

CT/TT 52 (26,8) 100 (24,6) 0,89 0,60-1,31 0,556 

Tabela 2: Distribuição das frequências genotípicas e a análise de OR no grupo de CPNPC e no 

grupo controlo de acordo com os polimorfismos genéticos -1306 C/T e -735 C/T do gene MMP-2 

p- valor de p obtido pelo teste de χ2; OR- odds ratio; IC 95%- intervalo de confiança a 95% 
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Em relação ao gene MMP-7, os polimorfismos genéticos analisados foram o     

-181A/G e -153C/T. Relativamente ao -181A/G, as frequências genotípicas foram de 

39,60%, 40,10% e 20,30%, respetivamente quanto aos genótipos AA, AG e GG, no 

grupo controlo. No grupo de CPNPC as frequências genotípicas observadas foram 

de 30,53%, 47,84% e 21,63%, respetivamente para os genótipos AA, AG e GG. 

Foram calculadas as frequências genotípicas observadas vs esperadas e existe um 

desvio ao equilíbrio de HWE no grupo controlo (grupo de CPNPC: p=0,530; grupo 

controlo: p=0,020). 

No que diz respeito às frequências genotípicas do polimorfismo -153A/G, 

verifica-se que no grupo controlo estas são: 87,56% (CC), 11,92% (CT) e 0,52% 

(TT). No grupo de CPNPC as frequências genotípicas foram de 90,21%, 8,76% e 

1,03%, respetivamente para os genótipos CC, CT e TT. Quanto a este polimorfismo 

verifica-se um desvio ao equilíbrio de HWE no grupo de casos (grupo de CPNPC: 

 
Grupo Controlo 

n (%) 
Adenocarcinoma 

n (%) 
OR IC 95% p 

MMP-2 -1306C/T      

CC 129 (67,2) 108 (52,9) 1 referência  

CT/TT 63 (32,8) 96 (47,1) 1,82 1,21-2,37 0,004 

MMP-2 -735C/T      

CC 142 (73,2) 146 (73,7) 1 referência  

CT/TT 52 (26,8) 52 (26,3) 0,97 0,62-1,52 0,903 

 
Grupo Controlo 

n (%) 

Carcinoma 
Epidermóide 

n (%) 
OR IC 95% p 

MMP-2 -1306C/T      

CC 129 (67,2) 87 (54,0) 1 referência  

CT/TT 63 (32,8) 74 (46,0) 1,74 1,13-2,68 0,012 

MMP-2 -735C/T      

CC 142 (73,2) 117 (75,0) 1 referência  

CT/TT 52 (26,8) 39 (25,0) 0,91 0,56-1,47 0,702 

Tabela 3: Distribuição das frequências genotípicas e a análise de OR no grupo de CPNPC e no 

grupo controlo de acordo com os polimorfismos genéticos -1306 C/T e -735 C/T do gene MMP-2, 

atendendo ao tipo histológico 

p- valor de p obtido pelo teste de χ2; OR- odds ratio; IC 95%- intervalo de confiança a 95% 
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p=0,004; grupo controlo: p=0,820). Para ambos os polimorfismos foi realizada a 

análise estatística, agrupando os genótipos da seguinte forma: para o polimorfismo 

genético -181 A/G (AA vs AG/GG) e relativamente ao polimorfismo genético -153C/T 

análise foi realizado tendo em conta a divisão CC vs CT/TT (Tabela 4). Atendendo 

os resultados obtidos, verifica-se que os indivíduos portadores dos genótipos AG/GG 

do polimorfismo genético -181A/G, apresentam um risco aumentado de 

desenvolverem CPNPC, quando comparados com os indivíduos portadores do 

genótipo AA (OR=1,50, IC 95%=1,06-2,13; p=0,022). Relativamente ao polimorfismo 

genético -153C/T, não se verificou qualquer associação estatisticamente significativa 

(Tabela 4). 

 

 

 

 

 

De forma a ser possível avaliar a influência dos polimorfismos genéticos -

181A/G e -153C/T no risco para o desenvolvimento dos diferentes subtipos 

histológicos, foi realizada uma análise estratificada atendendo a estes subtipos. De 

acordo com os resultados, verifica-se que os indivíduos portadores do genótipo 

AG/GG do polimorfismo genético -181A/G, apresentam um risco aumentado para o 

desenvolvimento de CPNPC, do tipo histológico adenocarcinoma (OR=1,64, IC 

95%=1,08-2,48; p=0,019). No entanto, este risco aumentado não se verifica para o 

subtipo histológico carcinoma epidermóide (OR=1,20, IC 95%=0,78-1,85; p=0,393) 

(Tabela 5). 

 

 
Grupo Controlo 

n (%) 
Grupo de CPNPC 

n (%) 
OR IC 95% p 

MMP-7 -181A/G      

AA 80 (39,6) 127 (30,4) 1 referência  

AG/GG 122 (60,4) 291 (69,6) 1,50 1,06-2,13 0,022 

MMP-7 -153C/T      

CC 169 (87,6) 352 (90,3) 1 referência  

CT/TT 24 (12,4) 38 (9,7) 0,76 0,44-1,31 0,321 

Tabela 4: Distribuição das frequências genotípicas e a análise de OR no grupo de CPNPC e no 

grupo controlo de acordo com os polimorfismos genéticos -181 A/G e -153 C/T do gene MMP-7 

p- valor de p obtido pelo teste de χ2; OR- odds ratio; IC 95%- intervalo de confiança a 95% 
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Relativamente aos polimorfismos genéticos estudados no gene MMP-9 (-

1562C/T e R279Q), estes não apresentam desvios ao equilíbrio de HWE (-1562C/T: 

grupo controlo p=0,710 e grupo de CPNPC p=0,530; R279Q: grupo controlo p=0,060 

e grupo de CPNPC p=0,400). As frequências genotípicas observadas para o 

polimorfismo -1562C/T foram no grupo controlo de 77,60%, 21,31% e 1,09%, 

respetivamente para os genótipos CC, CT e TT. No grupo de casos as frequências 

foram 74,57% (CC), 23,96% (CT) e 1,47% (TT). Para o polimorfismo R279Q, as 

frequências foram de 32,99%, 55,15% e 11,86% respetivamente para os genótipos 

AA, AG e GG, no grupo controlo. No grupo de CPNPC, as frequências foram de 

39,10%, 48,62% e 12,28%, respetivamente para os genótipos AA, AG e GG. A 

distribuição das frequências genotípicas e a sua associação com o risco para o 

desenvolvimento de CPNPC encontra-se descrita na Tabela 6. Segundo a análise 

estatística efetuada, verifica-se que nenhum dos polimorfismos genéticos está 

 
Grupo Controlo 

n (%) 
Adenocarcinoma 

n (%) 
OR IC 95% p 

MMP-7 -181A/G      

AA 80 (39,6) 58 (28,6) 1 referência  

AG/GG 122 (60,4) 145 (71,4) 1,64 1,08-2,48 0,019 

MMP-7 -153C/T      

CC 169 (87,6) 171 (88,6) 1 referência  

CT/TT 24 (12,4) 22 (11,4) 0,90 0,49-1,68 0,754 

 
Grupo Controlo 

n (%) 

Carcinoma 
Epidermóide 

n (%) 
OR IC 95% p 

MMP-7 -181A/G      

AA 80 (39,6) 56 (35,2) 1 referência  

AG/GG 122 (60,4) 103 (64,8) 1,20 0,78-1,85 0,393 

MMP-7 -153C/T      

CC 169 (87,6) 137 (92,6) 1 referência  

CT/TT 24 (12,4) 11 (7,4) 0,56 0,27-1,20 0,131 

Tabela 5: Distribuição das frequências genotípicas e a análise de OR no grupo de CPNPC e no grupo 

controlo de acordo com os polimorfismos genéticos -181 A/G e -153 C/T do gene MMP-7, de acordo com 

o tipo histológico 

p- valor de p obtido pelo teste de χ2; OR- odds ratio; IC 95%- intervalo de confiança a 95% 
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estatisticamente associado a um risco aumentado para o desenvolvimento de 

CPNPC (-1562C/T: OR=1,19, IC 95%=0,79-1,80; p=0,411; R279Q: OR=0,77, IC 

95%=0,53-1,10; p=0,145) (Tabela 6). Assim, atendendo aos resultados obtidos para 

estes polimorfismos não foi realizada a análise estratificada por tipo histológico. 

 

 

 

 

 

  

Relativamente aos genes TIMP-2 e TIMP-4, foram estudados os seguintes 

polimorfismos genéticos: -2803T/C e -55T/C, respetivamente. As frequências 

genotípicas para o polimorfismo -2803T/C no gene TIMP-2, foram de 37,50%, 

40,76% e 21,74% respetivamente para os genótipos TT, CT e CC, no grupo 

controlo. No grupo de CPNPC, para os mesmos genótipos as frequências 

genotípicas observadas foram, 35,70%, 48,56% e 15,74%. As frequências 

observadas vs frequências esperadas foram analisadas e os resultados mostram um 

desvio ao equilíbrio de HWE no grupo de controlo (p=0,030), no grupo de CPNPC 

não se observa qualquer desvio (p=0,820).  

Para o polimorfismo -55T/C no gene TIMP-4, observa-se um desvio ao 

equilíbrio de HWE no grupo de CPNPC (grupo controlo: p=0,160; grupo de CPNPC: 

p= 0,002). Relativamente às frequências genotípicas, para o grupo controlo observa-

se que para os genótipos TT, CT e CC as seguintes frequências genotípicas são as 

seguintes: 17,65%, 42,78% e 39,57%, respetivamente. Para o grupo de CPNPC, 

observa-se 16,54%, 39,10% e 44,36%, respetivamente para os genótipos TT, CT e 

 
Grupo Controlo 

n (%) 
Grupo de CPNPC 

n (%) 
OR IC 95%        p 

MMP-9 -1562C/T      

CC 142 (77,6) 306 (74,5) 1 referência  

CT/TT 41 (22,4) 105 (25,5) 1,19 0,79-1,80 0,411 

MMP-9 R279Q      

AA 64 (33,0) 157 (39,2) 1 referência  

AG/GG 130 (67,0) 244 (60,8) 0,77 0,53-1,10 0,145 

Tabela 6: Distribuição das frequências genotípicas e a análise de OR no grupo de CPNPC e no 

grupo controlo de acordo com os polimorfismos genéticos -1562C/T e R279Q do gene MMP-9 

p- valor de p obtido pelo teste de χ2; OR- odds ratio; IC 95%- intervalo de confiança a 95% 
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CC. As frequências genotípicas dos polimorfismos em estudo e a sua associação 

com o risco para o desenvolvimento de CPNPC encontram-se descritas na tabela 7. 

Os resultados obtidos indicam que não existe nenhuma associação 

estatisticamente significativa entre os polimorfismos -2803T/C e -55T/C nos genes 

TIMP-2 e TIMP-4, na suscetibilidade para o desenvolvimento de CPNPC (-2803 T/C: 

OR=1,09, IC 95%=0,75-1,56, p=0,676; -55 T/C: OR=1,08, IC 95%=0,68-1,71, 

p=0,740). Desta forma, não foi considerada a análise estatística de acordo com os 

tipos histológicos, uma vez que não se verificou nenhuma associação de uma forma 

global (Tabela 7). 

 

 

 

 

 

Por último, e atendendo às funções biológicas das MMPs e TIMPs nos 

processos de invasão e metastização, foi analisada a associação dos polimorfismos 

genéticos anteriormente referidos, no risco para metastização à distância. De acordo 

com os resultados obtidos, verifica-se que apenas o polimorfismo -153C/T do gene 

MMP-7 se encontra associado com o risco de metastização à distância. Assim, os 

indivíduos portadores dos genótipos CT/TT apresentam um risco de cerca de 2 

vezes mais para o desenvolvimento de metástases, em comparação com os 

indivíduos portadores do genótipo CC (OR= 2,19, IC 95%=1,11-4,30, p=0,021) 

(Tabela 8).  

 

 
Grupo Controlo 

n (%) 
Grupo de CPNPC 

n (%) 
OR          IC 95%          p 

TIMP-2 -2803T/C      

TT 69 (37,5) 136 (35,7) 1 referência  

CT/CC 115 (62,5) 245 (64,3) 1,09 0,75-1,56 0,676 

TIMP-4 -55T/C      

TT 33 (17,7) 66 (16,5) 1 referência  

CT/CC 154 (82,3) 333 (83,5) 1,08 0,68-1,71 0,739 

Tabela 7: Distribuição das frequências genotípicas e a análise de OR no grupo de CPNPC e no 

grupo controlo de acordo com os polimorfismos genéticos -2803T/C do gene TIMP-2 e -55T/C do 

gene TIMP-4 

p- valor de p obtido pelo teste de χ2; OR- odds ratio; IC 95%- intervalo de confiança a 95% 
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De acordo com o resultado obtido na tabela anterior, foi analisada a influência 

do polimorfismo genético -153C/T do gene MMP-7 no risco para metastização à 

distância, atendendo ao tipo histológico. 

 
Estadio 

OR IC 95% p I, II,III  
n (%) 

IV 
 n (%) 

MMP-2 -1306C/T      

CC 133 (51,0) 89 (55,6) 1 referência  

CT/TT 128 (49,0) 71 (44,4) 0,83 0,56-1,23 0,352 

MMP-2 -735C/T      

CC 188 (74,6) 119 (76,8) 1 referência  

CT/TT 64 (25,4) 36 (23,2) 0,89 0,56-1,42 0,621 

MMP-7 -181A/G      

AA 82 (31,5) 45 (28,5) 1 referência  

AG/GG 178 (68,5) 113 (71,5) 1,16 0,75-1,78 0,510 

MMP-7 -153C/T      

CC 225 (93,0) 127 (85,2) 1 referência  

CT/TT 17 (7,0) 21 (14,8) 2,19 1,11-4,30 0,021 

MMP-9 -1562C/T      

CC 190 (74,2) 116 (74,8) 1 referência  

CT/TT 66 (25,8) 39 (25,2) 0,97 0,61-1,53 0,889 

MMP-9 R279Q      

AA 96 (39,2) 61 (39,1) 1 referência  

AG/GG 149 (60,8) 95 (60,9) 1,03 0,66-1,51 0,987 

TIMP-2 -2803T/C      

TT 76 (32,6) 60 (40,5) 1 referência  

CT/CC 157 (67,4) 88 (59,5) 0,71 0,46-1,09 0,116 

TIMP-4 -55T/C      

TT 42(16,8) 24 (16,1) 1 referência  

CT/CC 208 (83,2) 125 (83,9) 1,05 0,61-1,82 0,857 

Tabela 8: Distribuição das frequências genotípicas e a análise de OR nos estadios I, II, III vs IV grupo 

de CPNPC de acordo com os polimorfismos genéticos – 1306C/T, -735C/T, -181A/G, -153C/T, -

1562C/T, R279Q -2803T/C, -55T/C 

p- valor de p obtido pelo teste de χ2; OR- odds ratio; IC 95%- intervalo de confiança a 95% 
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Assim, verifica-se que os indivíduos diagnosticados com adenocarcinoma e 

portadores dos genótipos CT/TT do referido polimorfismo apresentam um risco 

aumentado de aproximadamente 3 vezes para o desenvolvimento de metástases à 

distância, quando comparados com os indivíduos portadores do genótipo CC (OR= 

2,68, IC 95%=1,15-6,24, p=0,019). Quando é analisado o tipo histológico carcinoma 

epidermóide não se verifica nenhuma associação entre o polimorfismo genético e o 

risco para o desenvolvimento de CPNPC deste tipo histológico (OR=0,90; IC 

95%=0,28-4,35; p=0,900) (Tabela 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Estadio 

OR IC 95% p I, II,III  
n (%) 

IV 
 n (%) 

Adenocarcinoma      

MMP-7 -153C/T      

CC 129 (93,1) 91 (83,5) 1 referência  

CT/TT 9 (6,9) 18 (16,5) 2,68 1,15-6,24 0,019 

Carcinoma 
Epidermóide 

     

MMP-7 -153C/T      

CC 102 (92,7) 35 (92,1) 1 referência  

CT/TT 8 (7,3) 3 (7,9) 0,90 0,28-4,35 0,900 

Tabela 9: Distribuição das frequências genotípicas e a análise de OR nos estadios I, II, III vs IV grupo 

de CPNPC de acordo com os polimorfismos genéticos -153C/T do gene MMP-9, atendendo ao tipo 

histológico 

p- valor de p obtido pelo teste de χ2; OR- odds ratio; IC 95%- intervalo de confiança a 95% 
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3.3.2 Influência dos polimorfismos genéticos nos genes IL-6, MMP-2, 

MMP-7, MMP-9, TIMP-2 e TIMP-4 na sobrevivência global dos doentes com 

CPNPC 

 

De forma a avaliar a influência dos polimorfismos genéticos estudados nos 

genes IL-6, MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-2 e TIMP-4, na sobrevivência global dos 

indivíduos com CPNPC, foi realizado um estudo coorte de base hospitalar nos 

indivíduos com CPNPC, descritos no ponto anterior.  

De acordo com os resultados obtidos, quanto à influência dos polimorfismos 

genéticos -735C/T e -1306C/T do gene MMP-2 na sobrevivência global dos doentes 

com CPNPC, verifica-se que não existem diferenças estatisticamente significativas 

entre estes polimorfismos genéticos e o outcome clínico descrito (( -735C/T: teste 

Log Rank p=0,196) e (-1306 C/T: teste Log Rank p=0,672) (Figura 5)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em relação aos polimorfismos genéticos estudados no gene MMP-7 e a sua 

influência na sobrevivência global dos doentes com CPNPC, os resultados 

encontram-se descritos na Figura 6. Contudo, para ambos os polimorfismos 

genéticos estudados não se verificou nenhuma associação estatisticamente 

significativa entre estes e a as curvas de sobrevivência global dos doentes com 

CPNPC (-181A/G: teste Log Rank p=0,211; -153C/T: teste Log Rank p=0,408) 

(Figura 6). 

 

a) 

Figura 5: Curvas de sobrevivência global, de acordo com os polimorfismos genéticos a) -735C/T 

e b) -1306C/T do gene MMP-2 

b) 
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Figura 6: Curvas de sobrevivência global, de acordo com os polimorfismos genéticos a) -181A/G  

e  b) -153 C/T do gene MMP-7 

 

 

 

 

 

 

 

Quanto aos polimorfismos genéticos -1562C/T e R279Q, no gene MMP-9, os 

resultados relativos à influência destes na sobrevivência global dos indivíduos com 

CPNPC encontram-se na Figura 7. Relativamente aos polimorfismos -1562C/T e 

R279Q, observa-se que estes não influenciam a sobrevivência global dos doentes 

com CPNPC (- 1562C/T: teste Log Rank p= 0,140; R279Q: teste Log Rank p=0,563) 

(Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Relativamente aos polimorfismos genéticos -2803T/C e -55T/C respetivamente, 

nos genes TIMP-2 e TIMP-4, também não se verificou nenhuma associação 

estatisticamente significativa, entre estes a sobrevivência global dos doentes com 

CPNPC (teste Log Rank p=0,908; teste Log Rank p=0,336, respetivamente) (Figura 

8). 

 

a) b) 

Figura 7: Curvas de sobrevivência global, de acordo com os polimorfismos genéticos a) -1562 C/T 

e b) R279Q do gene MMP-9 

a) b) 

a) b) 
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Em relação ao polimorfismo -174G/C no gene IL-6, este foi avaliado na coorte 

de doentes com CPNPC. No que diz respeito às frequências genotípicas para o 

referido polimorfismo estas encontram-se distribuídas da seguinte forma: GG 

(37,62%), GC (54,91%) e CC (7,47%). Para a análise estatística os genótipos foram 

agrupados mediante o racional biológico deste polimorfismo, assim foram definidos 

dois grupos: portadores do genótipo CC e portadores dos genótipos GC/GG. De 

acordo com os resultados obtidos, é possível verificar que os indivíduos portadores 

do genótipo CC apresentam uma maior sobrevivência global (62,79 meses) 

comparativamente aos indivíduos portadores dos genótipos GC/GG que sobrevivem 

em média 42,31 meses, sendo que esta diferença é estatisticamente significativa 

(teste de Log Rank p=0,032) (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Curvas de sobrevivência global, de acordo com os polimorfismos a) -2803T/C do gene 

TIMP-2 e b) -55T/C do gene TIMP-4 

Figura 9: Curvas de sobrevivência global, de acordo com o polimorfismo genético -174 G/C do 

gene IL-6 

a) b) 
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De forma a avaliar o valor de prognóstico independente do referido 

polimorfismo na sobrevivência global dos doentes com CPNPC, foi realizada uma 

regressão multivariada, utilizando um modelo de risco proporcional de Cox, de forma 

a eliminar as possíveis variáveis de confundimento (género, idade, estadio, tipo 

histológico e hábitos tabágicos). Na tabela 10 é possível verificar que, atendendo a 

todas as possíveis variáveis, o polimorfismo -174G/C no gene IL-6 continua a manter 

o seu valor de prognóstico independente (p=0,022). 

 

 

 HR 95% CI p 

IL-6 -174 G/C  1,68 1,08-2,63 0,022 

Género  0,96 0,67-1,39 0,844 

Idade (≥63 vs <63) 0,98 0,79-1,22 0,871 

Hábitos tabágicos 1,42 1,00-2,02 0,049 

Tipo histológico 0,93 0,81-1,07 0,336 

Estadio 2,47 1,97-3,10 <0,001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p- valor de p obtido pelo teste de χ2; HR- hazard ratio; IC 95%- intervalo de confiança a 95% 

 

Tabela 10: Análise multivariada, utilizando o modelo de regressão de Cox, atendendo a possíveis 
variáveis de confundimento para a sobrevivência global 
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3.4   Discussão 

 

Após a descodificação do genoma humano, foi possível compreender que 

diferentes suscetibilidades e diferentes comportamentos de desenvolvimento tumoral 

poderiam ser explicados por diferenças nas sequências de DNA. Estas diferenças, 

designadas de polimorfismos genéticos, podem ter repercussões a diferentes níveis 

(Knudsen et al. 2001). Os polimorfismos genéticos quando localizados na região 

promotora do gene, podem alterar a atividade transcricional e assim condicionar a 

expressão genética ou por outro lado, se forem localizados em regiões codificantes, 

podem em algumas situações levar a uma troca de aminoácidos que por sua vez, 

poderá conduzir a alterações na proteína (Chorley et al. 2008). Atendendo a que os 

polimorfismos genéticos podem implicar várias consequências funcionais, que 

poderão ter impacto no desenvolvimento tumoral e no prognóstico clínico, o estudo 

destes biomarcadores torna-se uma ferramenta molecular bastante útil para a 

compreensão do desenvolvimento e progressão tumoral.  

Relativamente aos mediadores inflamatórios, MMPs, TIMPs e ILs, vários são 

os polimorfismos genéticos funcionais descritos nestes genes, sendo que existem 

vários na região promotora que podem alterar a atividade transcricional do gene, 

assim como outros que alteram a capacidade funcional das proteínas (Chetty et al. 

2011). Alguns dos polimorfismos genéticos descritos nos genes das MMPs, TIMPs e 

ILs, surgem na literatura como associados com a suscetibilidade para o 

desenvolvimento de cancro, ou como biomarcadores que influenciam os outcomes 

clínicos, nomeadamente a sobrevivência global (DeMichele et al. 2003; Beeghly-

Fadiel et al. 2008; Gonzalez-Arriaga et al. 2012; Mandal et al. 2014).  

No presente estudo os polimorfismos genéticos englobados foram 

selecionados segundo a estratégia candidate gene approach, sendo que foram 

incluídos polimorfismos genéticos em que a variante menos frequente estivesse 

presente em pelo menos 10% da população saudável e com um potencial efeito 

funcional. Todos os polimorfismos selecionados estavam localizados na região 

promotora do gene, ou em regiões codificantes do mesmo.  

Atendendo às premissas descritas anteriormente, foram considerados os 

polimorfismos genéticos -1306 C/T e -735 C/T na região promotora do gene MMP-2. 

Sendo que se encontra descrito e estabelecido na literatura que ambos os 

polimorfismos afetam a atividade transcricional do gene, uma vez que o alelo T 
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suprime o sítio de ligação do fator de transcrição Sp-1, tendo como consequência 

funcional a diminuição da atividade do promotor deste gene (Price et al. 2001). 

Assim, coloca-se a hipótese de que os portadores dos genótipos CT/TT tenham uma 

atividade do promotor diminuída e por sua vez uma menor expressão de MMP-2. 

Tendo em conta a consequência funcional destes polimorfismos genéticos, foi 

avaliada a sua influência quer no risco para o desenvolvimento de CPNPC, quer na 

sobrevivência global dos doentes. De acordo com os resultados obtidos, verificou-se 

que os indivíduos portadores dos genótipos CT/TT do polimorfismo -1306 C/T 

apresentavam um risco acrescido para o desenvolvimento de CPNPC, em 

comparação com os indivíduos portadores do genótipo CC (OR=1,84; p=0,001). 

Contudo, esta associação é também verificada quando existe uma estratificação por 

tipo histológico, ou seja os indivíduos portadores dos genótipos CT/TT apresentam 

um risco para o desenvolvimento quer de adenocarcinomas (OR=1,82; p=0,004) 

quer para o desenvolvimento de carcinomas epidermóides (OR=1,74; p=0,012). 

Este resultado, aparentemente, sugere uma incongruência com a 

consequência funcional deste polimorfismo. No entanto, verifica-se que outros 

autores encontram resultados semelhantes, em que os genótipos associados a uma 

menor atividade do promotor (CT/TT) estão associados com um risco aumentado 

para o desenvolvimento de neoplasias, nomeadamente em cancro da bexiga e da 

próstata (Sharma et al. 2012; Srivastava et al. 2012).  

De entre os processos biológicos em que as MMPs estão implicadas, encontra-

se descrito que a inflamação e a resposta inflamatória são exemplos desses 

processos (Manicone and McGuire 2008; Nissinen and Kahari 2014). Encontra-se 

demonstrado que, em situações em que é necessário uma resposta inflamatória, é 

fundamental que as células do sistema imunológico se deslocam para o local da 

inflamação. Para ocorrer este processo de migração, as MMPs são moléculas de 

extrema importância, uma vez que são responsáveis pela degradação das proteínas 

da matriz e assim permitem a movimentação das células do sistema imunológico 

para o local onde são necessárias (Manicone and McGuire 2008). Vários estudos in 

vitro demonstraram que os leucócitos utilizam as MMPs para a degradação das 

proteínas da matriz de forma a conseguirem a sua movimentação para o local onde 

são necessários, esta evidência foi também verificada in vivo por outros autores 

(Manicone and McGuire 2008; Coito 2011). As MMPs, nomeadamente as MMP-2 e 

MMP-9 (ambas pertencentes à classe gelatinases) têm a capacidade de clivar as 
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junções das células epiteliais (nomeadamente as oclodinas, componentes 

transmembranares de junções das células epiteliais) e assim permitir o 

extravasamento das células do sistema imunológico, nomeadamente os leucócitos 

(Reijerkerk et al. 2006; Nissinen and Kahari 2014). As capacidades da MMP-2 

também são importantes num conceito de vigilância imunológica, pois aquando do 

início de desenvolvimento tumoral, os leucócitos têm que se deslocar de forma a 

eliminarem as células tumorais iniciais (Ben-Baruch 2006; Khokha et al. 2013). 

Assim, os resultados obtidos podem ser analisados sob o ponto de vista do 

conceito da vigilância imunológica, ou seja, os indivíduos que possuem os genótipos 

CT/TT têm menor expressão de MMP-2, que por sua vez fará com que possuam 

uma menor capacidade de degradação da matriz e dos seus componentes. O que 

em última análise poderá levar a uma menor capacidade dos leucócitos se 

movimentarem para o local de início do desenvolvimento tumoral, e não 

conseguirem de forma eficaz e eficiente eliminar as células tumorais iniciais, 

aumentando assim o risco dos indivíduos portadores dos genótipos CT/TT de 

desenvolverem neoplasias em consequência de uma resposta imunológica 

enfraquecida/atenuada.  

Relativamente ao polimorfismo -735C/T localizado também na região 

promotora do gene MMP-2, e apesar de a literatura também indicar que os 

genótipos CT/TT afetam o local de ligação de Sp-1, diminuindo assim a expressão 

de MMP-2, na população em estudo não se verificou nenhuma associação 

estatisticamente significativa entre este polimorfismo e o risco de desenvolvimento 

de CPNPC.  

Quanto aos polimorfismos genéticos estudados no gene MMP-7, ambos 

localizados na região promotora do gene, encontra-se descrito na literatura que 

estes apresentam a capacidade de modular a atividade transcricional, influenciando 

a ligação das proteínas nucleares e alterando a expressão do gene (Jormsjo et al. 

2001). Vários têm sido os estudos que associam os genótipos AG/GG do 

polimorfismo -181 A/G no gene MMP-7 com o risco para o desenvolvimento de 

várias neoplasias, nomeadamente CPNPC (Zhang et al. 2005; Sharma et al. 2012). 

De acordo com os resultados obtidos na população em estudo, os indivíduos 

portadores dos genótipos AG/GG apresentam um risco para o desenvolvimento de 

CPNPC, quando comparados com os indivíduos portadores do genótipo AA 

(OR=1,50; p=0,022). Contudo, este risco é também observado quando se realiza 
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uma análise estratificada por tipo histológico, observando-se que os indivíduos 

portadores do genótipo AG/GG apresentam um risco de desenvolver CPNPC do tipo 

histológico adenocarcinoma (OR=1,64; p=0,019). No entanto, este risco aumentado 

não se verifica para o subtipo histológico carcinoma epidermóide (OR=1,20; 

p=0,393).  

De acordo com a literatura, estudos in vitro demonstraram que a presença do 

alelo G confere uma maior afinidade para a ligação a proteínas nucleares do que o 

alelo A, sendo que na presença do alelo G a atividade do promotor é cerca de 2 a 3 

vezes superior em comparação com o alelo A (Jormsjo et al. 2001). O aumento da 

atividade do promotor irá resultar numa elevada expressão de MMP-7, que poderá 

ter como consequência alterações na sinalização da superfície celular, 

nomeadamente em processos como a proliferação celular, invasão e apoptose (Yu 

et al. 2002).  

Relativamente ao polimorfismo -153C/T também localizado na região 

promotora do gene MMP-7, verificou-se que este não tinha influência no risco para o 

desenvolvimento de CPNPC (OR:0,76; p=0,321). No entanto, quando se avaliou o 

risco para metastização à distância, verificou-se que os portadores dos genótipos 

CT/TT apresentavam um risco de cerca de 2 vezes superior para o desenvolvimento 

de metástases, em comparação com os indivíduos portadores do genótipo CC (OR= 

2,19; p=0,021). De acordo com a literatura, o alelo T encontra-se associado com 

uma maior atividade transcricional do promotor, aumentando a expressão do gene 

(Jormsjo et al. 2001). 

A MMP-7 difere das outras MMPs uma vez que é mais expressa em células 

tumorais e epiteliais do que em células do tecido estromal (Liu et al. 2007). Existem 

vários mecanismos pelos quais a MMP-7 pode contribuir para a iniciação tumoral e 

promoção, nomeadamente pela degradação de componentes não relacionados com 

a matriz extracelular, como por exemplo, o Fas ligando (estimulador transmembranar 

de morte celular), TNF-α, IGFBP (insulin-like growth factor binding protein) e HB- 

EGF (heparin-binding epidermal growth factor), conferindo sinais anti-apoptóticos à 

célula tumoral (Beeghly-Fadiel et al. 2008; Gialeli et al. 2011).  

Por outro lado, a MMP-7 é importante na migração celular, uma vez que tem a 

capacidade de degradar a E-caderina que está nas junções célula-célula, permitindo 

uma diminuição da adesão celular e facilitando a migração celular (Manicone and 

McGuire 2008). De acordo com o descrito, os resultados obtidos neste estudo 
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encontram-se de acordo com a literatura, uma vez que os polimorfismos estudados 

se encontram associados a uma maior expressão de MMP-7, o que condicionará os 

processos biológicos inerentes à carcinogénese e à própria progressão tumoral.  

Apesar de na literatura se encontrar descrito que os polimorfismos genéticos 

que foram estudados no gene MMP-9 têm impacto funcional quer na expressão do 

gene (-1562C/T) quer na influência da estrutura da proteína (R279Q) e que estes 

mesmos polimorfismos genéticos estão em vários modelos tumorais associados a 

um pior prognóstico e uma pior sobrevivência global, na população em estudo não 

se verificou nenhuma associação estatisticamente significativa (Hu et al. 2005; 

Scherf et al. 2010; Peng et al. 2010; Sharma et al. 2012). No entanto, é de salientar 

que as frequências genotípicas descritas no presente estudo são semelhantes às 

encontradas noutras populações europeias (Kubben et al. 2006; Rollin et al. 2007; 

Mossbock et al. 2010) .  

Relativamente aos polimorfismos genéticos estudados nos genes TIMP-2 (-

2083T/C) e TIMP-4 (-55C/T), não foi encontrada nenhuma associação 

estatisticamente significativa entre estes e o risco para o desenvolvimento de 

CPNPC, nem para o risco de desenvolvimento de metástases à distância. No 

entanto, sobre estes dois polimorfismos existem poucos estudos publicados, 

relacionando a influência destes com o desenvolvimento de cancro ou a sua 

associação com os outcomes clínicos (Rodriguez-Perez et al. 2014; Tsai et al. 2014; 

Haerian et al. 2015). No entanto, existe um trabalho publicado que, tal como o 

presente estudo, não encontrou nenhuma associação entre o polimorfismo -2803T/C 

e a sobrevivência global em doentes com cancro da mama (Peterson et al. 2009). 

Quando se avaliou a influência dos polimorfismos genéticos estudados na 

sobrevivência global dos doentes com CPNPC, verificou-se que apenas o 

polimorfismo -174G/C no gene IL-6 é que demonstrou ter influência neste outcome 

clínico. Os indivíduos portadores dos genótipos GC/GG sobrevivem em média 42,31 

meses, e os portadores do genótipo CC sobrevivem em média 62,79 meses 

(p=0,032). Este polimorfismo genético, resulta em dois fenótipos diferentes, em que 

os portadores dos genótipos GC/GG são considerados como tendo um fenótipo de 

alta produção de IL-6, enquanto os indivíduos que possuem o genótipo CC são 

considerados como produtores de baixa expressão de IL-6 (Fishman et al. 1998). De 

acordo com a literatura, a sobre-expressão de IL-6 em órgãos específicos, como o 

pulmão, o cérebro ou fígado, consegue atrair células tumorais em circulação, 
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promovendo nesses órgãos o estabelecimento e a fixação de metástases (Ara and 

Declerck 2010). Vários estudos têm demonstrado que níveis elevados de IL-6 no 

soro estão correlacionados com um pior outcome clínico em vários modelos 

tumorais (Gao et al. 2007; Song et al. 2013). 

Na literatura vários têm sido os estudos que encontram uma associação entre 

os níveis séricos em circulação de IL-6 e os outcomes clínicos Ao nível do cancro do 

pulmão, vários autores demonstraram que os níveis de IL-6 no soro e outras 

citocinas podem ter um papel importante na sobrevivência dos doentes com esta 

neoplasia (Enewold et al. 2009; Crohns et al. 2010). No entanto, este estudo 

demonstra pela primeira vez que o polimorfismo -174G/C no gene IL-6 está 

correlacionado com a sobrevivência global de doentes com CPNPC, uma vez que os 

indivíduos portadores dos genótipos GC/GG (altos produtores) apresentam uma 

diminuição na sobrevivência global, quando comparados com os indivíduos 

portadores dos genótipos CC (baixos produtores), mesmo quando realizada uma 

análise multivariada para os possíveis fatores de confundimento (p=0,022).    

Assim, e de acordo com os resultados obtidos, compreende-se que os 

mediadores inflamatórios podem desempenhar um papel importante quer no risco 

para o desenvolvimento de CPNPC, quer no risco para o desenvolvimento de 

metástases à distância ou mesmo na sobrevivência global dos doentes do CPNPC.  

 

 

 

 

 



88 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 



89 
 

 

 

 

 

 

 

Capítulo IV 

  



90 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



91 
 

4.1   Quantificação dos níveis de expressão de mRNA de MMP-7, MMP-9, TIMP-

2 e TIMP-4 e a sua relevância em CPNPC 

De acordo com a literatura, são vários os estudos que demonstram que os 

níveis de expressão de mRNA de MMPs e TIMPs podem estar associados com o 

desenvolvimento e prognóstico de CPNPC (Lichtinghagen et al. 2002; Liu et al. 

2007; Safranek et al. 2007; El-Badrawy et al. 2014; Liang et al. 2014). Atendendo às 

funções biológicas destas moléculas, os níveis de expressão mRNA poderiam ser 

possíveis biomarcadores de suscetibilidade ou de prognóstico em CPNPC, uma vez 

que, em situações de neoplasia, estas moléculas podem apresentar oscilações nos 

níveis de expressão de mRNA, comparativamente a estados fisiológicos sem 

doença neoplásica.  

A grande maioria dos estudos, recorre a amostras biológicas de tecido tumoral, 

tecido estromal ou células de tecido normal de forma a avaliar a influência dos níveis 

de expressão de mRNA de MMPs e TIMPs, nos diversos outcomes clínicos, uma 

vez que estas moléculas podem ser expressas em vários tipos de células 

(Lichtinghagen et al. 2002). No que diz respeito ao cancro do pulmão, existe uma 

grande dificuldade em ter acesso a tecido tumoral, uma vez que só os estadios 

precoces é que realizam cirurgia e, nos casos mais avançados, o material biológico 

é muito escasso ou a biopsia não é realizada. 

Assim, e de forma a tentar ultrapassar esta questão, no presente estudo foram 

avaliados os níveis de expressão de mRNA dos MMP-7, MMP-9, TIMP-2 e TIMP-4 

em circulação no sangue periférico. O objetivo deste estudo foi avaliar a influência 

dos transcritos destes genes quer na capacidade de deteção de indivíduos com 

CPNPC, quer a sua influência na sobrevivência global.  
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4.2   Material e Métodos 

 

Caracterização da população em estudo 

 

De forma a ser possível avaliar a influência dos níveis de expressão de mRNA 

em circulação no sangue periférico de MMPs e TIMPs no desenvolvimento e 

progressão de CPNPC, foi realizado um estudo do tipo caso-controlo de base 

hospitalar. Do grupo de indivíduos com CPNPC, descrito no capítulo anterior, foram 

selecionados os 92 indivíduos que, à data da colheita do sangue periférico, não 

tinham sido submetidos a nenhum regime de tratamento. Relativamente ao grupo 

controlo, do grupo descrito anteriormente, foram selecionados 53 indivíduos de 

forma aleatória. As características clinicopatológicas do grupo de doentes com 

CPNPC e as características gerais do grupo controlo encontram-se descritas na 

Tabela 11. 
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Genotipagem dos polimorfismos genéticos nos genes codificantes de MMPs e 

TIMPs e IL-6 

 

Esta metodologia encontra-se descrita no capítulo III.  

 

Quantificação dos níveis de expressão de mRNA de MMP-7, MMP-9, TIMP-2 e 

TIMP-4 no sangue periférico  

 

Após a colheita do sangue periférico de todos os indivíduos participantes no 

estudo, foi realizado um pellet de leucócitos, que foi conservado num reagente de 

 
Casos (n=92) 

n (%) 

Controlos (n=53) 

n (%) 

Género   

Masculino 71 (77,2) 17 (32,1) 

Feminino 21 (22,8) 36 (67,9) 

Idade   

(média±SD) 63±10,7 anos 42±15,0 anos 

Hábitos tabágicos   

Fumadores/Ex-fumadores 70 (76,1) 10 (18,9) 

Não fumadores 22 (23,9) 42 (79,2) 

Sem informação  1 (1,9) 

Histologia   

Epidermóides 33 (35,9)  

Adenocarcinoma 46 (50,0)  

CPNPC 11 (11,9)  

Grandes células 1 (1,1)  

Outros 1 (1,1)  

Estadio   

I 3 (3,3)  

II 1 (1,1)  

III 38 (41,3)  

IV 50 (54,3)  

Tabela 11: Descrição das características clinicopatológicas do grupo de casos com CPNPC e 

características gerais do grupo controlo.  
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conservação e isolamento Tripure (Roche®). Este reagente é fundamental uma vez 

que conserva, além de proteínas e DNA, a porção de RNA obtida a partir dos 

leucócitos. Desta forma, com o auxílio do reagente Tripure é possível isolar e 

separar a fração de RNA. Após esta separação, purificou-se o RNA obtido, 

utilizando-se para este efeito o kit comercial GeneJET™RNA Purification Kit 

(Fermentas®). A concentração e pureza da amostra de RNA obtida foi determinada 

por medição da absorvância a 260 e 280 nm usando o espectrofotómetro 

NanoDrop® ND-1000. As amostras de RNA foram utilizadas para a síntese de cDNA, 

recorrendo-se ao Kit comercial High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied 

Biosystems®). A quantificação dos transcritos selecionados foi realizada por PCR 

quantitativo em tempo real no aparelho StepOne™PCR. Cada mistura de reação 

continha 1X master mix (Applied Biosystems®), 1X sondas específicas (TaqMan® 

Gene Expression Assays Hs01042796_m1 MMP-7; Hs00234579_m1 MMP-9; 

Hs00234278_m1 TIMP-2 e Hs00162784_m1 TIMP-4 - Applied Biosystems®), uma 

amostra de cDNA e como controlo endógeno foi utilizado o GUSB (Beta 

Glucuronidase, 433376F, Applied Biosystems®) de forma a normalizar os resultados 

em relação aos biomarcadores selecionados. A quantificação de mRNA foi efetuada 

em triplicado e utilizando dois controlos negativos por reação, de forma a garantir a 

qualidade dos resultados obtidos, precavendo falsos-positivos.  

 

Análise estatística 

A análise dos resultados foi realizada com recurso ao StepOne™ Software v2.2 

(Applied Biossystems®). O método de 2-ΔΔCt (método de Livak) e o teste t’ de Student 

foram usados para avaliar as diferenças nos níveis normalizados de mRNA dos 

diferentes genes (Livak and Schmittgen 2001). Após ter sido avaliada e verificada a 

normalidade das médias de ambos os grupos, os valores de cut-off utilizados foram 

calculados com recurso ao software Cutoff Finder (Budczies et al. 2012). De acordo, 

com este software foi possível definir as categorias de altos e baixos níveis de 

expressão de mRNA. A sobrevivência global mediana foi estimada pelo método 

Kaplan-Meier e comparada pelo teste de Log Rank. A sobrevivência global foi 

definida como o intervalo de tempo entre a data de diagnóstico e a data de morte. 
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4.3   Resultados  

 4.3.1 Influência dos níveis de expressão de mRNA de MMP-7, MMP-9, 

TIMP-2 e TIMP-4 na capacidade de deteção de indivíduos com CPNPC 

 

Com o objetivo de avaliar a diferença entre os níveis de expressão das 

moléculas MMP-7, MMP-9, TIMP-2 e TIMP-4, no grupo controlo e no grupo de 

CPNPC, foi avaliada a magnitude da diferença de expressão de mRNA entre estes 

dois grupos, recorrendo ao método de Livak.  

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que os transcritos dos genes 

MMP-7 e MMP-9 apresentam níveis de expressão mais elevados no grupo de 

CPNPC do que no grupo controlo (p<0,001, em ambos os genes). Contrariamente, 

nos genes TIMP-2 e TIMP-4, verifica-se que os níveis de expressão de mRNA são 

mais elevados no grupo controlo do que no grupo de CPNPC (p<0,001 e p=0,001, 

respetivamente) (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atendendo aos resultados apresentados na figura 10, foi realizada uma análise 

estatística em que se avaliou a influência destes mesmos níveis de expressão na 

probabilidade de deteção de CPNPC. A divisão entre altos níveis e baixos níveis foi 

definida de acordo com o software CuttOff Finder. Os resultados encontram-se 

Figura 10: Magnitude da diferença de expressão (2-ΔΔCT), dos genes MMP-7, MMP-9 TIMP-2 e 

TIMP-4 no grupo controlo e no grupo de CPNPC 
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apresentados na tabela 12, e de acordo com os mesmos verifica-se que os níveis de 

expressão dos transcritos de MMP-7, MMP-9 e TIMP-2, encontram-se associados 

com a probabilidade de deteção de CPNPC. Observa-se que os indivíduos que têm 

níveis de expressão mais elevados de MMP-7 apresentam uma probabilidade 

aumentada, de cerca de 7 vezes de apresentarem CPNPC, comparativamente aos 

indivíduos que apresentam baixos níveis de expressão deste transcrito (OR=7,17; IC 

95%=1,55-33,20; p=0,005). Associado a este teste, foi calculada a sensibilidade e a 

especificidade, sendo que foram de 55% e 91%, respetivamente. 

Cumulativamente, também se observa que os indivíduos que possuem níveis 

de expressão mais elevados de mRNA de MMP-9, exibem uma probabilidade 

aumentada de cerca de 3,5 vezes de apresentarem CPNPC, quando comparados 

com os indivíduos com baixos níveis de mRNA deste marcador (OR=3,54; IC 

95%=1,60-7,83; p=0,001). A sensibilidade para este teste foi de 55% e a 

especificidade de 64%. Em relação ao TIMP-2, observa-se que os indivíduos com 

elevados níveis de expressão deste mRNA, apresentam uma menor probabilidade 

para a deteção de CPNPC, em comparação com os restantes indivíduos (OR=0,15; 

IC 95%=0,05-0,41; p<0,001). Neste caso, a sensibilidade foi de 48% e a 

especificidade foi de 18% (Tabela 12). Relativamente ao TIMP-4, não se verificou 

qualquer associação estatisticamente significativa. 

 

 

 
Grupo Controlo 

n (%) 
CPNPC 
n (%) 

OR IC 95% p 

MMP-7      

Baixa expressão 15 (88,2) 46 (51,1) 1 referência  

Alta expressão 2 (11,8) 44 (48,9) 7,17 1,55-33,20 0,004a 

MMP-9      

Baixa expressão 33 (73,3) 35 (43,7) 1 referência  

Alta expressão 12 (26,7) 45 (56,3) 3,54 1,60-7,83 0,001 

TIMP-2      

Baixa expressão 7 (15,9) 22 (56,4) 1 referência  

Alta expressão 37 (84,1) 17 (43,6) 0,15 0,05-0,41 <0,001 

p- valor de p obtido pelo teste de χ2; OR- odds ratio; IC 95%- intervalo de confiança a 95%;  a- teste exato de Fisher 

 

Tabela 12: Frequência dos níveis de expressão de MMP-7, MMP-9 e TIMP-2, no grupo controlo e 

grupo de CPNPC, e análise de OR, atendendo aos níveis de expressão de mRNA das referidas 

moléculas 
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Atendendo à importância das funções que as MMPs desempenham no 

processo de metastização, foram avaliados os níveis de expressão de mRNA de 

MMP-7 e MMP-9, consoante os estadios de desenvolvimento tumoral (I,II,III vs IV). 

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que os níveis de expressão de 

mRNA de MMP-9 encontram-se mais elevados no estadio IV, em comparação com 

os estadios I,II e III (p=0,011) (Figura 11). Relativamente aos níveis de expressão de 

MMP-7 verifica-se também que os níveis de expressão de mRNA deste gene são 

superior no estadio IV, quando comparados com os restantes estadios, no entanto 

esta diferença não é estatisticamente significativa (p=0,613) (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Magnitude da diferença de expressão (2-ΔΔCT) dos genes MMP-7 e MMP-9, atendendo à 

estratificação por estadio (I,II,III vs IV)  
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4.3.2 Influência dos polimorfismos genéticos nos níveis de expressão de 

mRNA  

 

Atendendo a que na literatura se encontra descrito que os polimorfismos 

genéticos nos genes MMPs e TIMPs, avaliados no capítulo anterior, podem alterar 

os níveis de expressão de mRNA dos respetivos genes, foi avaliada a influência dos 

polimorfismos genéticos descritos, nos níveis de expressão de mRNA de MMPs e 

TIMPs na população em estudo. De acordo com os resultados, verifica-se que 

apenas o polimorfismo genético R279Q no gene MMP-9 está associado com os 

níveis de expressão de mRNA do mesmo. Desta forma, observa-se que os 

indivíduos portadores do genótipo AA apresentam também níveis mais elevados de 

expressão de mRNA de MMP-9, em comparação com os indivíduos portadores dos 

genótipos AG/GG, que possuem níveis de expressão de mRNA mais baixos 

(p=0,011) (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com o intuito de avaliar a influência do polimorfismo genético -174G/C no gene 

IL-6 na expressão de mRNA de MMP-9 e MMP-7, procedeu-se à avaliação da 

magnitude da diferença da expressão deste mRNA (2-ΔΔCT)) atendendo aos 

genótipos do polimorfismo referido (Figura 13). Assim, observou-se que os 

indivíduos portadores dos genótipos GC/GG (fenótipo de alta expressão de IL-6), 

Figura 12: Magnitude da diferença da expressão (2-ΔΔCT) de MMP-9 atendendo aos genótipos do 

polimorfismo R279Q (AA vs AG/GG) 
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apresentam também níveis de expressão de mRNA de MMP-9 mais elevados, do 

que os indivíduos portadores do genótipo CC (fenótipo de baixa expressão de IL-6), 

sendo esta diferença estatisticamente significativa (p=0,036) (Figura 13a). Quanto 

aos níveis de expressão de mRNA de MMP-7, não se verifica qualquer associação 

estatisticamente significativa com os genótipos do polimorfismo -174G/C no gene IL-

6 (p=0,324) (Figura 13b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Magnitude da diferença da expressão (2-ΔΔCT) de a) MMP-9 e b) MMP-7, atendendo aos genótipos 

polimorfismo -174G/C do gene IL-6  

a) 

 

b) 
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4.3.3 Influência dos níveis de expressão de mRNA de MMP-7, MMP-9, 

TIMP-2 e TIMP-4 na sobrevivência global dos doentes com CPNPC 

 

Para avaliar a influência dos níveis de expressão de mRNA de MMP-7, MMP-9, 

TIMP-2 e TIMP-4 na sobrevivência global dos indivíduos com CPNPC, foi realizado 

um estudo de coorte de base hospitalar, avaliando o grupo de indivíduos com 

CPNPC, descrito anteriormente.  

Assim, relativamente ao gene MMP-7, verifica-se que as diferenças na 

sobrevivência global dos indivíduos com CPNPC, consoante alta ou baixa expressão 

de mRNA do gene MMP-7, não são estatisticamente significativas (teste Log Rank 

p=0,070) (Figura 14a). Contudo, no que diz respeito ao gene MMP-9, observa-se 

que os indivíduos que possuem altos níveis de expressão sobrevivem em média 

17,87 meses, enquanto os indivíduos que apresentam baixos níveis de expressão 

apresentam uma sobrevivência global média de 26,88 meses, sendo que esta 

diferença é estatisticamente significativa (teste Log Rank p=0,041) (Figura 14b). 

 

 

 

Em relação ao TIMP-2, não se verifica uma associação estatisticamente 

significativa entre os níveis de expressão deste gene e a sobrevivência global dos 

doentes com CPNPC (teste Log Rank p=0,447) (Figura 15a). Por fim, foi avaliada a 

influência dos níveis de expressão de TIMP-4 na sobrevivência global dos doentes 

Figura 14: Curvas de sobrevivência global, de acordo com os níveis de expressão (alta e baixa) de 

a) mRNA do gene MMP-7  b) mRNA do gene MMP-9 

a) 

 

b) 
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com CPNPC, e os resultados demonstram que os indivíduos que têm níveis mais 

baixos de TIMP-4 sobrevivem em média 11,80 meses em comparação com os 

indivíduos que possuem níveis mais elevados, que sobrevivem em média 19,33 

meses, sendo que esta associação é estatisticamente significativa (teste Log Rank, 

p=0,022) (Figura 15b). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

Atendendo a que baixos níveis de expressão de mRNA de MMP-9 e elevados 

níveis de expressão de TIMP-4 conferem melhor sobrevivência global a indivíduos 

com CPNPC, foi realizada uma análise combinada, considerando o efeito destas 

moléculas na sobrevivência global. De acordo com os resultados obtidos, verifica-se 

que os indivíduos com um perfil de baixa expressão de MMP-9/elevada expressão 

de TIMP-4, sobrevivem em média 22,50 meses em comparação com os restantes 

indivíduos com uma sobrevivência global média de 12,14 meses, sendo que esta 

diferença é estatisticamente significativa (teste Log Rank p= 0,031) (Figura 16). 

Figura 15: Curvas de sobrevivência global, de acordo com os níveis de expressão (alta e baixa) de 

a) mRNA do gene TIMP-2 b) mRNA do gene TIMP-4  

  

 

baixa) de mRNA do gene TIMP-2 

a) 

 

b) 
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Considerando o mau prognóstico dos doentes com CPNPC, foi avaliada 

influência destes biomarcadores na sobrevivência a 1 ano. De acordo com os 

resultados, verifica-se que apenas os níveis de expressão de mRNA de MMP-9 

influenciam esta sobrevivência, sendo que os indivíduos com baixos níveis de 

expressão de mRNA de MMP-9, sobrevivem 10,41 meses, em comparação com os 

indivíduos com altos níveis de expressão de mRNA de MMP-9 que sobrevivem em 

média 8,54 meses (teste Log Rank p=0,015). A análise de regressão multivariada, 

utilizando um modelo de risco proporcional de Cox, para as variáveis de 

confundimento - género, idade, estadio e tipo histológico, permitiu verificar que 

indíviduos que apresentam elevados níveis de expressão de mRNA de MMP-9, têm 

um maior risco de morte (HR= 2,55, IC 95%= 1,113-5,837, p= 0,027) (Tabela 13).  

 

 HR 95% CI p 

mRNA MMP-9 (baixos vs 
altos)  

2,55 1,11-5,84 0,027 

Género  1,01 0,39-2,61 0,988 

Idade (≥63 vs <63) 0,99 0,96-1,03 0,631 

Tipo histológico 1,62 0,70-3,77 0,260 

Estadio 2,80 1,24-6,35 0,014 

Figura 16: Curvas de sobrevivência global, de acordo com os níveis de expressão mRNA: baixa 

expressão MMP-9/elevada expressão TIMP-4 vs outros perfis 

 

Tabela 13: Análise multivariada, utilizando o modelo de regressão de Cox, atendendo a possíveis 

variáveis de confundimento para a sobrevivência  a 12 meses  

HR, hazard ratio; IC 95%, intervalo confiança 95% 
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O índice de concordância C foi utilizado para comparar a capacidade preditiva 

de morte por CPNPC de diferentes variáveis com significado de prognóstico 

associadas à sobrevivência. O valor preditivo foi obtido usando o índice de 

concordância de Harrel’s, onde um índice-C de 1 indica a concordância perfeita 

(Harrell et al. 1996). Assim, verifica-se que nos modelos 1 e 2 onde só se avalia o 

estadio tumoral e o tipo histológico, estes apresentam uma capacidade preditiva 

menor (tipo histológico índice C: 0,524; estadio tumoral-índice C: 0,670), em 

comparação com o modelo 3 onde se insere conjuntamente o tipo histológico, 

estadio tumoral e os níveis de expressão de mRNA de MMP-9, onde a capacidade 

preditiva é mais elevada (índice C: 0,757) (Tabela 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 HR 95% CI p Índice C 

Modelo 1     

Tipo histológico  1,14 0,92-1,42 0,233 0,524 

Modelo 2     

Estadio tumoral 2,17 1,64-2,88 <0,001 0,670 

Modelo 3     

Tipo histológico 0,72 0,40-1,34 0,305 

0,757 Estadio tumoral 2,72 1,27-5,87 0,010 

mRNA MMP-9 
(baixos vs altos) 

2,47 1,09-5,60 0,030 

Tabela 14: Modelo preditivo de sobrevivência a 12 meses, atendendo as possíveis variáveis com 

significado de prognóstico. 

HR, hazard ratio; IC 95%, intervalo confiança 95% 
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4.4   Discussão 

 

O equilíbrio entre a biodisponibilidade de MMPs e TIMPs, tem sido discutido ao 

longo dos últimos anos, e de acordo com as funções descritas, entende-se que só 

quando existe equilíbrio entre estas duas classes de moléculas é que poderá existir 

um estado normal, sem nenhuma patologia associada (Chirco et al. 2006). Contudo, 

situações de desregulação entre estas duas moléculas são verificadas em situações 

patológicas, como o caso de cancro. Assim, é importante entender como se 

comportam estas moléculas e qual o seu papel ao nível da carcinogénese e da 

progressão tumoral, em especial no CPNPC.  

Muito se tem descrito sobre o papel dos TIMPs, sendo que de uma forma 

tradicional são considerados inibidores endógenos da ativação das MMPs, 

contribuindo para o normal funcionamento do organismo, como a reparação dos 

tecidos após algum dano, assim como para o desenvolvimento embrionário (Egeblad 

and Werb 2002; Jackson et al. 2017). No entanto também estão associados a 

estados patológicos, como doenças cardiovasculares e cancro (Peterson et al. 

2009). Atualmente, está esclarecido que as MMPs e TIMPs apresentam funções 

associadas à promoção da angiogénese, à invasão, ao crescimento tumoral e à 

metastização (Egeblad and Werb 2002; Cathcart et al. 2015). Sendo que todos estes 

processos são indispensáveis para o desenvolvimento e progressão tumorais, 

admite-se que o conhecimento do comportamento das moléculas MMPs e TIMPs, 

em situações de neoplasia, é de extrema importância para a compreensão do 

processo de carcinogénese e de todas as etapas inerentes a este processo.  

Considerando a importância da informação obtida através dos níveis de 

expressão de mRNA, surgem na literatura inúmeros estudos que correlacionam os 

níveis de expressão de mRNA de MMPs e TIMPs com o prognóstico clínico 

(Lichtinghagen et al. 2002; Singh et al. 2010; Liu et al. 2010). No entanto, a grande 

maioria dos estudos recorre a amostras de tecido, quer sejam de tecido tumoral, 

tecido estromal ou tecido normal. Contudo, no presente estudo foram avaliados os 

níveis de expressão de mRNA de MMPs e TIMPs no sangue periférico, uma vez que 

desta forma seria ultrapassada a dificuldade de obtenção de tecido tumoral de 

doentes com cancro do pulmão. Neste modelo tumoral a cirurgia só é realizada em 

estadios iniciais e é a única forma de colheita de amostra biológica, e no presente 

estudo, à semelhança do que acontece com o estadiamento ao diagnóstico, a 
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maioria dos indivíduos apresenta-se com doença avançada, dificultando o acesso a 

amostras de tecido. Em segundo lugar, as biópsias que são realizadas, na maioria 

dos casos, não têm amostra biológica suficiente para serem usadas em 

investigação. Assim, e de forma a ultrapassar esta dificuldade, o presente estudo foi 

realizado recorrendo a sangue periférico, como amostra biológica, permitindo o 

isolamento de uma fração de mRNA de um modo minimamente invasivo.   

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que os níveis de expressão 

de mRNA de MMP-7 e MMP-9 encontram-se mais elevados nos doentes com 

CPNPC comparativamente aos indivíduos do grupo controlo, sendo que estas 

diferenças são consideradas estatisticamente significativas (p<0,001, para ambos). 

Em relação às diferenças encontradas nos níveis de expressão de mRNA de TIMP-2 

e TIMP-4, observa-se o inverso, ou seja, é nos indivíduos do grupo controlo que os 

níveis de expressão de mRNA são mais elevados, comparativamente aos indivíduos 

do grupo com CPNPC, sendo que as diferenças de expressão são também 

estatisticamente significativas (p<0,001 e p=0,001, respetivamente). Estes 

resultados encontram-se em concordância com dados apresentados na literatura, 

uma vez o desequilíbrio entre MMPs/TIMPs é essencial para o desenvolvimento de 

neoplasias, sendo também crítico para eventos precoces da progressão tumoral 

(Herszenyi et al. 2012). O equilíbrio fisiológico MMPs/TIMPs é deslocado nos tecidos 

neoplásicos, uma vez que durante a progressão tumoral, há um aumento da 

secreção e ativação de MMPs, quer pelas células tumorais, quer pelos fibroblastos 

associados a tumores, iniciando-se a formação de um microambiente tumoral. A 

redução de mecanismos inibidores de MMPs pode alterar o balanço MMPs/TIMPs, 

sendo que desta forma o microambiente tumoral facilita a progressão tumoral, 

invasão e mesmo a metastização à distância (Deryugina and Quigley 2006; 

Bourboulia and Stetler-Stevenson 2010; Herszenyi et al. 2012; Langers et al. 2012; 

Liang et al. 2014; El-Badrawy et al. 2014; Jackson et al. 2017).  

De acordo com dados apresentados na literatura, admite-se que a diminuição 

da expressão de TIMP-2 e TIMP-4, resulte no aumento da atividade de MMPs, 

aumentando assim o potencial invasivo das células tumorais. Desta forma, a 

manutenção do balanço entre MMPs e TIMPs aparece como sendo crítica para a 

supressão da invasão das células tumorais (Zhao et al. 2004).  

No presente trabalho, foi também verificado que quer a expressão elevada de 

MMP-7, quer de MMP-9, apresentam uma associação estatisticamente significativa 
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com uma maior probabilidade de uma amostra pertencer a um indivíduo com 

diagnóstico de CPNPC, quando comparados com níveis baixos de expressão destas 

moléculas (OR=7,17; p=0,005; OR=3,54; p=0,001, respetivamente). Pelo contrário, 

verifica-se que os indivíduos com altos níveis de expressão de mRNA de TIMP-2, 

apresentam uma probabilidade diminuída para a deteção de CPNPC, em 

comparação com níveis baixos de expressão de mRNA desta molécula (OR=0,15; 

p<0,001).  

Os resultados deste trabalho vão de encontro ao proposto por outros autores, 

indicando um papel importante para as moléculas MMP-7 e MMP-9 no 

desenvolvimento de neoplasias. Estas moléculas são importantes em inúmeros 

processos reguladores de adesão celular, diferenciação, divisão e morte celular, 

invasão e metastização (Liu et al. 2007; Beeghly-Fadiel et al. 2008; Safranek et al. 

2009). Relativamente à MMP-7, vários são os mecanismos em que esta molécula 

pode estar associada e que contribuem de forma significativa para a iniciação 

tumoral. Assim, num estudo com linhas celulares de carcinoma colo-retal, foi 

demonstrado que a expressão de MMP-7 promove a proliferação celular através da 

ativação do EGFR (Mimori et al. 2004). Adicionalmente, verifica-se também que o 

índice de proliferação Ki-67 está associado com os níveis de expressão de MMP-7, 

admite-se também que a expressão de MMP-7, pode ser regulada através da β-

catenina, que por sua vez é uma componente central na via de sinalização Wnt, 

importante na proliferação celular (Liu et al. 2007; Liang et al. 2014).   

Em relação à MMP-9, esta é uma molécula bastante estudada. Apesar de ser 

uma enzima solúvel, esta molécula consegue ligar-se ao CD44 e ativar a via do 

TGF-β e assim promover a angiogénese e a transição epitelial-mesenquimal e, por 

outro lado, pode também subregular a E-caderina, sendo que os mecanismos 

descritos conferem uma vantagem para a iniciação e progressão tumoral (Gong et 

al. 2016). 

Relativamente, aos resultados relativos à associação dos níveis de expressão 

de mRNA de TIMP-2 com a probabilidade de deteção de indivíduos com CPNPC, 

observa-se que estes são inversos aos encontrados para as MMPs. Os dados 

apresentados na literatura indicam que a TIMP-2 funciona como inibidor endógeno 

quer da angiogénese, quer do crescimento tumoral, efeitos que podem ser 

dependentes ou independentes da inibição de MMPs (Bourboulia et al. 2013; Han et 

al. 2014). São conhecidos mecanismos de inibição da proliferação de células 
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endoteliais e da migração de células tumorais quer in vitro, quer in vivo, através da 

ligação da TIMP-2 com o recetor da integrina α3β1 e a ativação de SH-2, que 

contém a proteína tirosina fosfatase -1 (SHP-1), que suprime a atividade dos 

receptores de tirosina cinase VEGFR2 e FGFR-1, sobre os seus ligandos VEGF-A e 

FGF2 (Bourboulia et al. 2013). Por outro lado, foi verificado que a TIMP-2 potencia a 

expressão de um perfil anti-tumoral, quer in vitro, quer in vivo, uma vez que tem a 

capacidade de sobrerregular a E-caderina, aumentando a adesão celular e 

potenciando a inibição do crescimento celular (Bourboulia et al. 2013).  

Em concordância com uma maior probabilidade de deteção de CPNPC, 

também foi observado que os níveis de expressão de mRNA de MMP-9 se 

encontravam mais elevados no estadio IV, em comparação com os estadios mais 

precoces (I, II,III) (p=0,011). De facto, a MMP-9 apresenta funções nos processos de 

invasão e metastização, sendo capaz de degradar o colagénio tipo IV, V, VII, IX, 

elastina, fibrina, fibrinogénio e plasminogénio, facilitando a invasão e metastização 

das células tumorais (Vandooren et al. 2013; Gong et al. 2016). Assim, a atividade 

proteolítica das MMPs é requerida para as células tumorais conseguirem degradar 

as barreiras físicas durante a sua expansão e intravasão para os vasos sanguíneos 

adjacentes e a extravasão e invasão para os locais à distância (Gialeli et al. 2011).  

As MMPs podem ser reguladas por vários mecanismos, um deles é a sua 

regulação ao nível transcricional, através de polimorfismos genéticos. Esta possível 

regulação foi avaliada através da análise do impacto dos polimorfismos genéticos 

descritos no capítulo anterior, nos níveis de expressão de mRNA. De acordo com os 

resultados verifica-se que apenas o polimorfismo genético R279Q no gene MMP-9 

está associado a diferentes níveis de expressão de mRNA de MMP-9. Assim, os 

indivíduos portadores do genótipo AA, apresentam níveis mais elevados de 

expressão de mRNA de MMP-9, em comparação com os indivíduos portadores dos 

genótipos AG/GG que possuem níveis de expressão de mRNA mais baixos 

(p=0,011). Este polimorfismo localiza-se nos domínios catalíticos específicos, que 

têm a capacidade de aumentar a ligação ao substrato, sendo que na literatura 

alguns autores demonstram que o alelo G se encontra associado a níveis mais 

baixos de MMP-9 (Belo et al. 2012; Kamal et al. 2017). 

 Contudo, é também apresentado na literatura que os níveis de expressão de 

MMPs poderão ser influenciados por citocinas e quimiocinas presentes no 

microambiente tumoral (Greenlee et al. 2007). Efetivamente, verificou-se que os 
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indivíduos portadores dos genótipos GC/GG do polimorfismo genético -174G/C no 

gene IL-6, associados a um fenótipo de elevada expressão desta interleucina, 

apresentam também níveis mais elevados de expressão de mRNA de MMP-9, em 

comparação com os indivíduos portadores de um fenótipo de baixa expressão de IL-

6 (CC) (p=0,036). De facto, estudos in vitro demonstram que a expressão de MMP-9 

é sobrerregulada por citocinas pró-inflamatórias (Farina and Mackay 2014). Na 

literatura, surgem estudos que demonstram que a quimiocina SDF-1/CXCL-12 pode 

induzir a secreção de MMP-9. Um estudo de Kothari e colaboradores, demonstrou 

que a IL-6 é capaz de induzir a expressão de MMP-9 nos macrófagos, via 

dependente ou independente da COX-2 (ciclooxigenase-2), sendo que requer a 

ativação da via MAPK ERK1/2 (Kothari et al. 2014). Por outro lado, em linhas celulares, 

foi demonstrado que citocinas pró-inflamatórias como, IL-1, IL-6 e TNF-α, sobre 

regulam a expressão de MMPs (Greenlee et al. 2007).  

Em relação à influência dos níveis de expressão de mRNA de MMPs e TIMPs 

na sobrevivência global dos doentes com CPNPC, verifica-se no presente estudo, 

que apenas os níveis de expressão de mRNA de MMP-9 e TIMP-4 influenciam a 

sobrevivência destes doentes. De acordo com os resultados obtidos, os indivíduos 

portadores de altos níveis de expressão de mRNA de MMP-9 sobrevivem menos 

meses do que os indivíduos portadores de baixos níveis expressão de mRNA de 

MMP-9 (teste Log Rank p=0,041). De forma inversa, os indivíduos portadores de 

altos níveis de expressão de mRNA de TIMP-4 sobrevivem em média mais meses 

do que os indivíduos portadores de níveis baixos níveis de mRNA de TIMP-4 (teste 

Log Rank p=0,022). Atendendo a estes resultados, foi avaliada a influência conjunta 

de baixos níveis de expressão de mRNA de MMP-9 e altos níveis de expressão de 

TIMP-4, em comparação com todos os outros perfis. De acordo com os resultados 

obtidos, verifica-se que os indivíduos com um perfil de baixo nível de expressão de 

MMP-9/elevado nível de expressão de TIMP-4 sobrevivem em média, 

aproximadamente mais 10 meses, do que os indivíduos com os restantes perfis 

(p=0,031). Por último, foi avaliada a influência dos níveis de expressão de mRNA 

das moléculas estudadas na sobrevivência a 12 meses e verifica-se que apenas os 

níveis de expressão de mRNA de MMP-9 influenciam este parâmetro clínico (teste 

Log Rank p=0,015). Atendendo a este resultado, foi realizada uma regressão 

multivariada, utilizando um modelo de risco proporcional de Cox, para as possíveis 

variáveis de confundimento (género, idade, estadio, tipo histológico) de forma a 
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avaliar o valor de prognóstico independente dos níveis de expressão de mRNA de 

MMP-9. Foi possível verificar que apesar de todas as variáveis de confundimento, os 

níveis de expressão de mRNA de MMP-9 continuam a manter o seu valor de 

prognóstico (p= 0,027). De acordo com o índice-C verifica-se que no modelo onde se 

insere os níveis de expressão de mRNA de MMP-9, a capacidade preditiva é mais 

elevada (índice C: 0,757), do que no modelo onde só são inseridas as possíveis 

variáveis clinicopatológicas (estadio tumoral, índice C: 0,670 e tipo histológico, índice 

C:0,524). Assim é possível inferir que os níveis de expressão de mRNA de MMP-9 

podem ser considerados possíveis biomarcadores de prognóstico, quando 

associados a outras características com significado prognóstico, reforçando os 

resultados anteriores.  

Na literatura, são vários os estudos que associam os níveis de expressão de 

mRNA de MMP-9 com a sobrevivência global e na grande maioria deles, os níveis 

mais elevados estão associados a um pior prognóstico (Kallakury et al. 2001; Liu et 

al. 2010; Gong et al. 2016). Compreende-se que de acordo com as funções da 

MMP-9 associadas à progressão tumoral, que níveis mais elevados de mRNA de 

MMP-9 estejam associados a um pior prognóstico, nomeadamente a uma menor 

sobrevivência dos doentes. Noutros modelos tumorais, nomeadamente em cancro 

colo-retal, também se verifica que níveis mais elevados de expressão de MMP-9 

estão associados a uma menor sobrevivência global. No entanto, os níveis de 

expressão de MMP-9, podem ser condicionados por vários fatores, entre eles as 

citocinas e outras moléculas. Um estudo de Qian e colaboradores, em CPNPC, 

demonstrou que a sobre-expressão de MMP-9 pode ser induzida pela sobre-

estimulação de CypA (cyclophylin A), esta estimulação é conseguida através do 

ligando CD147 (Qian et al. 2012).  

Em relação ao papel que os TIMPs desempenham no desenvolvimento 

tumoral, este tem sido bastante discutido nos últimos anos, sem que exista um 

verdadeiro consenso sobre do papel desempenhado por estas proteínas nos 

processos relacionados com o cancro. Os TIMPS demonstram papéis diferentes e 

às vezes opostos nos processos de ativação de MMPs, apoptose, proliferação 

celular e invasão (Gong et al. 2014). O envolvimento do TIMP-4 na carcinogénese 

foi descrito recentemente, e os estudos realizados são em poucos modelos 

tumorais. No entanto, e de forma similar aos outros TIMPs, tem sido descrito como 

apresentando um papel paradoxal no desenvolvimento tumoral (Jiang et al. 2002; 
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Lizarraga et al. 2015). Por um lado, foi descrito em carcinoma do endométrio que a 

expressão no tecido de TIMP-4 estava correlacionada com a invasão do miométrio. 

Por outro lado, em gliomas, foi verificado que os níveis aumentados de mRNA de 

TIMP-4 apresentavam uma correlação negativa com características de malignidade 

(Groft et al. 2001). No estudo em gliomas, ensaios de invasão in vitro mostraram que 

o TIMP-4 inibiu a formação de estruturas tipo endotélio, induzidas pelo VEGF e 

bFGF, em géis de fibrina (Groft et al. 2001). Num estudo, in vitro, em tumores de 

Wilms, verifica-se um efeito supressor tumoral, uma vez que o TIMP-4 inibe o 

crescimento da linha celular G401 em concentrações inferiores às que são 

requeridas para a inibição de MMPs (Celiker et al. 2001). Em linhas celulares de 

cancro do colo do útero, verificou-se que a sobre-regulação de TIMP-4 sensibiliza as 

células à apoptose, através da modulação de proteínas apoptóticas, como o Bcl-2, e 

em células que expressam TIMP-4, estas também expressam caspase-8, 

relacionada com a apoptose (Lizarraga et al. 2016). Assim, de acordo com estes 

estudos pode concluir-se que o TIMP-4 pode apresentar um papel anti-tumorigénico, 

sensibilizador da apoptose, o que pode explicar os resultados obtidos relativamente 

à associação dos níveis de expressão deste gene e a sua influência com a 

sobrevivência global dos doentes com CPNPC.  

De acordo, com os resultados obtidos neste capítulo, é possível concluir que os 

níveis de expressão de MMP-9 podem ser influenciados por polimorfismos genéticos 

do mesmo gene, mas também podem ser influenciados por uma sobre-expressão de 

citocinas pró-inflamatórias, como o caso da IL-6. É possível concluir também que os 

níveis de expressão de mRNA de MMP-9 e TIMP-4 podem influenciar a 

sobrevivência global dos doentes com esta neoplasia. Por último, os níveis de 

expressão de mRNA de MMP-9 podem ser uma boa ferramenta como preditores de 

outcomes clínicos, quando associados a outros parâmetros com significado de 

prognóstico.  
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5.1 Doseamento dos níveis séricos de MMP-2 e MMP-9: influência no 

desenvolvimento de CPNPC 

 

De acordo com a literatura e tal como referido anteriormente, as MMPs 

apresentam a particularidade de serem expressas em vários tipos de células, 

nomeadamente células tumorais, células do estroma e células inflamatórias, que 

serão libertadas conjuntamente para o microambiente tumoral. Assim, a avaliação 

dos níveis séricos destas proteínas poderá ser uma ferramenta bastante útil no 

conhecimento da biologia tumoral, fornecendo uma melhor indicação do balanço 

total dos níveis de MMPs no microambiente tumoral (Groblewska et al. 2014).  

Na literatura, vários são os estudos que indicam que os níveis proteicos em 

circulação de MMPs, poderão ter influência quer no desenvolvimento de CPNPC, 

quer como fator de prognóstico. Sendo que alguns dos estudos indicam que níveis 

aumentados destas moléculas em circulação estão associados a um pior 

prognóstico. De acordo com dados apresentados na literatura os níveis proteicos em 

circulação poderão ser considerados quer possíveis biomarcadores quer de 

diagnóstico, quer de prognóstico (Laack et al. 2002; Qian et al. 2010; Xu et al. 2016).  

Assim, neste capítulo foi avaliada a influência dos níveis séricos de MMP-2, 

MMP-9, quer ao nível da probabilidade de deteção de indivíduos com CPNPC, quer 

ao nível da sobrevivência global dos doentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



114 
 

5.2   Material e Métodos 

 

Caracterização da população em estudo 

 

Para avaliar a influência dos níveis séricos de MMP-2 e MMP-9 no 

desenvolvimento de CPNPC, foi desenhado um estudo do tipo caso-controlo de 

base hospitalar. Assim, no grupo de casos descrito no capítulo III, foram 

selecionados 147 indivíduos com diagnóstico de CPNPC, sem que tivessem 

nenhuma intervenção terapêutica, todos seguidos no IPO-Porto e residentes no 

Norte de Portugal. Relativamente aos indivíduos do grupo controlo, estes também 

foram selecionados do grupo descrito no capítulo III (n=33). A todos os indivíduos 

que aceitaram participar no estudo, foi pedido que assinassem o consentimento 

informado, de acordo com a declaração de Helsínquia. A todos os indivíduos que 

participaram no estudo foi colhida uma amostra de sangue periférico (8 mL), em 

tubos serológicos, por uma técnica padronizada de colheita intravenosa. As 

principais características de ambos os grupos encontram-se descritas na tabela 15. 
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Genotipagem do polimorfismo genético -174G/C no gene IL-6  

 

Esta metodologia encontra-se descrita no capítulo III. 

 

 

Doseamento dos níveis séricos de MMP-2 e MMP-9 

Após a colheita de sangue periférico, a fração de soro do sangue total foi 

separada por técnica de centrifugação durante 10 min a 2500 rpm. Assim, o soro foi 

recolhido e conservado a -80ºC até posterior análise. Posteriormente este material 

biológico foi usado para o doseamento das proteínas descritas anteriormente, 

recorrendo-se à técnica de ELISA (ensaio de imunoabsorvância enzimática), 

utilizando-se kits comerciais: Human MMP-2 DuoSet DY902; Human MMP-9 DuoSet 

DY911 da R&D Systems ®.  

 
Casos (n=147) 

n (%) 

Controlos (n=33) 

n (%) 

Género   

Masculino 32 (21,8) 26 (78,8) 

Feminino 115 (78,2) 7 (21,2) 

Idade   

(média±SD) 63±10,7 anos 58±4,5 anos 

Hábitos tabágicos   

Fumadores/Ex-fumadores 109 (74,1) 26 (78,8) 

Não fumadores 35 (23,8) 7 (21,2) 

Sem informação 3 (2,1)  

Histologia   

Epidermóides 55 (37,4)  

Adenocarcinoma 72 (48,9)  

CPNPC 16 (10,9)  

Grandes células 2 (1,4)  

Outros 2 (1,4)  

Estadio   

I 8 (5,5)  

II 3 (2,0)  

III 66 (44,9)  

IV 70 (47,6)  

Tabela 15: Descrição das características clinicopatológicas do grupo de casos com CPNPC e 

características gerais do grupo controlo.  
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Análise estatística 

A análise estatística dos resultados foi realizada com o auxílio do programa 

estatístico SPSS (versão 19.0, IBM SPSS Statistics). Os valores de cut-off utilizados 

foram calculados com recurso ao software Cutoff Finder (Budczies et al. 2012). Os 

valores de P foram calculados por testes não paramétricos - Mann Whitney Test. A 

sobrevivência global mediana foi estimada pelo método Kaplan-Meier e comparada 

pelo teste de Log Rank. A duração da sobrevivência global foi definida como o 

intervalo de tempo entre a data de diagnóstico e a data de morte.  
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5.3   Resultados  

5.3.1 Influência dos níveis séricos de MMP-2 e MMP-9 na capacidade de 

deteção de indivíduos com CPNPC 

 

A primeira análise que foi realizada consistiu em avaliar as diferenças dos 

níveis proteicos em circulação no grupo controlo e no grupo de CPNPC. Deste 

modo, verifica-se que a mediana dos níveis séricos das proteínas em estudo é mais 

elevada no grupo de indivíduos com CPNPC do que no grupo controlo. Assim, a 

mediana dos níveis séricos de MMP-2 no grupo controlo é 6000 pg/mL (1000 pg/mL- 

17000 pg/mL) e no grupo de CPNPC é de 27000 pg/mL (1000 pg/mL-49000 pg/ml) 

(p=0,010). Em relação aos níveis séricos de MMP-9, observa-se que no grupo 

controlo a mediana é de 414 pg/mL (119 pg/mL-2775 pg/mL) e no grupo de 

indivíduos com CPNPC a mediana dos níveis séricos foi de 2334 pg/mL (340 pg/mL-

7279 pg/mL) (p<0,001) (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após terem sido verificadas estas diferenças, foi avaliado se os níveis proteicos 

poderiam influenciar a probabilidade de deteção de CPNPC. Foram definidas duas 

categorias: níveis sérico baixos vs níveis séricos elevados. Os valores de cut off 

utilizados de forma a serem definidas as categorias referidas foram as seguintes: 

MMP-2 (25500 pg/mL) e MMP-9 (2185 pg/mL), definidos com recurso ao software 

Figura 17: Concentração mediana (pg/mL) dos níveis séricos das proteínas MMP-2 e MMP-9 no 

grupo controlo e grupo de CPNPC 
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CuttOff Finder. De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que níveis elevados 

em circulação das proteínas MMP-2 e MMP-9 encontram-se associados com uma 

probabilidade aumentada de deteção de CPNPC. Assim, indivíduos que possuem 

níveis elevados de MMP-2, manifestam uma probabilidade aumentada de cerca de 

11 vezes de apresentarem CPNPC, quando comparados com os indivíduos que 

apresentam níveis de séricos mais baixos desta proteína (OR= 11,56; IC 95%= 3,38-

39,58; p<0,001). Para esta análise foi avaliada a sensibilidade e especificidade, 

sendo de 97% e de 75%, respetivamente.  

Em relação à MMP-9, observa-se que os indivíduos que possuem níveis mais 

elevados desta proteína em circulação, apresentam uma probabilidade aumentada 

de cerca de 45 vezes de apresentarem um CPNPC, quando comparados com os 

indivíduos que apresentam níveis mais baixos desta proteína (OR=45,65; IC 

95%=7,65-155,58; p<0,001). A sensibilidade é de 99% e a especificidade é de 25% 

(Tabela 16). 

 

 

 

 

 

 

De forma a avaliar a distribuição dos níveis séricos de MMP-2 e MMP-9, 

consoante o estadio tumoral, analisaram-se os níveis séricos destas moléculas no 

estadio I,II e III vs IV. Na população em estudo, verifica-se que os níveis séricos de 

ambas as moléculas se encontram mais elevados no estadio IV em comparação 

com os estadios I,II e III (MMP-2: p=0,006; MMP-9: p=0,001) (Figura 18). 

 
Grupo Controlo 

n (%) 
CPNPC 
n (%) 

OR IC 95% p 

MMP-2      

Baixos níveis 31 (91,1) 67 (47,2) 1 referência  

Altos níveis 3 (8,9) 75 (52,8) 11,56 3,38-39,58 <0,001a 

MMP-9      

Baixos níveis 29 (96,7) 54 (38,9) 1 referência  

Altos níveis 1 (3,3) 85 (61,1) 45,65 7,65-155,58 <0,001a 

Tabela 16: Frequência dos níveis proteicos em circulação de MMP-2, MMP-9, no grupo controlo e 

grupo de CPNPC, e análise de OR, atendendo aos níveis de proteicos 

p- valor de p obtido pelo teste de χ2; OR- odds ratio; IC 95%- intervalo de confiança a 95% a- teste exato de 

Fisher 
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Figura 18: Concentração mediana (pg/mL) dos níveis séricos das proteínas MMP-2, MMP-9, de 

acordo com os estádios I,II,III versus IV 
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5.3.2 Influência de polimorfismo genético -174G/C no gene IL-6 nos 

níveis séricos de MMP-2 e MMP-9 

 

Tal como referido anteriormente, os genótipos GC/GG do polimorfismo 

genético -174G/C encontram-se associados a um fenótipo de elevada produção de 

IL-6. Os indivíduos portadores destes genótipos apresentam também níveis 

proteicos em circulação mais elevados de MMP-9, quando comparados com os 

indivíduos portadores do genótipo CC, que apresentam níveis mais baixos de MMP-

9 em circulação (p=0,046) (Figura 19b). Em relação aos níveis séricos de MMP-2, e 

de acordo com os resultados obtidos neste estudo, os níveis desta molécula 

parecem não ser influenciados pelos genótipos do polimorfismo -174 G/C do gene 

IL-6 (p=0,459) (Figura 19a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Concentração mediana (pg/mL) dos níveis séricos das proteínas a) MMP-2 e b) MMP-9, 

atendendo aos genótipos de IL-6 (CC vs GC/GG) 

a) b) 
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5.3.3 Influência dos níveis séricos de MMP-2 e MMP-9 na sobrevivência 

global dos doentes com CPNPC 

 

De forma a avaliar a influência dos níveis séricos de MMP-2 e MMP-9 (níveis 

altos e baixos, definidos na secção anterior) na sobrevivência global dos indivíduos 

com CPNPC, foi realizado um estudo de coorte de base hospitalar dos indivíduos 

com CPNPC descritos anteriormente.  

De acordo com os resultados, observa-se que os níveis séricos de MMP-2 não 

influenciam a sobrevivência dos doentes com CPNPC (teste Log Rank p=0,374) 

(Figura 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por outro lado, os níveis séricos de MMP-9 encontram-se associados com a 

sobrevivência global dos doentes, uma vez que os indivíduos com níveis séricos 

mais elevados vivem em média 17,74 meses, enquanto os indivíduos com níveis 

mais baixos de MMP-9 sobrevivem em média 26,42 meses, sendo esta diferença 

estatisticamente significativa (teste Log Rank p=0,045) (Figura 21). 

Figura  20: Curvas de sobrevivência global, de acordo com os níveis proteícos 

(altos e baixos) de MMP-2 
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Figura 21: Curvas de sobrevivência global, de acordo com os níveis proteicos (altos e 

baixos) de MMP-9 
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5.4   Discussão  

 

A atualização do conhecimento ao longo dos últimos anos tem reforçado o 

importante papel que as MMPs desempenham na biologia tumoral. No entanto, 

ainda existe alguma controvérsia sobre a influência destas moléculas em alguns 

modelos tumorais (Egeblad and Werb 2002).  

De acordo com a literatura, várias são as células com capacidade de expressar 

as MMPs, nomeadamente fibroblastos, macrófagos, monócitos, células dendríticas, 

entre outras (Groblewska et al. 2014). No entanto, todas as MMPs são expressas na 

sua forma inativa, tendo que ser ativadas para a sua função ser efetiva. Assim, 

torna-se também relevante avaliar qual o papel dos níveis séricos das MMPs ativas 

em circulação e qual a sua influência no desenvolvimento e progressão tumoral.  

Os resultados do presente estudo demonstraram que os níveis proteicos em 

circulação de MMP-2 e MMP-9 encontram-se mais elevados nos indivíduos do grupo 

de CPNPC, comparativamente aos indivíduos do grupo controlo, sendo estas 

diferenças estatisticamente significativas (MMP-9, p<0,001; MMP-2 p=0,010). 

Adicionalmente a este resultado, observa-se também que os níveis séricos de MMP-

2 e MMP-9, estão associados a uma probabilidade aumentada de detetar indivíduos 

com CPNPC (p<0,001, para ambas as moléculas). 

Em relação aos níveis séricos de MMP-2 e MMP-9 estarem mais elevados no 

grupo de CPNPC, em comparação ao grupo controlo, este resultado encontra-se de 

acordo com as funções que estas MMPs desempenham na carcinogénese, uma vez 

que ambas pertencem ao grupo das gelatinases, que têm como função a 

degradação de componentes da matriz extracelular, nomeadamente colagénio e 

elastina (Foda and Zucker 2001). Contudo, a MMP-2 parece ser especialmente 

relevante, uma vez que a mais amplamente secretada e é expressa de forma 

constitutiva pela maioria das células, incluindo células endoteliais e epiteliais (Foda 

and Zucker 2001). Esta MMP tem ainda a capacidade de quebrar a proteína de 

ligação ao IGF, que é conhecido como tendo um forte efeito na estimulação da 

proliferação celular e inibição da apoptose (Zhou et al. 2005). Os resultados 

encontrados neste trabalho estão de acordo com outros autores, uma vez que é 

descrito na literatura que a sobre-expressão de MMP-2 tem sido detetada em lesões 

pré-malignas e em estadios iniciais de cancro, o que indica que esta MMP poderá 

estar associada a eventos iniciais da carcinogénese (Zhou et al. 2005). Estudos 
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realizados em cancro do pulmão têm descrito que os níveis aumentados de MMP-2 

estão presentes tanto nas células tumorais como no tecido estromal (Qian et al. 

2010).  

Relativamente aos níveis séricos de MMP-9, estes resultados encontram-se de 

acordo com outros trabalhos que também estudam doentes com cancro do pulmão, 

em que se observa que os níveis mais elevados de MMP-9 no soro, encontram-se 

normalmente associados a doentes com CPNPC, quando comparados com 

indivíduos saudáveis (Laack et al. 2002; Xu et al. 2016). Em relação aos níveis 

proteicos em circulação de MMP-9 estarem correlacionados com uma probabilidade 

aumentada para a deteção de indivíduos com CPNPC, é possível colocar a hipótese 

de que os níveis proteicos desta molécula possam ser considerados possíveis 

biomarcadores de diagnóstico para CPNPC, uma vez que quer o resultado deste 

trabalho, quer o de outros autores, nomeadamente de Xu e colaboradores, 

demonstram que a avaliação dos níveis séricos de MMP-9 pode ser uma ferramenta 

útil na deteção de casos de CPNPC. (Xu et al. 2016). Efetivamente, um estudo in 

vitro de Cai e colaboradores, em linhas celulares cancro do pulmão, demonstrou que 

uma correlação da URGCP (up-regulator of cell proliferation) e a da MMP-9, sendo 

que ambas se encontravam sobrerreguladas, nestas linhas celulares. Este estudo 

demonstrou que a URGCP ativa a via de sinalização NF-ƙβ, resultando no direto 

aumento de expressão de MMP-9, o que promove uma capacidade mais invasiva 

em cancro do pulmão (Cai et al. 2015). Adicionalmente este estudo demonstrou 

ainda que o silenciamento de UGRCP em linhas celulares de CPNPC, mostra um 

efeito terapêutico in vivo, resultando na supressão quase completa de metástases à 

distância, indicando que o URGCP é importante na regulação de MMP-9 (Cai et al. 

2015). Este dado da literatura vai de encontro com os resultados deste trabalho, 

relativos à associação dos níveis proteicos de MMP-2 e MMP-9 com os estadios 

tumorais (I,II,III vs IV), em que se demonstra que os níveis séricos de ambas as 

moléculas se encontram mais elevados no estadio IV comparativamente com os 

estadios I, II, III (p=0,006, p=0,001, respetivamente), ou seja um estadio com 

características mais invasivas e mais agressivas. Ainda relativamente, aos níveis 

séricos de MMP-9, verifica-se que níveis elevados desta proteína no soro se 

encontram correlacionados com uma menor sobrevivência global dos doentes com 

CPNPC, quando comparados com os indivíduos com baixo níveis proteicos em 

circulação (p=0,045). A associação dos níveis proteicos em circulação de MMP-9, 
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com a sobrevivência global poderá ser explicada pelas funções que a MMP-9 

desempenha, na degradação do colagénio tipo IV, V, VII, IX, elastina, fibrina, 

fibrinogénio e plasminogénio, facilitando a invasão e metastização das células 

tumorais (Gong et al. 2016). Ainda neste capítulo também se verificou que o 

polimorfismo genético -174G/C no gene IL-6 influência os níveis séricos de MMP-9. 

Assim, verifica-se que os indivíduos portadores dos genótipos GC/GG (fenótipo de 

alta produção de IL-6), apresentam também níveis mais elevados no soro de MMP-

9, quando comparados com os indivíduos portadores do genótipo CC que 

apresentam níveis em circulação de MMP-9, mais baixos (p=0,046). Este resultado, 

vai de encontro ao demonstrado e explicado no capítulo anterior sobre a influência 

das citocinas, nomeadamente IL-6, na expressão de MMP-9. Assim, este resultado 

além de reforçar o descrito no capítulo anterior, demonstra que a IL-6 também pode 

condicionar os níveis séricos de MMP-9. De acordo com a literatura, sabe-se que a 

MMP-9 é expressa predominantemente por células do estroma, no entanto as 

células tumorais podem estimular as células do estroma a sintetizar MMPs. Este 

estímulo pode ocorrer de forma parácrina através da secreção de interleucinas, 

interferões e fatores de crescimento, por parte das células tumorais (Egeblad and 

Werb 2002). 

A associação dos níveis proteicos de MMP-9 com a sobrevivência global, vem 

corroborar o verificado no capítulo anterior, em que também se observava que os 

níveis elevados de expressão de mRNA de MMP-9 estavam associados com uma 

menor sobrevivência. De facto, a MMP-9 é uma proteína extremamente importante e 

fortemente associada a processos importantes relacionados com a progressão 

tumoral, sendo que níveis elevados de mRNA ou níveis proteicos de MMP-9, 

desencadeiam e potenciam inúmeros processos como a promoção da angiogénese, 

da invasão e metastização, tendo como consequência uma menor sobrevivência dos 

doentes.  

Atendendo aos resultados deste capítulo, é possível inferir que os níveis 

séricos MMP-9 poderão ser considerados possíveis biomarcadores de diagnóstico, 

uma vez que os indivíduos com CPNPC apresentam níveis mais elevados, quando 

comparados com os indivíduos do grupo controlo. Por outro lado, os níveis séricos 

elevados de MMP-9 encontram-se associados com a sobrevivência global dos 

doentes com CPNPC e atendendo a estes resultados, poder-se-á admitir que este 

marcador poderá ser usado como um possível fator de prognóstico.  
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Capítulo VI 
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6.1 Linhas celulares linfoblastóides humanas como potencial modelo in vitro 

preditivo de resposta à terapia  

 

No campo da farmacogenómica, o objetivo principal é tentar perceber de que 

forma as características genotípicas do indivíduo podem influenciar a resposta a 

determinado fármaco. Na última década, as LCLs humanas demonstraram ser um 

modelo in vitro muito relevante e útil na procura de marcadores genéticos 

subjacentes às variações interindividuais na resposta à sensibilidade a fármacos 

(Sie et al. 2009). Em estudos farmacogenómicos, estas linhas constituem um 

modelo adequado para a identificação de variantes genéticas associadas com 

fenótipos farmacológicos (Wheeler and Dolan 2012). Por outro lado, estas linhas 

celulares podem também ser úteis na pesquisa de biomarcadores moleculares 

associados à resposta a fármacos. 

Assim, a utilização de LCL’s, derivadas de doentes submetidos a diferentes 

regimes terapêuticos, poderá ser um bom modelo preditivo de resposta ao 

tratamento, permitindo posteriormente testar a sensibilidade de determinado doente 

à terapia indicada, e evitando perdas de tempo precioso com terapias que não serão 

eficazes. Mais ainda, conseguiria também obviar-se a necessidade de tecido tumoral 

de muito difícil obtenção no cancro do pulmão, para avaliação de marcadores 

moleculares preditivos de resposta.  

Neste capítulo, o objetivo é estabelecer LCLs de doentes com CPNPC, antes 

de qualquer tratamento e avaliar a resposta a fármacos analisando a influência dos 

níveis de MMP’s e TIMPs . 

 

 

 

 

 

 

 

 



130 
 

6.2 Material e Métodos 

 

Caracterização da população em estudo 

 

Neste trabalho, foi desenhado um estudo prospetivo de base hospitalar, tendo 

sido recrutados de forma aleatória e consecutiva 16 indivíduos com diagnóstico 

histopatológico de CPNPC, todos os indivíduos eram seguidos no Hospital Santo 

António - Centro Hospitalar do Porto (HSA-CHP). Os indivíduos que foram incluídos 

no estudo eram residentes no Norte de Portugal e todos caucasianos. Como fator de 

exclusão foram considerados os seguintes critérios: história familiar de cancro e a 

não-aceitação em participar no estudo. A todos os indivíduos foi explicado o 

desenho do estudo e a todos foi pedido a assinatura do respetivo consentimento 

informado, de acordo com a declaração de Helsínquia. A colheita de sangue 

periférico foi realizada à data do diagnóstico, ou seja antes de qualquer intervenção 

terapêutica. Aos participantes no estudo foram recolhidos 8 mL de sangue periférico 

(tubo EDTA) e 8 mL para um tubo CPT, de forma a ser possível o isolamento de 

PBMC´s (peripheral blood mononuclear cell). Os dados clinicopatológicos dos 

indivíduos participantes no estudo encontram-se descritos na tabela 17.  
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Transformação e estabelecimento de  LCLs 

 

Para ser possível a transformação e o estabelecimento de LCLs, foi utilizada 

uma linha celular B95-8 (ATCC® VR-1492™), de forma a infetar com EBV as 

PBMCs. Esta infeção culmina na transformação e imortalização de células do 

hospedeiro- estabelecimento de LCLs. 

Após a colheita de sangue periférico para os tubos CPT (Cell Preparation 

Tube), estes são centrifugados a 2500 durante 30 min, de forma a serem isoladas as 

PBMCs, que são transferidas para um tubo cónico de 15 mL. As PBMCs são 

lavadas em PBS (phosphate buffered saline), sendo para isso sujeitas a várias 

centrifugações consecutivas (15 min a 2000 rpm e 20 min a 1500 rpm). Após esta 

lavagem, as PBMCs são colocadas em frascos de cultura (T25 cm2), com meio de 

cultura designado de meio de transformação (RPMI 1640 (1X) (Gibco®), 1% de uma 

mistura de antibióticos (penicilina (100U/mL) + estreptomicina (100 μg/mL)) (Gibco®), 

20% de soro bovino fetal (Gibco®) e 400ng/mL de ciclosporina) juntamente com o 

sobrenadante de células B95-8. As células são mantidas em atmosfera húmida, 

 
Casos (n=16) 

n (%) 

Género  

Masculino 13 (81,2) 

Feminino 3 (18,8) 

Idade  

(média±SD) 63±10,8 anos 

Hábitos tabágicos  

Fumadores/Ex-fumadores 13 (81,2) 

Não fumadores 3 (18,8) 

Histologia  

Epidermóides 4 (25,0) 

Adenocarcinoma 12(75,0) 

Estadio  

III 5 (31,3) 

IV 10 (62,5) 

Sem Informação 1 (6,2) 

Tabela 17: Descrição das características clinicopatológicas do grupo de casos com CPNPC  



132 
 

numa incubadora a 37ºC e 5% de CO2. As PBMCs ficam em cultura durante três 

semanas, sendo que o meio de cultura é mudado a cada 5 dias. No fim deste tempo, 

as PBMCs já se encontram transformadas e podem ser designadas de LCLs. As 

LCLs são mantidas em cultura sob as seguintes condições: RPMI 1640 (1X) 

(Gibco®), 1% de uma mistura de antibióticos (penicilina (100U/mL) + estreptomicina 

(100 μg/mL)) (Gibco®) e 20% de soro bovino fetal (Gibco®), designado de meio de 

crescimento, numa atmosfera húmida, numa incubadora a 37ºC e 5% de CO2. 

 

 

Quantificação dos níveis de expressão de mRNA de  MMP-9 e TIMP-4 

 

Relativamente à técnica para quantificação dos transcritos, esta foi a mesma 

da descrita no capítulo IV.  

 

Doseamento dos níveis proteícos de MMP-9 e TIMP-4 

 

Para o doseamento das proteínas, recorreu-se novamente à técnica de ELISA, 

conforme descrito no capítulo V. Os níveis proteicos de TIMP-4 foram analisados 

pelo kit comerciais da R&D, Human TIMP-2 DuoSet DY971; Human TIMP-4 DuoSet 

DY974, respetivamente.  

 

Teste de sensibilidade in vitro a fármacos em LCL´s 

 

Segundo o protocolo descrito anteriormente, foram estabelecidas 11 LCLs, dos 

doentes descritos neste capítulo. Após este passo, as 11 LCLs foram mantidas em 

cultura celular com as condições adequadas de temperatura e atmosfera. De forma 

a verificar o efeito citotóxico nas linhas celulares, foi utilizada a gencitabina. Assim, 

as linhas celulares estabelecidas, foram plaqueadas em placas de 96 poços (200000 

células/mL). Foram realizadas 8 réplicas para as condições controlo e para o 

fármaco foram realizadas 6 réplicas para cada condição, foram também realizados 

controlos negativos, que apenas continha o meio de cultura. A gencitabina foi 

adicionada às linhas celulares numa concentração de 5 µg/µL e 100 µg/µL, de forma 

a ser estabelecido o IC50 de cada linha celular. As linhas celulares foram incubadas 

durante 24 horas, nas mesmas condições de temperatura e atmosfera. Após esta 

incubação, foi medida a viabilidade celular, recorrendo ao Kit XTT® (Cell Proliferation 
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Kit II, Roche ®) em que a absorvância foi medida após 6 horas de incubação a um 

comprimento de onda de 450nm.  

 

Análise estatística 

  

A análise estatística dos resultados foi realizada com o auxílio do programa 

estatístico SPSS (versão 19.0, IBM SPSS Statistics). Os valores cut-offs utilizados 

foram calculados com recurso ao software Cutoff Finder (Budczies et al. 2012).  

 O método de 2-ΔΔCt (método de Livak) e o teste t’ de Student foram usados 

para avaliar as diferenças nos níveis normalizados de mRNA dos diferentes genes 

(Livak and Schmittgen 2001). Após ter sido avaliada e verificada a normalidade das 

médias de ambos os grupos, as diferenças entre as medianas dos níveis proteicos 

das moléculas em estudo foram calculados, com recurso a testes não paramétricos- 

Mann- Whitney Test. 
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6.3 Resultados 

 

6.3.1 Níveis de expressão: PBMCs vs LCLs 

 

De modo a confirmar a ausência de efeito do processo de imortalização ao 

nível do perfil transcriptómico, foram analisados os níveis de expressão de mRNA de 

MMP-9 e TIMP-4, antes (PBMCs) e após o processo de imortalização (LCLs). De 

acordo com os resultados, verifica-se que os níveis de expressão destas moléculas 

não sofrem alterações devidas a este processo (p=0,989 e p=0,082, respetivamente) 

(Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 22: Magnitude da diferença de expressão (2
-ΔΔ CT)

) dos genes MMP-9 e TIMP-4 antes do processo de 

imortalização (PBMCs) e após este processo (LCLs) 
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6.3.2 Resposta das LCLs à gencitabina e a sua associação com níveis de 

MMP-9 e TIMP-4 

 

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que as diferentes linhas 

celulares apresentam uma resposta diferente à gencitabina. Assim, todas elas 

apresentam um IC 50 diferente, ou seja a concentração necessária para reduzir a 

viabilidade celular em 50%. Os resultados obtidos demonstram que as LCLs 4,6,7 e 

9, após a administração de gencitabina apresentam uma viabilidade celular superior 

a 50% (Figura 23a), de acordo com estes resultados foram designadas de LCLs 

resistentes à gencitabina. Enquanto as LCLs 1,2,3,5,8,10,11, após ter sido 

submetidas à gencitabina, apresentam percentagens de viabilidade celular inferiores 

a 50%, assim, denominadas de LCLs sensíveis à gencitabina (Figura 23b). 

 

 

 

 

Após esta classificação, LCLs sensíveis vs LCLs resistentes, foi analisado o 

impacto dos níveis proteicos de MMP-9 e TIMP-4 destas LCLs na resposta à 

gencitabina. As LCLs resistentes à gencitabina, a apresentam níveis mais elevados 

de TIMP-4, comparativamente com as LCLs sensíveis à gencitabina que apresentam 

níveis mais baixos de TIMP-4 (p=0,001) (Figura 24).  

Figura 23: Percentagem de viabilidade celular, das diferentes LCLs em resposta à gencitabina (100 µg/µL), 

a) LCLs com menor sensibilidade à gencitabina (viabilidade celular superior a 50%) b) LCLs com maior 

sensibilidade à gencitabina (viabilidade celular inferior a 50%) 

a) 

 

b) 
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Em relação aos níveis proteicos de MMP-9 nas LCLs, observa-se que as LCLS 

sensíveis à gencitabina apresentam níveis proteicos mais elevados em comparação 

com as LCLs resistentes à gencitabina, que apresentam níveis proteicos mais baixos 

de MMP-9 (p=0,012) (Figura 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Concentração mediana de MMP-9 (pg/mL) nas LCLs, atendendo à sensibilidade vs resistência 
à gencitabina 

Figura 24: Concentração mediana de TIMP-4 (pg/mL) nas LCLs, atendendo à sensibilidade vs resistência 
à gencitabina 
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6.4 Discussão 

 

Os avanços na área da investigação biomédica têm sido estimulados, em 

parte, pela disponibilidade de linhas celulares derivadas de material biológico que 

consiga oferecer conhecimento sobre as características genotípicas e as suas 

consequências ao nível dos fenótipos (Hussain and Mulherkar 2012). Um dos 

maiores contributos para o aumento deste conhecimento é o estabelecimento de 

LCLs. Estas linhas celulares são conseguidas a partir da infeção das PBMCs do 

hospedeiro pelo EBV. Nos últimos anos, esta metodologia tem sido amplamente 

aplicada, como modelo de estudo, apresentando benefício tais como fácil 

estabelecimento e manutenção acessível. Por outro lado, estas exibem uma taxa de 

mutação somática bastante reduzida, quando mantidas em cultura celular contínua 

(Hussain and Mulherkar 2012).  

Admite-se assim, que estas células são uma fonte de informação sobre 

biomoléculas como o DNA, o RNA e as proteínas, sendo consideradas um bom 

modelo in vitro para estudos de correlação genótipo-fenótipo e uma variedade de 

ensaios funcionais relacionados com a imunologia e a biologia molecular (Sie et al. 

2009; Tan et al. 2011). A utilidade das LCLs tem sido documentada em diversos 

estudos de sensibilidade a fármacos, nomeadamente associados ao tratamento de 

cancro, e também no estudo de danos e reparação do DNA, e a grande maioria 

destes mostram o valor destas linhas celulares e reforçam-nas como uma estratégia 

promissora para um maior conhecimento na área da farmacogenómica (Hussain et 

al. 2012; Jeon 2014).  

Atendendo ao estudo apresentado neste capítulo, observa-se que a técnica de 

transformação dos linfócitos B em LCL, pelo EBV não alterou a expressão dos 

biomarcadores que eram de interesse neste estudo, tendo-se mantido os níveis de 

expressão de mRNA de MMP-9 e TIMP-4, após a técnica de transformação. Este 

resultado encontra-se de acordo com o descrito na literatura, uma vez que é referido 

que existe uma grande concordância nas sequências de DNA dos linfócitos B e das 

LCLs (Londin et al. 2011).  

Admitindo que os doentes com CPNPC não respondem de forma totalmente 

eficaz aos esquemas terapêuticos e que alguns deles desenvolvem resistência aos 

tratamentos, torna-se essencial tentar compreender que alterações moleculares 

poderão estar inerentes a estes processos.  
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A gencitabina é um citostático que demonstra um significante efeito terapêutico 

em vários modelos tumorais, nomeadamente em CPNPC. Foi aprovado pela FDA 

(Food and Drug Administration) em combinação com cisplatina para primeira linha 

de tratamento em doença localmente avançada (IIIB) ou metastática (IV) para 

doentes com CPNPC (Sandler et al. 2000). A gencitabina é uma prodroga que tem 

que ser transportada para o interior das células e convertida por cinases na sua 

forma ativa (Li et al. 2012). Apesar de a gencitabina ser usualmente utilizada no 

tratamento de CPNPC avançado, a resposta a esta droga é bastante variável.  

De acordo com os resultados, verificou-se que as respostas à gencitabina 

foram variáveis, tal como observado na prática clínica, tendo sido possível distinguir 

dois grupos: as LCLs resistentes à gencitabina em que a viabilidade celular foi 

superior a 50% e as LCLs sensíveis à gencitabina em que a viabilidade celular foi 

inferior a 50%. Após terem sido estabelecidos estes dois grupos, de acordo com a 

resposta à gencitabina, a análise seguinte consistiu em avaliar como estavam 

distribuídos os níveis proteicos de MMP-9 e TIMP-4, nos dois grupos formados. 

Assim, observa-se que as LCLs que são sensíveis à gencitabina, apresentam níveis 

proteicos mais elevados de MMP-9 e níveis de TIMP-4 mais baixos, em comparação 

com as LCLs resistentes à gencitabina que apresentam níveis proteicos de MMP-9 

mais baixos e de TIMP-4 mais elevados.  

Os resultados observados nas LCLs relativamente aos níveis de MMP-9 e 

TIMP-4, e à sua associação com a viabilidade celular, encontram-se de acordo com 

o observado no capítulo IV deste trabalho. Em que se demonstrou que os doentes 

que apresentavam uma sobrevivência global menor eram os que tinham os níveis de 

MMP-9 mais elevados e de TIMP-4 mais baixos. Ou seja, quer nos doentes com 

CPNPC, quer nas LCLs os níveis elevados de MMP-9 e mais baixos de TIMP-4 

encontram-se associados com um pior prognóstico. Um estudo de Kunz e 

colaboradores, em doentes com osteossarcoma, verificou que os indivíduos que 

respondiam melhor aos tratamentos apresentavam também níveis proteicos mais 

elevados de MMP-9, com comparação com os indivíduos que respondiam pior ao 

tratamento, o que é também corroborado por outros autores (Kushlinsky et al. 2010; 

Shen et al. 2014; Li et al. 2014; Kunz et al. 2016). A relação das MMPs com a 

resposta aos esquemas terapêuticos ainda se encontra por elucidar, no entanto, 

uma das hipóteses colocadas é a associação das MMPs com os processos de 

vascularização e a neo-angiogénese. Estudos demonstram que a MMP-9 que é 
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produzida por células do estroma tem a capacidade de libertar fatores angiogénicos 

como o VEGF e bFGF, que são importantes para a promoção da angiogénese (Roy 

et al. 2009). A promoção da angiogénese tumoral ativa a formação de novos vasos 

sanguíneos, caracterizados como caóticos, desorganizados e frágeis, o que pode 

resultar numa limitada eficácia de perfusão, comprometendo a eficácia dos agentes 

anti-neoplásicos usados nos tratamentos quimioterápicos (Carreau et al. 2011; 

Guise et al. 2014) Assim, é descrito que os tumores menos vascularizados 

apresentam uma melhor resposta aos esquemas terapêuticos e um melhor 

prognóstico. Sendo que os níveis de MMPs podem condicionar o desenvolvimento 

da vascularização e potenciar a angiogénese, assim será possível inferir que a 

resposta aos esquemas terapêuticos será menos eficaz nos indivíduos com níveis 

mais elevados de MMPs (Chantrain et al. 2004; Kunz et al. 2015).  

Apesar de as LCLs poderem ser uma ferramenta bastante útil na definição de 

possíveis biomarcadores associados à resposta aos fármacos, estas apresentam 

algumas limitações. Duas das maiores limitações associadas à utilização das LCLs 

são estas representam apenas um tipo específico de tecido linfoide, e os efeitos que 

a transformação pelo EBV possa desencadear (Jeon 2014). Tendo em conta estas 

limitações os resultados obtidos utlizando LCLs devem ser replicados em tecidos do 

modelo tumoral em estudo e realizados estudos de validação funcional.  
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Capítulo VII 
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7. Conclusão e Perspetivas Futuras 

 

O cancro, como uma doença marcante e desafiadora do século XXI, merece 

toda a atenção por parte da comunidade científica e todo o esforço para um 

conhecimento mais completo do seu desenvolvimento será fundamental para um 

maior controlo desta doença. Apesar de nos últimos anos ter-se assistido a um 

desenvolvimento e melhoramento das opções terapêuticas ao nível do cancro do 

pulmão, nomeadamente em CPNPC, este modelo tumoral apresenta ainda taxas de 

mortalidade bastante elevadas, comparativamente a outros modelos. O que reflete o 

urgente e necessário investimento na investigação e no conhecimento da biologia 

tumoral desta neoplasia. Assim, a definição de possíveis biomarcadores de 

diagnóstico e de prognóstico será fundamental para um maior sucesso quer na 

identificação de indivíduos com CPNPC, quer na monitorização da resposta aos 

esquemas terapêuticos propostos. Deste modo, é fundamental desenhar estudos de 

investigação que sejam pensados de forma a aplicar os conhecimentos adquiridos 

na prática clínica para ser possível uma maior translação e aplicabilidade do 

conhecimento obtido.  

O conhecimento e identificação das variações genéticas e a sua repercussão 

no desenvolvimento e progressão tumoral e a forma como estas podem condicionar 

o comportamento de moléculas importantes para os processos de inerentes à 

carcinogénese, poderá ser encarada como uma estratégia útil na definição de 

possíveis biomarcadores moleculares de diagnóstico ou de prognóstico. Por outro 

lado, a informação relativa ao comportamento de níveis de expressão de mRNA ou 

de níveis proteicos, poderá também ser relevante como estratégia de controlo à 

progressão tumoral.   

O CPNPC é um modelo tumoral, bastante peculiar uma vez que a grande 

maioria das doentes apresenta ao momento do diagnóstico, doença localmente 

avançada ou mesmo metastização à distância. Por outro lado, este modelo tumoral 

apresenta também uma relação bastante estreita com a inflamação crónica. Assim, 

nesta neoplasia é pertinente um maior conhecimento sobre mediadores inflamatórios 

que desempenham funções relacionadas com os processos de inflamação, invasão 

e de metastização.  
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As MMPs, TIMPs, e ILs são moléculas centrais no desenvolvimento neoplásico, 

desta forma o conhecimento do comportamento destas moléculas no contexto de 

CPNPC será bastante relevante para um possível controlo da taxa de mortalidade 

associada a esta neoplasia.  

De acordo com o presente trabalho é possível observar que as variações 

genéticas nos genes codificantes de MMP-2, MMP-7 e IL-6 são relevantes para o 

risco de desenvolvimento de CPNPC, risco de metastização à distância e também 

com a sobrevivência global dos doentes com CPNPC. Assim, é possível afirmar que 

os polimorfismos genéticos estudados nestes genes são importantes para uma 

possível definição de grupos de risco de desenvolvimento desta neoplasia e por 

outro lado, são também importantes como preditores do outcome clínico, 

nomeadamente a sobrevivência global dos doentes com CPNPC. No entanto, os 

polimorfismos genéticos funcionais são também importantes reguladores da 

transcrição dos genes, assim observa-se neste estudo que algumas destas 

variações genéticas podem condicionam os níveis de expressão de mRNA e de 

proteínas que por sua vez apresentam um impacto na sobrevivência gobal dos 

doentes. Desta forma, observou-se que o polimorfismo genético -174 G/C no gene 

IL-6 influencia os níveis de expressão de mRNA e os níveis proteicos de MMP-9. 

No presente estudo, foi possível realçar que o desequilíbrio entre MMPs/TIMPS 

é fundamental para o desenvolvimento de neoplasias e fulcral para eventos da 

iniciação tumoral. No entanto, existem evidências que demonstram que os TIMPs 

apresentam uma atividade independente da inibição das MMPs, incluindo efeitos no 

crescimento, diferenciação e migração celular, assim como apoptose e angiogénese.  

Assim, foi possível constatar que nos doentes com CPNPC os níveis de 

expressão de mRNA de MMPs eram mais elevados e que por sua vez os níveis de 

expressão de mRNA de TIMPs eram mais baixos, em comparação com os 

indivíduos saudáveis. Nos resultados deste trabalho, verifica-se também que os 

níveis de expressão de mRNA de MMPs e TIMPs estão também associados com a 

sobrevivência global dos doentes com CPNPC. Observou-se que os indivíduos com 

níveis mais elevados de expressão de mRNA de MMP-9 e níveis mais baixos de 

expressão de mRNA de TIMP-4, apresentam uma sobrevivência global diminuída.  

Atendendo a que os tratamentos em CPNCP apresentam uma eficácia 

relativamente baixa, seria importante tentar prever a resposta dos doentes a 

determinado fármaco, esse é o objetivo da farmacogenómica. O estabelecimento de 
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LCLs é um modelo útil da predição de resposta a fármacos, atendendo às 

características genéticas dos indivíduos. Assim, com o estabelecimento de LCLs 

derivadas de doentes com CPNPC foi possível verificar que as LCLs que são 

sensíveis à gencitabina apresentam também níveis proteicos mais elevados de 

MMP-9, e mais baixos de TIMP-4 e que pelo contrário as LCLs que são resistentes à 

gencitabina apresentam níveis mais baixos de MMP-9 e mais elevados de TIMP-4. 

Estes resultados reforçam o descrito na literatura, uma vez que vários autores 

indicam que os níveis elevados de MMPs se encontram associados a uma pior 

resposta aos tratamentos e por consequência a um pior prognóstico. 

Os resultados apresentados neste trabalho, reforçam a importância que as 

MMPs e os seus inibidores desempenham no desenvolvimento e progressão 

tumoral, sejam através de variações genéticas presentes nos seus genes 

codificantes, sejam através dos seus níveis de expressão alterados. Por outro lado, 

foi possível compreender que a utilização de LCLs poderá ser um bom modelo 

preditivo de resposta à quimioterapia utilizada para os doentes com CPNPC e que a 

sensibilidade aos fármacos poderá também estar associada com os níveis de MMPs 

e TIMPs. Assim é possível admitir que os marcadores estudados neste trabalho, 

nomeadamente o desequilíbrio do balanço MMPs/TIMPs, poderiam ser 

considerados como possíveis marcadores de diagnóstico, de prognóstico e mesmo 

de resposta às terapias administradas aos doentes com CPNPC.  

Relativamente aos estudos futuros e de forma a complementar os resultados 

obtidos, seria importante validar os resultados em tecido tumoral de CPNPC e seria 

igualmente útil consolidar os resultados com uma validação de mais ensaios 

funcionais, de forma a sustentar as hipóteses colocadas neste trabalho. As LCLs 

parecem ser um bom modelo preditivo de resposta, num futuro próximo seria 

interessante utilizar este modelo como preditivo de resposta aos fármacos antes dos 

doentes realizarem as terapias, como forma de teste de sensibilidade aos 

quimioterápicos.   
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