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RESUMO
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Os genes das N-acetiltransferases, que sdo polimérficos na populagdo, codificam enzimas
envolvidas na metabolizagdo de drogas e de xenobilticos, como os provenientes do
cozimento de carnes e do tabaco, e podem estar implicados no risco para o
desenvolvimento de neoplasias. Para estudar o envolvimento dos genes NAT2 em tumores
na populacdo brasileira da regido de Campinas, avaliamos seis polimorfismos
(C282T; T481C; G590A; A803G; G857A; G191A) em cancer de tiredide e quatro
(T481C; G590A; A803G e G857A) em cancer de prostata. Em um estudo de caso-controle,
comparamos 126 individuos com céncer de prostata com 101 individuos controles com
hiperplasia prostdtica benigna pareados para idade e condicdes de dieta e exposi¢do
ambiental; 139 individuos com cancer de tiredide (112 CP e 27CF) e 179 controles também
adequadamente pareados. A andlise foi feita pela extracdo de DNA com base no sangue

periférico, PCR e restricdo enzimadtica.

Os polimorfismos T481C (76.24%) e A803G (59.41%) apareceram com maior freqii€éncia
entre os pacientes controles com hiperplasia prostatica benigna do que nos com cancer da
prostata (60.32% e 45.60%, p=0.0152 e 0.0186, respectivamente). Ao contrario, G857A foi
mais freqiiente entre os pacientes com cancer da prostata (18.4%) do que nos controles com
hiperplasia prostitica benigna (5.94%; p=0.0044). Assim, a presenca do polimorfismo
NAT2T481C reduziu o risco de cancer da préstata (OR=2.115; 95% C.I=1.155-3.872). Da
mesma forma, a presenga do polimorfismo NAT2A803G reduziu o risco de cancer da
prostata (OR=1.973; 95%C.I=1.120-3.474; p=0.0186). Ao contrdrio, a presenca do
polimorfismo G857A aumentou o risco para cancer da prostata mais de quatro vezes
(OR=4.095; 95%C.I=1.551-10.812). A presenca de um fendtipo de acetilacio lenta
aumentou o risco para cancer de prostata em 24 vezes (OR=24.145;95%CI=1.416-411.63).

Nos carcinomas da tiredide, observamos que mutacdes pontuais de tipo A803G apareceram
com maior freqiiéncia entre os casos de carcinomas (46.76%) do que nos controles
(31.84%) (p=0.0069), enquanto que mutagdes pontuais de tipo G191A e C282T foram
mais freqiientes nos controles (25,70% e 68.16% dos casos, respectivamente) do que nos
casos (5,04% e 33,81%, respectivamente) (p=0,0001). Assim, a heranca do polimorfismo
A803G representou um risco de 1.8 vezes maior de desenvolver carcinoma diferenciado da

tiredide (OR= 1.880; 95% IC= 1.189-2.973). Por outro lado, a heranca dos polimorfismos

Resumo
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GI191A e C282T do gene NAT?2 representou um fator de prote¢do de cerca de 80,6% contra
o risco de desenvolver um carcinoma diferenciado da tiredide (OR=0.153; 95%

1C=0.067-0.352 e OR=0.239; 95% 1C=0.149-0.382, respectivamente).

Em conclusao, nossos dados mostram que polimorfismos do gene NAT2 estdo associados
ao risco para o desenvolvimento tanto dos tumores de prdstata quanto de tiredide, podendo

vir a ser importantes marcadores de susceptibilidade para tais doencas em nossa populagdo.
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N-acetyltransferases (NAT), which are polymorphic in the population, metabolize
important carcinogens such as different kinds of meat and tobacco products that have been
directly implicated in the tumor initiation process. In order to investigate the role of NAT2
polymorphisms in the susceptibility to cancer in the Brazilian population from our region,
we studied 6 polymorphisms (C282T; T481C; G590A; A803G; G857A; G191A) in
differentiated thyroid cancer and 4 polymorphisms (T481C; G590A; A803G e G857A) in
prostate cancer. We conducted a case-control prospective study comparing 126 prostate
cancer to 101 benign prostatic hyperplasia patients paired for age, diet and environmental
exposure; 139 thyroid cancer patients (112 papillary carcinomas and 27 follicular
carcinomas) and 179 paired controls. Analyses were performed in DNA extracted from
peripheral blood using the polymerase chain reaction-based restriction fragment length

polymorphism method.

We observed T481C (76.24%) and A803G (59.41%) polymorphisms with higher frequency
among control patients than in prostate cancer cases (60.32% e 45.60%, p=0.0152 e 0.0186,
respectively). On the contrary, G857A polymorphisms was more frequent among prostate
cancer patients (18.4%) than in the benign hyperplasia control partients’ group (5.94%;
p=0.0044). Therefore, the presence of NAT2T481C polymorphism reduced the risk of
prostate cancer (OR=2.115; 95% C.I=1.155-3.872). Likewise, the presence of
NAT2A803G reduced the risk of prostate cancer (OR=1.973; 95%C.I1=1.120-3.474;
p=0.0186). On the contrary, the presence of G857A increased the risk for prostate cancer
more than 4 times (OR=4.095; 95%C.I=1.551-10.812). The presence of a low acetylation
phenotype increased the risk for prostate cancer more than 24 times

(OR=24.145;95%CI=1.416-411.63).

Regarding thyroid cancer, we observed that point mutations like A803G appears more
frequently among thyroid carcinomas (46.76%) than in controls (31.84%) (p=0.0069),
while G191A and C282T polymorphisms were more frequent among controls (25,70% and
68.16% of the cases, respectively) than among thyroid cancers (5,04% e 33,81%,
respectively) (p=0,0001). Therefore, the inheritance of an A803G polymorphism represents
an 1.8 times higher risk to thyroid cancer development (OR= 1.880; 95% IC=1.189-2.973).
On the other hand, the inheritance of G191A and C282T NAT?2 polymorphisms represents

Abstract
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a protection around 80,6% against the risk of thyroid cancer development (OR=0.153; 95%
I1C=0.067-0.352 and OR=0.239; 95% 1C=0.149-0.382, respectively).

In conclusion, our data demonstrate that NAT2 gene polymorphisms are associated to the
risk to both prostate and thyroid cancer, suggesting they could become useful molecular

markers of susceptibility to these tumors in our population.
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1.1- Cancer

O termo cancer descreve um processo de doencga caracterizado por uma
proliferacdo celular descontrolada que leva a formagdo de um tumor, também chamado
neoplasma ou neoplasia. A denominacdo de cancer, entretanto, € geralmente aplicada a
neoplasias malignas, isto €, aquelas em que o crescimento se torna totalmente
descontrolado e o tumor € capaz de invadir os tecido vizinhos e/ou se espalhar,
disseminando-se por metdstase para sitios mais distantes. Os tumores que nao produzem
metéstases sdo chamados de benignos. Os tumores sdo classificados de acordo com o local ,
o tipo de tecido, o aspecto histolégico e o grau de malignidade (Thompson e

Thompson, 2002).

As neoplasias ocorrem em decorréncia de um desequilibrio entre a proliferacao
celular e a apoptose celular. As células proliferam a medida que passam pelo ciclo celular e
sofrem mitose, enquanto a aptose, devido a morte celular programada, remove as células
de um tecido por meio de um processo normal de fragmentacdo do DNA e suicidio celular

chamado de apoptose (Thompson e Thompson, 2002).

Os processos de divisdo e morte celular sao regulados por uma grande gama de
genes. Mutacdes nestes genes, que, portanto, controlam a proliferacdo celular e a morte,
podem ser responsaveis pelo cancer. Em geral, as mutagdes ocorrem em uma tnica célula
somadtica, que se divide de forma andmala gerando um clone de células que possuem
vantagens de crescimento em relacdo as células ndo mutadas. Mais raramente, o cancer
ocorre como parte de uma sindome de cancer hereditdrio, em que as mutacdes iniciais
causadoras de cancer sao herdadas por meio de linhagem germinativas e, portanto, ja estao

presentes em cada célula do corpo ao nascimento (Thompson e Thompson, 2002;

Ward, 2002).

1.1.1- Ciclo Celular

E sabido que o ciclo celular, a divisdo e a diferenciacio celular resultam da
acdo de oncogenes e de genes supressores de tumores que mantém um balanco na
proliferacdo, diferenciacao e morte celular por apoptose (Bishop et al, 1987; Bishop et al,

1991; Visakorpi et al, 1992; Hartwell et al, 1994).

Introdugdo
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O ciclo celular se estende por 18 a 25 horas na célula prostdtica assim como na
célula tireoidiana e, a semelhanca da maioria das células, divide-se em quatro fases
consecutivas: G1 (intervalo pdés-mitédtico e pré-sintese de DNA), S (fase de sintese de
DNA), G2 (intervalo pés-sintese do DNA e pré-mitético) e M (mitose). As fases mais
importantes do ciclo sdo a fase S, em que ocorre a sintese de DNA, e a fase M, quando os
pares de cromossomos se replicam (fase de duplicacdo celular). As fases G1, S e G2
compreendem 90% do ciclo celular (Figural). Durante todo o ciclo, existem dois pontos de
parada. O primeiro na fase G1/S, denominado “start” 1 e o segundo na fase G2/M, chamado
“start” 2 . As células que estdo fora do ciclo celular encontram-se na fase GO, podendo
retornar ao ciclo a qualquer momento, dependendo de estimulos apropriados (Rabenhorst et

al, 1993; Rabenhorst et al, 1994; Alberts et al, 1997; Johnson et al, 1999).

i
' mitose
' {divisdo citocines
 huclear)

(divisao

INTERFASE

FASE S
{replicagao do DNA}

Figura 1- As fases do ciclo celular: Interfase compreende todo o ciclo celular, exceto a fase
M; € um periodo continuo de crescimento celular , incluindo a fase S, onde
ocorre a replicagdo do DNA. O nucleo seguido do citoplasma divide-se na fase
M. A fase G1 € o intervalo entre as fases M e S; fase G2 é o intervalo entre as

fases S e M (Alberts et al., 1999).
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As diferentes fases do ciclo celular estdo reguladas por duas classes principais
de proteinas: as cinases, que transferem o grupo fosfato do ATP para os aminoécidos das
proteinas, e as ciclinas, que sdo reguladoras das cinases. A expressdo das ciclinas e a
associacdo das mesmas as cinases dependentes de ciclinas (CDKs) permitem que as células
ultrapassem os pontos de parada. A ciclina B regula CDKs no ponto G2/M e as ciclinas C,

D e E sdo expressas no inicio da fase G1 (Figura 2).
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Figura 2- A regulacdo das Cdks pela degradacdo das ciclinas. Apenas dois tipos de
complexos ciclina-Cdk sdo representados, um que desencadeia a fase S e o
outro que desencadeia a fase M. Em ambos o casos , a ativagdo da Cdk exige a
ligacdo da ciclina (bem como a fosforilagdo e desfosforilacdo) e sua inativagao

depende da degradacao da ciclina (Alberts, 1999).
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O ciclo celular é regulado por um conjunto de reagdes bioquimicas
independentes que controlam a sua progressao. Muitas dessas reagdes envolvem cascatas de
fosforilagdo de proteinas reguladoras, as quais direcionam eventos bioquimicos
coordenados, como a sintese de DNA na fase S e o processo de mitose (Harper et al, 1992;

Hall et al, 1995; Alberts et al, 1997; Johnson et al, 1999).

Todos os fatores que estimulam a entrada de uma célula no processo de divisao
ou sua progressao no ciclo celular sdo chamados de fatores proto-oncogénicos. A ativagao
dos proto-oncogenes em oncogenes, que pode ocorrer através de mutacdes puntiformes,
amplificacdes, delecdes, translocacdes gé€nicas ou por ativagdo e autofosforilacdo dos
receptores, induz a produgdo de sinais mitogénicos na superficie da célula para o nicleo,
sinalizando a transcri¢do e promovendo a divisdo celular. Os proto-oncogenes codificam
proteinas que podem ser divididas em quatro grupos de acordo com as respectivas funcoes:
EGF-fatores de crescimento epidérmico, EGFR-receptores de fatores de crescimento
epidérmico, proteinas transdutoras de sinais citoplasmdticos e proteinas nucleares,
incluindo os fatores de transcricdo (Alitalo et al, 1986; Bishop et al, 1987;
Varmus et al, 1989; Bishop et al, 1991; Hoollywood et al, 1992).

Em oposicdo aos fatores indutores do ciclo celular, os genes supressores
tumorais tém uma acao inibitéria do ciclo celular e ativam o reparo do DNA ou a indugdo
da apoptose . Quando funcionantes, as proteinas por eles codificadas sdo fundamentais para
a inibi¢do dos mecanismos indutores de carcinogénese. Por outro lado, a desregulacdo dos
seus efeitos supressivos, a qual pode ocorrer através de perdas alélicas do gene ou por
defeitos em seu funcionamento, pode levar a formacdo de um processo neopldsico
(Knudson et al, 1971; Volgelstein et al, 1988; Fearon et al, 1990; Levine et al, 1991;
Visakorpi et al, 1992; Hartwell et al, 1994).

Sabemos que sdo necessdrias alteragdes multiplas, sucessivas e seqilienciais em
diferentes genes para que ocorra a transformacgao tumoral (Alitalo et al, 1986; Bishop et al,

1987; Varmus et al, 1989; Bishop et al, 1991; Hoollywood et al, 1992).

No entanto, algumas alteracdes genéticas podem produzir um fendmeno que
propicia a ocorréncia de novas mutacdes. Este fendmeno, chamado de instabilidade

genética, € importante para explicar o comportamento biolégico de alguns tumores que, ao
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acumularem vantagens de crescimento em relacdo a outros, se tornam mais agressivos
(Pitot et al, 1993; Rabenhorst et al, 1993; Wong et al, 1994; Lam et al, 1996; Smaaland
et al, 1996; Tsihlias et al, 1999). A semelhanga de outros tumores, fendmenos relacionados
a instabilidade genética (como a perda de heterozigozidade, indicando o desaparecimento
de genes supressores tumorais) parecem Ser um evento precoce nos tumores
(Hu CK et al, 2006). Assim, € possivel que em alguns individuos, a perda de alguns genes
supressores tumorais ou ativacdo de determinados proto-oncogenes e sua transformagdo em
oncogenes possam determinar maior instabilidade genética. As sucessivas mutagdes
subseqiientes que poderiam ocorrer no genoma instavel destes casos poderiam levar a novas
mutacdes vantajosas em termos de crescimento e diferenciacdo das células tumorais,

explicando uma maior agressividade e pior evolugdo clinica nestes casos.

1.2- Agentes carcinogénicos e sistemas de defesa

O cancer €, reconhecidamente, um processo evolutivo causado pela interacao
gene-meio ambiente (Vineis, 2003). Somos constantemente expostos a uma crescente lista
de compostos quimicos carcinogénicos, virus transformadores de células, UV e a radiacdo
ionizante, entre outros agentes toxicos encontrados no meio ambiente
(Schottenfeld e Beebe-Dimmer, 2005). Além disso, compostos eletrofilicos, radicais livres
e uma série de produtos de nosso préprio metabolismo podem causar danos a nossas células
quando inapropriadamente metabolizados, inadequadamente eliminados ou produzidos em

excesso (Vineis , 2004; Carbone et al, 2004).

Presume-se que influéncias ambientais contribuam com mais de 80% dos
fatores envolvidos no surgimento do cancer esporddico, podendo-se incluir nestas
influéncias ambientais comportamentos sociais como tabagismo, consumo de alimentos e
bebidas, ambiente de trabalho (polui¢cdo), agentes quimicos industriais, exposicao a raios
UV, entre outros (Palli et al, 2000). Acredita-se que seres humanos chegam a consumir
1,5 g de pesticidas naturais por dia, na forma de fendis provenientes de plantas e
flavondides de alimentos, entre outras substancias tdéxicas. Esses compostos sdo

reconhecidos como potentes carcindgenos em murinos (Ames et al 1990, Goldman e
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Shields, 2003; Thilly, 2003). O contato com esses agentes carcinogénicos € provavelmente
responsavel por uma elevada freqiiéncia de mutacoes no DNA (Nielsen et al, 1996;
Bodiwala et al, 2003; Goldman e Shields, 2003; Thilly, 2003). Individuos expostos a
poluentes do ar, como oficiais de policia, motoristas de Onibus, vendedores de rua e
residentes em dreas urbanizadas altamente poluidas, tendem a apresentar elevada
freqiiéncia de modificacOes na estrutura do DNA (Nielsen et al, 1996). Alteracoes
cromossOmicas foram encontradas em tecidos de mucosa do célon, bexiga, nariz, pulmao e
em mama destes individuos, sugerindo que estes altos niveis de anormalidades possam ser
preditivos para o aparecimento de cancer (Peluso et al, 1997; Perera F et al, 2000;

Tang et al, 1995).

Agentes quimicos carcinogénicos sdo, geralmente, substancias pouco soluveis
em 4gua sendo portanto, dificilmente eliminadas pelos rins, fezes ou transpiragdao
(Autrup, 2000). Para garantir a sobrevida das células forcadas a constante exposicdo a
carcinégenos ambientais, muitos mecanismos de defesa foram evolutivamente selecionados
pelos seres vivos. Uma série de sistemas enziméticos estdo encarregados de metabolizar e
eliminar estas substincias, reconhecendo-se duas fases diferentes neste processo. Uma
primeira fase, denominada de fase I, envolve oxidacdo inicial de compostos téxicos pelo
citocromo P450. Segue-se a chamada fase Il em que, geralmente, acontece uma reacdo de
conjugacdo ou catalisacdo por uma série de enzimas, entre as quais, a familia das glutationa
S-transferase (GST) , UDP- glucuronosiltransferase e N-acetiltransferase (NAT) atuando
como um catalisador de aminas aromdticas heteroclicas e nitrosaminas

(Mannervik et al, 1988; Bosch et al, 2006).

A probabilidade de desenvolvimento do cancer depende da resposta natural de
cada organismo as diferentes exposi¢Oes a agentes agressores diversos. Os seres humanos
possuem diferentes susceptibilidades a diferentes carcinégenos (Lichtenstein et al, 2000;
Vineis et al, 2003). A base bioquimica para tal variacdo de susceptibilidade aos diversos
agressores ambientais estd relacionada a polimorfismos genéticos que normalmente
ocorrem na populagdo, em especial nos genes envolvidos na predisposi¢cdo especifica para
cancer, ativacdo metabdlica ou detoxificacdo de agentes téxicos ambientais, controle do
reparo de DNA ou dano celular (Vineis, 2003; Lichtenstein et al 2000; Vineis P, 2001;
Autrup, 2000; Clapper, 2000).
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Muitos polimorfismos de genes que codificam enzimas envolvidas na
biotransformacdo de carcindgenos vém sendo estudados em busca de uma possivel
associacdo com o risco para o desenvolvimento de cancer. As diferencas étnicas sdo os
maiores obsticulos desta exploracdo, ja que diferentes populacdes apresentam

suscetibilidades diferentes (Raunio et al,1995).

1.3- Cancer de prostata

O nimero de casos novos diagnosticados de cancer de préstata (CaP) no mundo
¢ de aproximadamente 543 mil casos por ano, o que representa 15,3% de todos os casos
incidentes de cancer em paises desenvolvidos e 4,3% dos casos em paises em
desenvolvimento. O cancer de prostata € o mais prevalente em homens, com uma
estimativa de 1,5 milhdo com diagndstico nos ultimos cinco anos. No Brasil, o CaP ¢é a
segunda neoplasia mais prevalente nos homens segundo estimativas do Instituto Nacional
do Cancer (INCA), que prevé a ocorréncia de 47.280 casos novos em 2006. Estima-se a

ocorréncia de 51 novos casos a cada 100 mil homens ! (http://www.inca.gov.br). Devido a

sua alta incidéncia e gravidade, o CaP é considerado um problema de satde publica.

Considera-se o CaP um cancer da terceira idade, uma vez que cerca de trés
quartos dos casos em todo o mundo ocorrem a partir dos 65 anos de idade

(http://www.inca.gov.br). Menos de 1% dos casos acometem individuos com idade inferior

a 40 anos. Observa-se a incidéncia acumulada da doengca em cerca de um em cada sete
homens que atingem a oitava e nona décadas de vida (Parker et al,1996;
Jemal et al, 2003). Acredita-se que, a exemplo de outros tipos de tumor, fatores genéticos,
hereditarios, hormonais, fatores de crescimento, exposi¢do ambiental, ocupacional,
alteracOes em genes somdticos € comportamento dietético estejam relacionados ao
desenvolvimento do CaP Brawley et al, 1996; Mettlin et al, 1997; Gronberg et al,1997). A
incidéncia dessa doengca mostra intima relacdo com a raga, idade, bem como fatores
geograficos, com altas taxas de prevaléncia e mortalidade nos homens afro-americanos e

com menor incidéncia no homem asiatico (Carter et al,1992; Carter et al, 1993).
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A alta freqiiéncia desta doenca justifica os esforcos na busca de melhores
métodos de deteccio precoce e de marcadores de predisposi¢do e de progndstico, visando

melhorar o planejamento terapéutico.

O PSA produzido pelo tecido prostético e responsdvel por liquefazer o codgulo
seminal tem sido utilizado desde 1986 para o diagndstico e seguimento do CaP
(Partin e Oesterling, 1995); € portanto o marcador sérico de maior utilidade no diagnéstico,
prognodstico e monitorizacao dos tratamentos para o CaP. Essa glicoproteina dosada no soro
apresenta, entretanto, o inconveniente de estar alterada em certas ocasides que nao
correspondem necessariamente ao CaP, como por exemplo: prostatites, isquemias, infartos
prostaticos, manipulacdes (cistoscopia, sondagem uretral, bidpsias protdticas), uso de
medicacdes (inibidores da 5-o-redutase, antiandrogénios) (Partin e Oesterling, 1994;

Babaian et al, 1996).

A busca de um marcador tumoral especifico e de prognético no CaP, tem
incentivado vérias pesquisas genéticas e da biologia molecular do cancer. Perfis genéticos
poderdo ser muito interessantes na defini¢cdo de biomarcadores especificos que auxiliem o
planejamento das abordagens clinicas, cirirgicas e, futuramente, a utilizacdo da terapia e
engenharia genética no tratamento e prevencdo do cancer de prostata. Marcadores
morfoldgicos, genéticos e bioquimicos deverdo servir de base para a identificacdo de casos

de CaP de alto risco, que sdo candidatos em potencial para procedimentos mais radicais.

Infelizmente, ndo dispomos ainda de marcadores bioldgicos estabelecidos que
possam definir e monitorar, de modo qualitativo e quantitativo, o risco de um individuo
desenvolver a doencga, ou que permitam detectar lesdes pré-malignas precoces, as suas
chances de progressdo e o potencial de reversibilidade do processo de carcinogénese
(Perera e Weinstein, 2000; Srinivas et al, 2002; Medeiros et al, 2004; Carter e
Isaacs, 2004).

1.3.1- Evolugdo natural do cancer de préstata

Muitos homens portadores de CaP mantém-se assintomaticos € morrem por
outras causas nao relacionadas ao cancer propriamente dito. O nimero estimado de homens

portadores de cancer prostatico latente, isto €, um tumor que estd presente na glandula,
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porém que ndo serd detectado ou diagnosticado na vida do paciente, é maior que os
portadores da doenca clinicamente detectados (Baron e Angrist, 1941; Franks, 1954; Oota,
1961; Lundberg e Berge, 1970; Wynder et al, 1971; Akazaki e Stermerman, 1973;
Hutchison, 1976; Dhom, 1979). Nao se sabe a razdo para que alguns tumores permanecem
clinicamente silenciosos enquanto outros sdo agressivos. Esse fato tem sido atribuido a
varios fatores, entre os quais a idade avancada no momento do diagndstico € a um
crescimento tumoral lento (Ruijter et al,1999). No entanto, acredita-se que outros fatores
como raga, cultura, dieta, hormodnios, e, particularmente, fatores genéticos relacionados a
velocidade de crescimento e a diferenciacdo celular, possam estar envolvidos

(Franks, 1973; Rous,1967).

A transformacdo maligna das células do epitélio prostatico e a progressao para
o CaP sdo o resultado de uma série complexa de eventos que sofrem influencia de fatores

ambientais e genéticos (Haas et al, 1997).

1.3.2- Fatores envolvidos na etiopatogenia do cancer de prostata

Existem diferengas marcantes na incidéncia do CaP em diferentes regides do
Brasil e do mundo. A maior parte dos casos novos de cincer de prdstata ocorre nos paises
desenvolvidos. Da mesma maneira que se observa nos diversos paises do globo, a
incidéncia do CaP no Brasil possui uma variacdio em relacdo aos estados mais
desenvolvidos. Por exemplo, a taxa de novos casos de CaP varia de 48,48 casos/100.000
habitantes em Pernambuco para somente 16,2 casos/100.000 no estado da Paraiba

(http://www.inca.gov.br/estimativa /2006). Muito embora essas diferencas possam ser, em

parte, atribuidas as discrepancias na capacidade de atendimento do sistema de saide de

cada regido, é provavel que outros fatores estejam envolvidos.

Da mesma forma, diferencas na mortalidade do CaP em vérios paises do mundo
vém sendo atribuidas a fatores genéticos e ambientais além dos fatores sociais como o

acesso aos meios de assisténcia a saide (Haas et al, 1997).
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Uma série de estudos epidemioldgicos tem demonstrado que vérios fatores
ambientais, incluindo irradiacdo ultravioleta, poluentes, cigarro e dieta, bem como fatores
geograficos e raciais devem contribuir para o desenvolvimento do CaP (Ekman, 1999;
Hayes et al, 1999; Kolonel et al, 2000; Hsing e Devessa, 2001; Quinn M et al, 2002). Uma
série de estudos de migracao também tem mostrado a importancia do estilo de vida e dos

fatores ambientais no desenvolvimento do CaP (Hsing e Devessa, 2001; Gronberg, 2003).

Fatores dietéticos, androgénios e estilo de vida t€m sido reconhecido como

preditores de risco para o CaP (Wu e Gu 1991; Rossing et al, 1998).

Um grande estudo de coorte, realizado no Havaii (EUA), sugere que a dieta rica
em gordura animal e pobre em verduras/frutas estd associada com aumento do risco para o
CaP (Giovanucci et al, 1993). As aminas aromadticas heterociclicas encontradas durante o
cozimento em altas temperaturas de carnes vermelhas produzem substincias
reconhecidamente carcinogénicas em nosso organismo, assim como os hidrocarbonetos
aromaéticos policiclicos, que sdo encontradas em produtos do fumo (Norrish et al, 1999;
Gross et al, 1993; Morgenthaler et al, 1995; Kniz et al, 1997). J4 os vegetais seriam
protetores contra a neoplasia prostitica por mecanismos ainda desconhecidos
(Chan e Giovanucci 2001). Agentes anti-oxidantes como o licopeno, selénio, vitamina E
também tém sido considerados capazes de reduzir o risco de CaP a partir de estudos de
coorte que, infelizmente, sdo limitados a populagdes especificas (Clark et al, 1997;

Clark et al, 1998; Heinomen et al, 1998; Gann et al, 1999; Chen et al, 2001).

1.4- Cancer de tiredide

O cancer de tiredide é o mais comum entre os canceres de glandulas enddcrinas,
representando cerca de 90% destes e respondendo por 63% das mortes por neoplasias
enddcrinas. O cancer de tiredide representa cerca de 1% de todos os canceres que
acometem o sér humano. A incidéncia é maior nos paises onde o bécio € endémico. Nestes
paises também existe maior prevaléncia das formas tumorais menos diferenciadas, como o

carcinoma folicular e o anaplésico (Ward, 2000).
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Se o cancer da tiredide é relativamente pouco freqiiente, nédulos de tiredide,
por outro lado, sdo extremamente prevalentes. Estima-se que 10% dos individuos adultos
desenvolverdo um ndédulo durante a sua vida, e, embora a grande maioria seja benigna,
surgem cerca de 12.000 novos casos de cancer de tirdide por ano nos Estados Unidos

(Knudson, 1993).

O cancer da tiredide ocorre em todas as idades, com dois picos: 0 menor entre
7 e 20 anos, o maior entre 40 e 65 anos. A relacdo entre a populacdo masculina e feminina é
de 1:2. Cerca de 25% dos casos tem histérico prévio de bdcio nodular (Drinkwater e

Bennett, 1991).

Os tumores da tiredide sdo classificados, de acordo com os critérios da
Organizacdo Mundial da Saude em epiteliais, ndo epiteliais, miscelaneos, metastases de
outros tumores e lesdes pseudotumorais, quase todos podendo ser benignos e malignos

(Beveridge e Sobin, 1974 ; Sobin, et al, 1997) (Quadrol).

Quadro 1- Classificag¢do simplificada dos tumores da tiréide.

BENIGNOS MALIGNOS
1.B6cio endémico 1.Carcinoma folicular
2.Bécio esporddico 2.Carcinoma papilifero
3. Adenoma Folicular 3.Carcinoma medular
4. Outros 4.Carcinoma anapldsico

5.0utros

Os tumores benignos da tiredide sdo denominados adenomas. Sao raros, de
origem epitelial, bem encapsulados, ndo invadem os tecidos vizinhos e ndo produzem

metastases.

Os tumores malignos da tireéide também sdo raros e apresentam quadros
clinicos extremamente varidveis, desde aqueles com crescimento muito lento e compativeis

com uma expectativa de vida normal, até aqueles com péssima evolucdo e que levam ao
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6bito em periodos de semanas ou meses. Tem como origem trés diferentes tipos de células,
as foliculares, as parafoliculares e as de origem nao-tireoidiana. Os tumores diferenciados,
que sdo a maioria absoluta dos derivados das células foliculares (mais de 90%), sao
subdivididos em 2 grupos, os papiliferos e os foliculares. Sao também chamados canceres
diferenciados da tiredide (CDT). Os indiferenciados ou anapldsicos constituem apenas
5-10% dos carcinomas tireoidianos. As cé€lulas parafoliculares, produtoras de calcitonina,
sdo responsaveis por cerca de 5% dos carcinomas tireoidianos, dando origem aos
carcinomas medulares. Outras células parafoliculares ndo tireoidianas causam diversos
tumores malignos da tiréide, que também nao ultrapassam 5% do total. Entre eles se
destacam os linfomas da tiredide, os carcinossarcomas, as lesdes metastaticas, os teratomas

e os hemangioendoteliomas. (Bisi et al, 1998; Casella e Fusco, 2004).

1.4.1- Evolugdo natural do cancer de tireoide

A semelhanca do que ocorre no CaP, o CDT também pode ficar oculto ou
jamais vir a se manifestar clinicamente. Existem evidéncias de que os tumores muito
pequenos, chamados de microcarcinomas e definidos pela OMS como carcinomas com até
1 cm de didmetro, possam ter um comportamento diferente de tumores maiores, nao
evoluindo clinicamente. Observac¢do prolongada dos tumores pequenos de tir6ide mostra
que, de fato, estes microcarcinomas podem permanecer estdveis ou mesmo nao evoluir com

o tempo (Ito Y et al ,2004 e 2003).

N

Infelizmente, dados concernentes a incidéncia de microcarcinomas em nosso
meio ainda sdo muito escassos. Um grande estudo nacional em 145.043 autdpsias
realizadas durante um periodo de seis décadas mostrou elevada freqiiéncia de lesdes
tireoidianas (8.38%), das quais a grande maioria foi maligna 68.24% (Bisi et al, 1998). No
entanto, se a semelhanca de outros paises, nossa incidéncia de cancer da tiredide varia entre
0,5 € 0,9% dos homens e 1,9 a 3,0% das mulheres, uma grande parte dos microcarcinomas
detectados por ultra-sonografia, em autdpsias ou em pegas cirurgicas provavelmente nunca
evolui para cancer clinico (Casella e Fusco, 2004). Em trabalhos de nosso grupo,

recentemente publicados, demonstramos que 7,8% de 166 tirdides de autdpsias e 7,2% de
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261 espécimes cirdrgicos obtidos em cirurgia por patologias tiroidianas benignas
apresentavam microcarcinomas (Matos, 2006). Um total de 32 microcarcinomas papiliferos
foi encontrado, com maior incidéncia entre os 30 e 49 anos de idade. Ambos 0s sexos
foram acometidos de maneira similar: 9,3% dos homens e 8,8% das mulheres em material
de autdpsia, e 6,2% dos homens e 7,2% das mulheres em material cirdrgico, sugerindo que

fatores hormonais devam favorecer o subseqiiente aparecimento de lesdes clinicas nas

mulheres (Matos, 2006).

A semelhanca, novamente, do que afirmamos para o CaP, a transformacao
maligna das células do epitélio tiroidiano e a progressdo para o CDT também sido o
resultado de uma série complexa de eventos que sofrem influencia de fatores ambientais e

genéticos (Haas e Sakr, 1997).

1.4.2- Fatores envolvidos na etiopatogenia do cancer de tirdide

O tnico fator clinico, claramente associado a presenga de nédulos malignos e
benignos tumorais na tiredide, € a exposicdo a radiacdo ionizante, particularmente na
infancia (Schlumberger e Torlantano, 2000; Welker e Orlov, 2003; Boone et al, 2003;
Chow et al, 2003; Figge e Wartofsky 1999; Mack et al, 2003; Ron, 1998; Preston-Martin
et al, 2003). O risco de apresentar um ndédulo tiroidiano benigno ou maligno aumentou
quase 10 vezes em criancas de menos de 10 anos expostas a radiacdo proveniente do
bombardeio nuclear de Hiroshima e Nagasaki durante a 2* Guerra Mundial
(Thompson et al, 1994). O risco de desenvolver um tumor tiroidiano apresenta nitida
correlagdo com a dose de radiagdo a qual criancas foram expostas na Bielorissia apds a

explosdo do reator nuclear de Chernobyl (Cardis et al, 2005).

A elevada freqiiéncia de cancer em familiares de pacientes com cancer da
tiredide sugere que um fator hereditario predisponente seja importante, mas ndo ha ddvidas
de que fatores de exposicdo ambiental devam contribuir para o aparecimento de tumores
em determinados individuos e ndo em outros com o mesmo perfil genético (Hall e

Holm, 1998). Mais ainda, as variagdes de incidéncia do cancer da tire6ide em diferentes
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areas geograficas e em diferentes grupos étnicos sugerem que a influéncia de fatores
ambientais no risco do desenvolvimento do cancer esporddico da tirdide seja bastante
importante (Ron et al, 1987; Memon et al, 2002; Haselkom et al, 2003; Mack et al, 2002;
Friedman e Ury, 1983). Assim, por exemplo, em certas regides como no Oriente Médio, o
cancer da tiredide € a segunda neoplasia mais freqiiente entre as mulheres
(Memon et al, 2004). No Kuwait, ele responde por 8% de todos os céanceres
(Memon et al, 2002). Na Nova Caledonia, no sul do Pacifico, atinge 35 casos por 100.000
habitantes (Truong et al, 2005).

O CDT ¢ diagnosticado de 2 a 3 vezes mais freqiientemente em mulheres do
que em homens, sugerindo que hormonios sexuais ou genes ligados ao cromossomo X
possam estar envolvidos na patogenia da doenca (Welker e Orlov, 2003;
Schlumberger et al, 2000; Boone et al, 2003; Chow et al, 2003; Figge, 1999; Mack et al,
2003; Ron , 1996; Truong et al, 2005). Varios compostos estrogénicos t€m efeito direto
sobre células foliculares; alguns podem produzir metabdlitos que reagem com o DNA e,
portanto, poderiam ser carcinogénicos (Furlaneto et al, 2000). No entanto, estudos de
caso-controle em populacdes de mulheres portadoras de cancer papilifero da tiréide nao
identificou o uso de hormonios exdgenos como fator de risco (Rossing M et al, 1998;
Truong T et al, 2005). Entretanto, acredita-se que fatores reprodutivos e/ou hormonais
estdo relacionados a maior incidéncia de tumores tireoidianos entre as mulheres

(Truong T et al, 2005).

O carcinoma folicular € mais comum em regides com aporte insuficiente em
iodo, enquanto que dreas suficientes em iodo apresentam incidéncia muito maior de
carcinomas papiliferos (Welker e Orlov, 2003; Schlumberger et al, 2000;
Boone et al, 2003; Chow et al, 2003; Figge, 1999; Mack et al, 2003; Ron, 1996; Preston-
Martin et al, 2003). O papel do iodo na etiopatogenia do cancer da tiredide pode estar
relacionado com a sua influéncia sobre a expressao de fatores de crescimento, oncogenes
ou genes supressores tumorais sensiveis ao iodo, ou ainda atuando na manutencdo da
estabilidade genética das células foliculares (Eszlinger et al, 2001, 2004,
Vaish et al, 2004).
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Relatos de casos e pequenas casuisticas sugeriram que a presenca de
auto-anticorpos poderiam representar fatores de risco para cancer diferenciado da tiredide
(Stocker et al, 2002; Zardo et al, 1999; Singh et al, 1999). Entretanto, ndo existe evidéncia
de associacdo entre anticorpos destruidores ou estimuladores de tiréide e cancer, em
nenhuma grande série. Ao contrdrio, nossos dados sugerem que anticorpos como TgAb
(anticorpo de tireoglobulina) e TPOAb (anticorpo de peroxidade) possam proteger os
portadores de carcinomas diferenciados da tirdide, proporcionando-lhes melhor evolugao

clinica (Souza et al, 2003).

Sado suspeitos todos os nddulos que crescem rapidamente ou que continuam
crescendo mesmo sob terapia supressiva com levotiroxina, os ndédulos muito duros e
aderidos, os que sdo acompanhados de ganglios cervicais ou de sintomas de compressao
(como dispnéia) ou infiltragdio de outros Orgdos (como rouquiddo ou tosse)
(Welker e Orlov, 2003;; Boone et al, 2003; Chow et al, 2003; Mack et al, 2003; Preston-
Martin et al, 2003; Schlumberger et al, 2000; Figge, 1999; Ron et al, 1996;).

1.5- O gene NAT2

As duas isoenzimas N-acetiltransferase mais importantes sdo NAT1 e NAT2,
sequenciadadas em 1987 e mapeadas no brago curto do cromossomo 8, no locus 8p22,
uma regido aonde hd perda de heterogozidade em tumores humanos (Matsus et al, 1997).
NAT?2 € codificada em uma regido exdnica de 870 pares de bases, com apenas 2 éxons,
expressas em humanos e outras espécies de mamiferos (Vatsis et al, 1995;
Grant et al, 1997; Hein et al, 1997). Um terceiro gene NAT (NAT3) foi identificado em
ratos, porém, pouco € conhecido e ndo parece ter maior importincia no ser humano.

(Kelly, 1994; Fretland et al, 1997).

Aminas aromadticas e hidrazinas (N-acetilacdo) , N-hidroxi-aromdtico e aminas
heterociclicas (O-acetilacdo) sdo exemplos de substratos que, em geral, sdo desativados
(N-acetilag@o) ou ativados (O-acetilacdo) pela NAT1 e/ou NAT2. A atividade enzimdtica

de NAT2 € expressa principalmente no figado e da enzima NATI em tecidos
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extra-hepdticos, porém ainda ndo é totalmente compreendido, a completa relacdo de

ativacdo e desativacdo por estas enzimas nos diferentes tecidos (Hein, 2000).

A N-acetiltransferase 2 (NAT2) é uma importante enzima de fase I (grupo de
enzimas responsaveis pela conjugacdo ou catalizacdo de compostos carcindégenos), cuja
acetilacio cataliza aminas aromaticas heterociclicas (HAA) e nitrosaminas, encontradas
respectivamente em compostos carcindgenos e drogas terapéuticas. Muitas destas drogas
sdo utilizadas na farmacoterapia corrente, como a isoniazida para tuberculose, o dapsona na
Lepna, a procainamida no tratamento de arritmias cardiacas, a sulfametazina em
antibidticos e a cafeina (Evans 1989; Bosh et al, 2006). A primeira observacao feita sobre a
NAT?2 decorreu do tratamento de pacientes com tuberculose com isoniazida em 1952, em
que muitos pacientes respondiam de forma diferente ao tratamento (Hughes et al, 1954).
Formas diferentes de toxicidade a izoniazida foram atribuidas entdo a variabilidade

genética da N-acetiltransferase(Evans e White et al, 1964; Weber e Hein 1979).

A O-acetilacdo pode modular a atividade de muitas drogas e consequentemente
a eficicia destas drogas. Pessoas com uma alta atividade enzimdtica de NAT2 sao
consideradas eficientes metabolizadores e, ao contrario, individuos com baixa atividade

enzimdticas de NAT?2, ineficientes (Rey et al,1998; Weber, 1986).

1.5.1- Os polimorfismos do gene NAT?2

Os polimorfismos nos genes codificadores destas enzimas de acetilacdo sdo as
variantes mais comuns na biotransformacdo de drogas e compostos quimicos como a
benzina, 2-aminofluoreno e a B-naftilamina, presentes em tinta, antioxidantes, pesticidas e
explosivos. A associacdo da toxicidade das drogas ao alto risco no desenvolvimento de
canceres ja foram comprovados por diversos estudos ( Weber e Hein et al., 1985;

Evans, 1989; Meyer et a., 1989).

As aminas heterociclicas que sdo formadas a partir de amino 4cidos, creatina e
polissacarideos, precursores liberados durante o cozimento em altas temperaturas de carnes
e peixes, também demonstraram ser carcindgenos em experimentos com animais

(Sugimura, 1997; Layton et al, 1995).
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Gross estudou a formagao das aminas aromaticas heterociclicas (HAA) a partir
do cozimento de carnes, peixes e bacon e descobriu que varias HAAs eram formadas, como
PhIP, MelQx, 4.8-DiMelQx e AaC, porém a que aparecia em maior concentragao era o
PhIP (Gross et al,1993). Outro estudo demonstrou que este mesmo PhIP, em altas doses
(100 p.p.m), equivalentes a aproximadamente 100kg de carne frita e bem cozida, promovia

cancer em camundongos, principalmente de mama e de célon (Hasegawa et al,1993).

As nitrosaminas encontradas em produtos do fumo, como por exemplo os
hidrocarbonetos policiclicos, demonstraram ser fatores de risco para o cancer de pescogo e
bexiga (Raunio et al,1995). Mas o assunto ainda € motivo de controvérsias, pois outros
autores, tentando correlacionar polimorfismos nos genes CYP1Al, GSTs
(GSTM1, GSTPI1, GSTT1) e NAT2 em 20.938 pessoas que fumavam, ndo conseguiram

encontrar correlacdo entre o consumo de tabaco e cancer ( Smits et al, 2004).

As HAAs sofrem a bioativacdo através da N-oxidagdo pelas enzimas CYP1A2
no figado e CYP1Al e/ou CYPIBI em tecidos extra hepdticos. Os produtos desta
N-oxidagdo serdo as N-hidroxi, que por sua vez irdo sofrer a bioativacdo no figado através
da O-acetilacdo das enzimas NAT (principalmente NAT2) e Sulfotrasferase (SULT). Se
nao houver uma bioativacdo correta destes produtos N-hidroxi, serdo formados {ons
eletrofilicos que se ligam ao DNA formando aductos que causam lesdes no DNA

(Boobis et al, 1994; Leff et al, 1999; Hein et al, 2002).

A expressdo entre os diferentes genotipos, alterados ou ndo, (como € o caso de
NAT2*4) resultam em um fenétipo que pode ser classificado como lento, rdpido ou
intermedidrio, dependendo da sua capacidade de acetilacdo e metabolizacdo dos compostos
aromaticos heterociclicos e nitrosaminas (Vatsi et al, 1995; Deguchi et al, 1990, Mashimo

et al,1992; www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT2.html). Até o ano de 2003,

foram catalogados 36 diferentes tipos de combinacdes entre gendtipos de NAT2
(ver anexo 1) e até o ano de 2002, 26 tipos de combinacgdes entre gendtipos de NAT1
registradas no site oficial correspondente da N-acetiltranferase

www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT?2.html.
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A determinagdo destes fenotipos de acetilacdo € usualmente feito através dos
produtos metabolizados a partir da cafeina (Weimann et al, 2005; Welfare et al, 2000)
(Figura 3).
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Figura 3- Via metabdlica da cafeina em humanos (Weimann et al, 2005).

A leitura é feita utilizando-se a técnica de HPLC (high-performance liquid
chromatography) a partir da urina extraida dos pacientes que receberam posteriormente
uma dose de café forte . A leitura baseia-se na razdo molar dos metabdlitos de CYP1A2 =
(AFMU=1X+1U)/17U (Campbell et al, 1987) e NAT2=AFMU/(AFMU+1X=1U)
(Tang et al, 1991). Para NAT2 a razdo < e =2 0.3 € definida como acetilacdo lenta ou rapida
respectivamente (Berthou et al,1992) e a razdo para a atividade de CYP1A2 € tabulada de
acordo com intervalos que podem ser entre 1.24-2.84, 2.84-4.28 e 4.28-8.27 definindo

como intervalos I, II, III respectivamente (Pavanello et al, 2002).

Introdugdo

58



Geralmente a substituicdo de nucleotideos em regides codificantes do gene
NAT?2 resultam em uma enzima com reducao de afinidade ao substrato, baixa expressado e
instabilidade enzimatica (Hein et al,1994; Grant et al,1997). Por causa de multiplos
mecanismos de reducdo da atividade da N-acetiltranferase estarem associados a varias
substituicdes de nucleotideos presentes nos alelos de NAT2, a defini¢ao dos fendtipos de

acetilacdo € bastante complexa (Cartwright et al, 1982; Cascorbi et al, 1995 e 1999).

Ha atualmente 16 variantes alélicas descritas do gene NAT2. Estudamos 6
destas variantes alélicas (C282T; T481C; G590A; A803G; G857A; G191A) em pacientes
com cancer de tiredide, e 4 deles (T481C; G590A; A803G e G857A) em pacientes com
cancer de prostata. Estes polimorfismos foram escolhidos por serem mais citados na
literatura e apresentarem maior freqiiéncia na maioria dos canceres, apesar de terem
pouquissimos estudos em cancer de tiredide. Restringimos em 4 variantes alélicas a ser
estudado em cancer de préstata, porque ja existem véarios estudos correlacionando o gene
NAT?2 neste tipo de cancer e portanto, selecionamos os mais freqiiéntes (Leff, 1999;

Hamasaki et al, 2003; Srivastava e Mittal,2005 ; Rovito et al,2005; Costa et al, 2005;).

Todas as mutacdes se encontram na regido codificante do gene NAT2 no éxon
2 sendo que, apenas as variantes T481C e C282T sdo uma troca de base do tipo silenciosa,

sendo os demais de tipo sentido trocado ou missense.

O efeito funcional das trocas de bases ( SNP- single nucleotide polymorphisms)
sdo importantes, pois podem alterar a conformacgdo proteica e o acesso de ligacdo e/ou

catalisacdo dos sitios da proteina.

Alguns estudos foram feitos, demonstrando a importancia na atividade
catalitica das principais HAAs ( PhIP e MelQx) , niveis de expressio proteica e
estabilidade proteica das SNPs estudadas, mostrados na tabela 1 (Hein, 2002;
Hein et al, 2006; Fretland et al, 2001; Zhu et al, 2002).
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Tabela 1- Efeitos das SNPs da N-acetiltransferase 2, baseados na NAT2*4 que nao possui

nenhuma variante alélica (Hein 2002, 2006).

O-acetilacido de NAT2

Troca de Quantificacao .
SNP Expressio Estabilidade
aa N-OH-MeIQX  N-OH-PhIP de .
proteica proteica
RNAm

C282T  Nenhum +++ +++ +++ +++ +++
C481T  Nenhum +++ +++ +++ +++ +++
A803G K268R +++ +++ +++ +++ +++
G191A R64Q + ++ ++ + ++ +
G590A R197Q ++ ++ +++ + +
G857A G282E ++ +++ +++ ++ + +

+, 0-35%; ++, 36-70%; +++, >70%

Baixa catalisacdo, reduzindo a O-acetilacdo dos compostos MelQX e PhIP est4

associada as variantes G191A e G590A. A variante G857A diminui apenas a atividade

catalitica da MelQX, sendo os demais ( C282T, C481T, A803G) normais. A baixa

expressdo proteica estd associada as variantes G191A e G590A e a baixa estabilidade
proteica as variantes alélicas G191A, G590A e G857A ( Hein, 2002 ; Hein, 2006; Fretland
et al, 2001; Zhu et al, 2002).

Apesar de alguns estudos ndo encontrarem nenhum efeito funcional para as

variantes alélicas C282T e C481T, Blum encontrou ( Blum, 1991). Estudando também a

importancia funcional destas SNPs com base na comparagdo entre selvagens e mutantes,

ele observou que a mutagdo em C282T causa uma atividade enzimadtica instdvel e que a

mutacdo em C481T acarreta em uma baixa atividade proteica no figado causada pelo

defeito na tradu¢do do RNAm.
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Na maioria dos casos em que hd troca de bases, a atividade enzimatica de
NAT?2 sera alterada, refletindo portanto na catalisacdo e metabolisacio dos compostos e
consequentemente na alteracdo do seu fendtipo (rdpido, lento e intermedidrio)

(vide anexo 1,Grant DM et al., 1997; Blum M et al., 1991).

Os gendtipos 5%,6% e *7 sdo os responsdveis pela maior ineficiéncia
metabdlica em caucasianos e orientais. A frequéncia génica de *5, *6 e *7 sdo 44.2%,
25.6% e 11.2%, respectivamente, em caucasianos (Agundez, 1996, Lin, 1994) e 6.0%,
30.5% e 11.2%, respectivamente, em chineses (Xie et al, 1997).

1.5.2- Os polimorfismos do gene NAT2 e o risco de cancer

Importantes fatores carcinogenicos requerem a bioativacdo ou a inativacio
pelas enzimas de fase II. Estudos feitos com algumas destas enzimas de fase Il (NAT, CYP
e GST) mostram um risco potencial no desenvolvimento de vdrios tipos de cancer,
sugerindo que os polimorfismos de genes codificadores destas enzimas possam servir como
possiveis marcadores moleculares de risco (Wadelius et al, 1999; Murata et al, 2001;

Kote-Jarai et al, 2001).

Nés demonstramos em trabalhos anteriores que GSTT1, GSTM1, GSTP1, mas
nio GSTOI sdo marcadores de risco para cancer de tiredide (Morari et al, 2002;

Granja et al, 2004; Granja et al, 2005).

Acetiladores rdpidos demonstraram ser mais propensos a apresentarem cancer
de figado, célon (Turesky et al, 1991), carcinoma hepatocelular (Huang et al, 2003), e
cOlon retal (Gil et al , 1998) e linfomas malignos (William et al., 2004).

Acetiladores lentos demonstraram ser mais propensos a apresentarem cancer
uropitelial (Katoh et al, 1999; Inatomi et al, 1999), boca ( Katoh et al, 1998), prostata
(Hamasaki et al, 2003), cdlon retal (Chen et al, 1998) e bexiga (Cartwright et al, 1982).
Pacientes com lifomas Nao-Hodgkin’s também possuem prevaléncia maior de acetilagao

lenta (Zahn e Blair,1992). A acetila¢do rapida produz menos residuos mutagénicos na urina
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do que a acetilagdo lenta, especialmente se o CYPIA2 estiver com a sua atividade de

metabolizacao inalterada ( Pavanello et al, 2002).

A propor¢do de pessoas com fendtipo de acetilacdo ripida e lenta varia
consideravelmente dependendo da etnia e origem geografica (Weber e Hein, 1985; Evans,
1989; Garte et al, 2001). Um exemplo disso é que 5% dos canadenses esquimds, mas 87%
dos egipicios € 90% dos marroquinos apresentam o fendtipo de acetilagdo lenta. Na
populacdo européia, 40 dos 70% possuem a acetilagdo lenta, jJ4 em japoneses a taxa de

acetiladores lentos € de apenas 10% ( Ohsako e Deguchi, 1990; Deguchi et al, 1990).

1.6- Os polimorfismos do gene NAT2 como marcadores moleculares de

susceptibilidade

O cancer de tiredide se assemelha ao da préstata em varios aspectos. Ambos
possuem nitida relacdo com o sexo e fatores hormonais e ambos possuem uma forma

nao-clinica de elevada prevaléncia.

Uma revisdo feita por David W Hein sugeriu que a genotipagem de NATI e
NAT2, baseada nos polimorfismos que modulam a acetilagio pode ser um valioso
marcador molecular de risco para o cancer de bexiga, célon retal, mama, garganta, cabeca,
pescoco e prostata (Hein et al, 2000). Contudo ainda ndo ha estudos relacionando o gene
NAT2 ao cancer de tiredide (dltimo acesso ao PubMed em 10/06/20006). Tampouco

existem estudos, de nosso conhecimento, de NAT?2 na populagdo brasileira.

Sabemos que a populagdo brasileira é bastante miscigenada e que o fator étnico
e geografico pesa bastante na modulacdo de risco a certos tipos de canceres, independente
do tipo de marcador molecular de predisposicdo ao cancer a ser escolhido. Garte e
colaboradores estudaram a freqiiéncia de alguns genes polimoérficos responsaveis pela
metabolizacdo de carcinégenos (CYP1A1l, CYP2EI, CYP2D6, GSTM1, GSTTI1, NAT?2,
GSTP e EPHX) em 15000 controles em diferentes grupos étnicos como caucasianos,

asidticos e africanos. Nao encontraram diferencgas entre idade e sexo, porém, demonstraram
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que o fator étnico e geografico € um fator importante nas diferentes frequéncias alélicas

(Garte et al, 2001).

O estudo dos polimorfismos de NAT2 na populacido brasileira da regido de
Campinas, em pacientes portadores de cancer de tiredide e prostata, pode ser de grande

valia como um possivel marcador de predisposi¢do a estes tumores.
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2- OBJETIVOS
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= Inferir os gendtipos e fenoétipos dos polimorfismos de NAT2 na populagao
brasileira da regido de Campinas.

= Comparar a prevaléncia dos polimorfismos NAT2 entre pacientes com
cancer da tiredide e préstata na populacdo geral da regido de Campinas.

= Investigar a correlacdo entre tais perfis genotipicos e a suscetibilidade ao

cancer de tiredide e de prostata.
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3- CASUISTICA E METODOS
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3.1- Pacientes

Todos os pacientes foram inscritos no estudo, apds concordarem em participar
do mesmo e assinarem o Termo de Consentimento Informado, conforme as normas do

Comité de Etica em Pesquisa da FCM/ Unicamp.

Os pacientes com tumores tireoidianos selecionados para este estudo foram
consecutivamente atendidos na Disciplina de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da
Unicamp durante os anos de 2001 a 2005, no Ambulatério de Cancer da Tirdide, sob
coordenacgdo da Profa. Dra. Ligia Vera Montalli da Assumpc¢ao. Os pacientes portadores de
doenca prostitica selecionados para este estudo foram consecutivamente atendidos no
Ambulatério de Urologia do Hospital Irmaos Penteado e Irmandade de Misericordia de

Campinas, durante os anos de 2002 a 2005.

Todos os pacientes de doenca tireoidianas seguem um protocolo padrdo
implantado ha mais de 25 anos no Ambulatério de Cancer da Tirdide, e possuem uma ficha
da qual constam, além dos dados de identificacdo, a idade ao diagnédstico, sexo, cor, dados
clinicos pré-cirtrgicos, exposicdo a agentes ambientais, dieta, fumo, atividades fisicas, uso
de medicamentos e drogas, exames realizados (ultra—som, cintilografia da tir6éide, bidpsia
aspirativa), dados referentes a cirurgia e dados do exame andtomopatolégico (medida do

tumor, tipo histolégico, grau de diferenciacdo, presenca de linfonodos metastaticos).

Nenhum dos pacientes possuia histérico de exposicdo acidental ou médica a
radiacdo ionizante. Todos os dados, incluindo os diagndsticos de outras doencas

concomitantes, foram confirmados nos prontudrios dos pacientes.

Todos os individuos que procuram o Ambulatério de Cancer da Tiredide com
diagnodstico de carcinoma da tiredide ou a suspeita do mesmo na citologia da pungdo
aspirativa, realizada com agulha fina sdo tratados de acordo com um protocolo padrdo.
Todos os pacientes sdo submetidos a tiroidectomia total ou parcial. Os pacientes com
diagnostico pré-operatério de nodulos mestastaticos no pescogo ou nos quais ganglios
suspeitos sdo visualmente identificados no intra-operatério sdo submetidos a disseccdo

regional do pescogo. Utilizou-se como critério para estadiamento a classificagdo proposta
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por De Groot (De Groot et al, 1995). Esta classificagdo baseia-se no cldssico método do
TNM, isto é, no tamanho do tumor (T), acometimento de nddulos cervicais (N) e
metastases a distdncia (M), mas leva em conta a idade, classificando de forma diferente os
pacientes abaixo e acima dos 45 anos. Esta classificacido considera no estadio 1 os pacientes
em que o tumor é de foco tinico ou multiplo, mas restrito a tiréide; estadio 2 aqueles em
que o tumor apresenta acometimento restrito a ganglios cervicais; no estadio 3, o tumor
apresenta metdstases restritas a regido cervical; no estadio 4, o tumor apresenta metastases a

distancia (ver Tabela 2).

Tabela 2- Critérios clinicopatoldgicos utilizados no estadiamento dos Carcinomas

Diferenciados da Tir6ide pelo sistema do Estadio.

Idade < 45 anos Idade > 45 anos
Estadio I Qualquer T, qualquer N, MO T1, NO, MO
T2, NO, MO
Estadio IT
T3, NO, MO
Qualquer T, qualquer N, M1 T4, NO, MO
Estadio I1I
Qualquer T, N1, MO
Estadio IV Qualquer T, qualquer N, M1
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Um resumo das caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes com patologias

tiroidianas incluidos neste estudo esté representado na tabela 3.

Tabela 3- Distribuicdo dos pacientes com cancer de tire6ide de acordo com histologia ,
idade, sexo, etnia, histérico de doencas prévias tireoidianas (TH-tiroidite de
Hashimoto; G-Graves), hdbito de fumar, estadiamento (presenga de linfonodo

acometido e metastase a distancia) e seguimento

ESTADIAMENTO
CARACTERISTICAS CLINICAS (Metistase ao SEGUIMENTO
< diagnostico)
(o=
g
q “
o 2 5 E P
a & © = 8 = g g 8 8
o Q e s - =) 5} o 9 9«
= <= A= = = = < £ 3
[} [ T) 5] < 2 @Y a
= N A § = 2 7z E %
M F B ) = S A 8 S E
B £ -
(=]
Carcinoma (8) TH
4275 16 96 98 14 27 22 4 13
Papilifero 5)G
Carcinoma
46.25 2 25 20 7 0 4 1 4 5
Folicular

Os pacientes com doenga prostdtica responderam a um protocolo de perguntas
(Anexo 2), aplicado pelo Dr. Maciel de Lima Jr, e tiveram confeccionada uma ficha
contendo os dados clinicos necessdrios para esta pesquisa, os quais foram comparados com
os respectivos dados dos prontudrios médicos, como anatomopatoldgico, idade de
aparecimento do tumor, tipo histolégico do tumor, valores do PSA, toque retal, Gleason,
estadiamento clinico e tratamento. O questiondrio incluia a avaliacdo do estilo de vida,
como histdéria ocupacional e profissional, habito dietético, consumo de drogas, dlcool e

tabagismo.
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Todos os pacientes prostaticos foram submetidos a um mesmo protocolo de

investigacdo que incluia dados clinicos (histéria clinica, exame fisico geral, exame

urolégico incluindo toque prostatico), laboratoriais (exames hematolégicos gerais, urina I,

antigeno prostatico especifico (PSA) e fostatase alcalina) e de imagem (ultra-som transretal

da prostata, cintilografia 6ssea, tomografia computadorizada do abdome/pelve e radiografia

de térax). Utilizou-se como critério para estadiamento a classificacdo proposta pela Unido

Internacional Contra o Cancer e denominada de T.N.M. (Tumor, Nédulo, Metastase)

(SOBIN e Fleming, 1997). Um resumo das caracteristicas destes pacientes estd apresentada

na tabela 4.

Tabela 4- Distribui¢do dos pacientes de acordo com a histologia, caracteristicas clinicas,

PSA, Gleason, Estadio T, tabagismo (F: fumantes, NF: Nao fumantes), presenca

de metdstase ao diagndstico, recorréncia e/ou metdstase a distancia durante o

seguimento e /ou morte.

Metastase ao Caracteristicas
Diagnéstico Seguimento
diagnéstico Clinicas
PSA Gleason Estadio T Tabagismo
— ) Recorréncia
[ [ [}
™ 3 § & 5
T1 g £ < Nao .
<4 410 >10 26 7-10 = ¥ Z Fumantes e/ou metastase
T2 14 = =) fumantes
34
~ 14 49 59 72 45 94 18 27 38 58
@) (7 mortes)
ﬁ 60 22 4 0 0 0 0 0 0 32 53 0
==
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3.1.1- Controles

Os controles foram obtidos através do recrutamento de acompanhantes de
nossos pacientes, desde que ndao fossem parentes em primeiro ou segundo grau, pessoas
envolvidas na manuten¢do e limpeza da nossa Faculdade de Ciéncias Médicas, voluntarios
recrutados entre o pessoal dos laboratérios de pesquisa, seus parentes, vizinhos e doadores

de sangue.

Os controles dos pacientes com cancer de prostata foram portadores de
hiperplasia prostatica benigna (HBP), confirmada por bidpsia transretal ou por exame de
peca cirurgica RTU ( resseccdo transuretral da préstata), além de niveis de PSA e toque

retal.

Para obtermos um grupo controle compardvel com o dos portadores de
neoplasia tireoidiana, selecionamos 3 mulheres para cada 2 homens jd que o cancer de
tiréide € mais freqiiente em mulheres que em homens. Todos os controles, assim como o0s
pacientes com patologias tireoidianas ou prostéticas, foram classificados em brancos e
nao-brancos. Dados das condi¢des de saude e histéria médica com énfase em patologias
tireoidianas anteriores ou correntes foram obtidos por entrevista usando um questiondrio
padrdo. O uso de determinados alimentos foi cuidadosamente avaliado, em particular o uso
dos alimentos bociogénicos como o0s vegetais contendo glucosideos cianogénicos
(muitas formas de repolho, couve-flor, brécolis e outros membros da familia dos
cruciferos). Também se questionou o uso de drogas que podem interferir na fungdo
tiroidiana, assim como o uso de outras medicacdes para doengas concomitantes, consumo
de dlcool e habitos tabagistas, incluindo a dura¢do do tabagismo, o inicio do hébito, a
quantidade de cigarros e a data de abandono do habito. Individuos com histéria prévia de
doenca tiroidiana, exposi¢do a radiacdo ou outros antecedentes de malignidade foram

excluidos do estudo.
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3.1.1.1- Prostata

Foram incluidos 101 controles com hiperplasia prostatica benigna (HBP), com
idade média de 64,70 anos (minimo de 40 e maximo de 84 anos de idade). O total de
pacientes com CaP foi de 126 casos com média de idade de 69.80 anos (minimo de 52 e
méaximo de 92 anos de idade). Todos os casos tiveram a histopatologia confirmada. Na
Tabela 5 resumimos as caracteristicas clinicas, os pardmetros de agressividade ao
diagndstico e o seguimento dos pacientes. As caracteristicas demograficas e de estilo de
vida de ambos os grupos, incluindo o consumo de dlcool, carne vermelha, vegetais e

exercicios fisicos, foram similares.

Os pacientes foram agrupados apenas em nao fumantes e fumantes para fins
estatisticos ja que os dados relativos a nimero de cigarros fumados e tempo de uso de
cigarro foram considerados pouco confidveis. Também foram classificados grosseiramente
em brancos e nao-brancos devido a grande dificuldade na caracterizacdo étnica de nossa
populacdo. Assim, o dado correspondente era obtido através da auto descricdao do paciente,

que se considerava branco ou nao, confirmada pelo observador.

3.1.1.2- Tirebide

Utilizamos o material coletado de 139 pacientes com diagndstico de nddulos
tireoidianos malignos (112 carcinomas papiliferos e 27 carcinomas foliculares) com média
de 43.43 anos (minimo de 8 e maximo de 87 anos de idade) e 179 controles com média de
idade de 47 anos (minimo de 13, méaximo de 86 anos de idade. Patologistas experientes da
Unicamp, capitaneados pela Profa Dra Patricia Sabino Matos, especialista em Patologia
Enddcrina do Departamento de Anatomia Patologica da FCM/Unicamp, confirmaram todos
os diagndsticos. Na Tabela 4, resumimos as caracteristicas clinicas, os parametros de

agressividade ao diagndstico e o seguimento dos pacientes.
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3.2- METODOS
3.2.1- Extracdo de DNA

Foi extraido o DNA total de todas as amostras por meio de protocolo adaptado
pelo nosso laboratério utilizando o método do fenol-cloroférmio, em que as hemadcias sao
desprezadas, os leucdcitos lisados e o DNA separado dos restos celulares. Apds a extragao

o DNA foi quantificado através de espectrofotometria e armazenado em “freezer” a —20° C.

3.2.2- PCR

As amostras foram submetidas a reagdo de PCR (polymerase chain
reaction — reacdo em cadeia da polimerase) por dois pares de “primers”, em razao da grande
extensdo do fragmento a ser amplificado. As reacdes utilizam 50 ng de DNA da amostra,
50 mM de MgCL,, 10 mM de dNTP, 10 pmol de cada “primer” (forward e reverse), 10x
PCR buffer (de acordo com o protocolo do fabricante) e 1 unidade de taq DNA polimerase
(cultivada e extraida no laboratério).O termocilador utilizados para ambos os primers foi o

Perkim.

O primer 1, foi desnaturado a 95°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de
95°C/0:45 segundos, 60°C/0:45 segundos e 72°C/0:45 segundos. A temperatura final de

extensao foi de 72°C por 10 minutos e 4°C oo .

O primer 2, foi desnaturado a 95°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de
95°C/0:45 segundos, 61°C/0:45 segundos e 72°C/0:45 segundos. A temperatura final de

extensdo foi de 72°C por 10 minutos e 4°C o .

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
2% e corados com brometo de etideo para visualizacdo sob luz ultravioleta. Tabela 5
demonstra os pares de primers utilizados para a amplificacio do gene NAT2

(f- primer forward; r primer reverse).
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Tabela 5- Primers a e b do gene NAT2:

Gene NAT2

PRIMER SEQUENCIA 5°-3° FRAGMENTO
NAT2 (a) f CATGGAGTTGGGCTTAGAGGC 364
NAT2 (a) r ACTGCTCTCTCCTGATTTGGTCC
NAT2 (b) f ATCAGCCTCAGGTGCCTTGC 491
NAT2 (b) r GAGTTGGGTGATACATACACAAGGG

3.2.3- Enzima de Restricdo

Os principais polimorfismos ja descritos em NAT2 sdao 16. Estudamos seis
destes polimorfismos que sdo descritos com maior frequéncia na literatura e que nos
permitem genotipar e fenotipar individuos de acordo com fenétipo reportado na literatura e
que ja foram descobertos pela técnica de HPLC. A Tabela 6 mostra os polimorfismos

estudados no cancer de tiredide e as respectivas enzima utilizadas:

Tabela 6- Polimofismo estudado no CDT

TEMPERATURA
POLIMORFISMOS ENZIMA _
DA RESTRICAO
1. C282T 1. BseGI 55°C/16hrs
2. T481C 2. Kpnl 37°C/ 16hrs
3. G590A 3. Taql 65°C/16hrs
4. A803G 4. Ddel 37°C/ 16hrs
5. G857A 5. BamHI 37°C/ 16hrs
6. GI91A 6. Hpall 37°C /16hrs
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Restringimos em apenas 4 polimorfismos (2, 3, 4 e 5) o estudo feito com cancer
de préstata por serem mais citados na literatura e apresentarem maior freqii€ncia neste tipo
de céncer ( Srivastava & Mittal ,2005 ; Rovito er al,2005, Hamasaki et al, 2003;
Costa et al, 2005).

3.2.4- Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada, utilizando o software SAS
(Statistical Analyses System), versdo 8.1, Cary, NC, USA, 1999-2000. Testes exatos de
qui-quadrado (xz) e o teste exato de Fisher (F) foram usados para examinar a
homogeneidade entre os casos e os controles com relag¢do a raga, cor, doengas tireoidianas
prévias, uso de medicacdes e fumo. A comparagdo entre o estadiamento dos carcinomas
papiliferos e foliculares e de cancer de prostata, foi realizada, usando-se o teste exato de
Fisher. O teste de Kruskal-Wallis (KW) foi usado para comparar a idade entre os grupos.
Os testes de Mann-Whitney ou Wilcoxon foram usados para comparar a idade entre
diferentes grupos genotipicos. O odds ratio (OR) e o coeficiente de intervalo de 95%
(confidence interval -CI) permitiram estimar a forca de associacdo entre cada varidvel e o

comportamento benigno ou maligno.

Utilizamos uma andlise de regressdo logistica para avaliar os efeitos dos
gendtipos, depois de ajustados para idade, sexo, cor, fumo, consumo de dalcool ou
medicamentos na determina¢@o de risco para malignidade e na determinacdo da resposta
terapéutica e evolu¢do a longo prazo. As interacdes entre as varidveis ambientais e 0s
gendtipos também foram avaliados. Todos os testes foram realizados com p=0,05 como

nivel de significancia.
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4- RESULTADOS
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4.1- Analise dos resultados

Fragmentos amplificados apartir da reacdo em cadeida da polimerase (PCR) do
gene NAT2.

364bp 491bp

Figura 4- Primers NAT2 (a) Figura 5- Primers NAT2 (b)

Na figura 4 as amostras foram amplificadas com os primers NAT2 (a) forward
e reverse e na figura 5 as mesmas amostras foram amplificadas com os primers NAT2 (b)

forward e reverse.

Os primers amplificaram duas regides (364 e 491pb) que se sobrepdem,
facilitando o sequenciamento das extremidades dos fragmentos. Estes fragmentos
amplificados foram entdo submetidos ao sequenciamento direto. Os cromatogramas obtidos
(figura 6) foram analisados e suas sequéncias comparadas a original do gene NAT?2,

depositada no GenBank (GI: NM_000015).
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¥ Chromas - Gemoca - Patricias11

File Edt Optians Help

File: 28 Sequence Name: Gernoca - Patricia/1l - Run ended: Feb 20, 2004

140 150 160 170 180 190
CATGGT TCACCTTETCCTGLCAGGT GAC CAN TOGACGGCL GOAATTACATTGTC GATGE

(W k‘ ‘ "Mﬁ I‘L I 'l N M it

Kl

Figura 6- Sequenciamento automdtico: na base 168 observa-se a leitura de 2 bases

simultaneamente, indicando um polimorfismo.

Resultados
84



Tabela 7- Sequéncia do gene NAT2 (retirada do gene bank), os primers utilizados e as

trocas de bases detectados durante o sequenciamento automatico.

1 tgagatcact tcccttgeac agtttggaag ggagagceact ttattacaga ccttggaage

61 aagaggattg cattcagcct agttcctggt tgctggccaa agggatcatg gacattgaag

121 catattttga aagaattggc tataagaact ctaggaacaa attggacttg gaaacattaa

181 ctgacattct tgagcaccag atccgggctg ttccctl]ga gaaccttaac atgcattgtg

241 ggcaagc ta tttttgatca cattgtaaga agaaac

301 gtgggtggte tctccaggtc aatcaacttc tgtactgggc tctgaccaca atcggtttte

361 agaccacaat gttaggaggg tatttttgla tcectecagt taacaaatac agcactggea

421 tggttcacct tctectgeag gtgaccaltg acggcaggaa ttacattgtc gatgctgget

481 ctggaagctc cteccagatg tggcagectc tagaattaat ttctgggaag g_

541 -attttctgc ttgacagaag agagaggaat ctggtacI1g_

601 _atattaca aacaaagaat ttcttaattc tcatctcctg ccaaagaaga

661 aacaccaaaa aatatactta tttacgcttg aacctclaac aattgaagat tttgagtcta

721 tgaatacata cctgcagacg tctccaacat cttcatttat aaccacatca ttttgttect

781 tgcagacccc agaaggggtt tactgtttgg tggocttcat cctcacctat agaaaattca
841 attataaaga caatacagat ctggtlgagt ttaaaactct cactgaggaa gaggttgaag

901 aagtgctgal aaatatattt aagatttcct tggggagaaa tctegtgecc alacctggtg

961 Ltglatccct tactatttag aataaggaac aaaataaa_
1021 .actaatt atcaacttat gtgctatcag atatcctctc taccctcacg ttattttgaa
1081 gaaaatccta aacatcaaat actttcatcc ataaaaatgt cagcatttat taaaaaacaa
1141 taacttttta aagaaacata aggacacatt ttcaaattaa taaaaataaa ggcattttaa
1201 ggatggcectg tgattatctt gggaageaga gtgattcatg ctagaaaaca tttaatattg

1261 atttattgtt gaattc
_ - detectada em nossos dados preliminares

A regido total amplificada delimita no minimo 12 muta¢des pontuais
importantes na regido do NAT2. A andlise dos 43 casos estudados através do
seqlienciamento direto mostrou que havia em todas as amostras um grande nimero de

mutagdes ndo-descritas.
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Assim, resolvemos modificar nossa estratégia, e passamos a estudar os 6
polimorfismos que a literatura reporta com maior freqiiéncia e que possibilitam o

reconhecimento fenotipico.

As figuras abaixo, sdo os géis de agarose a 3% exemplificado os resultados
obtidos pelo uso das enzimas de restricio através do produro da PCR descritas

anteriormente.

364bp
222bp
141bp

L1 23 456 7

Figura 7- Polimorfismo C282T: BseGI. Gel de agarose 3% mostrando os fragmentos de
364pb, 222pb e 141pb utilizando a enzima Bse GI. Os casos 1,4, 6 ¢ 7 sdo
homozigotos normais possuindo apenas os fragmentos de 222pb e 141pb ; os
casos 3 e 5 possuem o polimorfismo em heterozigose possuindo apenas os
fragmentos de 364pb, 222pb e 141pb e o caso 2 um homozigoto mutante com

apenas o fragmento de 364pb.
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Figura 8 Figura 9

364bp
315bp

L1 2 3 4 5 6 7 L1 2 3 4 5 6 7

Figura 8 e 9- Polimorfismo G191A: enzima Hpall

Gel de agarose 3%: na Figura 8, as amostras 1 a 5 sdo individuos homozigotos
normais e apresentam um fragmento de 315pb e um de 50pb, as amostras 6 e 7 sdo
individuos homozigotos mutantes e apresentam apenas um fragmento de 364pb,. Ja na
Figura 9, as amostras 1, 3 a 7 s@o individuos homozigotos normais e a amostra 2 um
individuo heterozigose com fragmentos de 364pb e 315pb(as bandas de 50 pb, visiveis no
gel da figura 9 ndo sdo visualizadas no gel da Figura 8, no entanto este fato ndo influéncia

na analise dos resultados).
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Figura 10

491pb
434bp

Figura 10- Polimorfismo T481C: enzima Kpnl

Gel de agarose 3%: as amostras 1, 2, 5 e 6 individuos heterozigotos que
apresentam fragmentos de 491pb e 434pb e. A amostra 3, individuo homozigoto normal
com apenas um fragmento de 491pb, e as amostras 4 e 7 sdo amostras de homozigotos

mutantes com fragmentos de 434pb .
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Figura 11

335bp
169bp
155bp

Figura 11- Polimorfismo G590A: enzima Taql

Gel de agarose 3%: as amostras 1, 2, 4, 6 e 7 apresentam fragmentos de 165pb,
169pb e 155pb (por serem muito proximas, ndo sdo diferenciadas entre si), indicando um
homozigoto normal. As amostras 3 e 5 apresentam bandas de 335pb e 155pb, indicando a

presenca do polimorfismo.
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Figura 12

345bp

135bp
122bp

Figura 12- Polimorfismo A803G: enzima Ddel

Gel de agarose 3% : Apenas a amostra 7 apresenta os fragmentos de 345bp e
135bp, individuo homozigoto normal. As amostras 1,2,3,5 e 6 apresentam os fragmentos
de 345pb, 135pb e 122bp , individuos heterozigotos. A amostra 4 apresenta fragmentos de,

345pb e 112pb, indicando um homozigoto mutante .
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Figura 13 Figura 14

4914bp
432pb

58bp

L 12 3 4 5 6 7 L 1 2 3 45 6 7

Figura 13 e 14- Polimorfismo G857A: enzima BamHI

Gel de agarose 3%: a amostra 1 da Fig.13 apresenta fragmentos de 491pb,
432pb e 58pb, indicando a presenga do polimorfismo em heterozigose. As amostras 2 4 7
da Fig 13 e 14, apresentam fragmentos de 432pb e 58pb, indicando um homozigoto
normal. Apenas a amostra 1 da fig.14 é um individuo homozigoto mutante possuindo

apenas um fragmento de 491pb.
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4.2- Pacientes com cancer de prostata

Nao houve diferenca estatistica entre os pacientes com CaP e os controles com
HPB em relagdo respectivamente a idade (média de 64+11 anos e  69+8), raca
(82% brancos e 18% nao brancos X 80% brancos e 20% nao brancos), fumantes e nio
fumantes (62% fumantes e 38% ndo fumantes X 60% fumantes e 40% ndo fumantes). As
caracteristicas demogréficas e habitos alimentares em ambos os grupos, incluindo o
consumo de dlcool, carne vermelha, vegetais e alimentos gordurosos foram similares, assim
como os fatores sociais e a prdtica de exercicio. Contudo, os pacientes com cancer de
préstata, eram mais frequentemente individuos com idade acima de 60 anos (89% dos
casos), enquanto que dos pacientes com hiperplasia prostatica benigna apenas 31% estavam
na faixa acima dos 60 anos de idade (x2=14.84; p<0.001). Como esperado, os niveis de
PSA foram mais elevados em pacientes com CaP (30+74) do que nos pacientes com HBP
(3+£3) (MW;p<0.001). A maioria dos casos (83%) apresentava-se, ao diagndstico, com
nédulo localizado e tinham tumores com moderado grau de diferenciagao

(Gleason de 2-6=62% dos casos).

A Tabela 8 mostra a distribuicdo das variantes alélicas dos 101 pacientes com
HPB e 126 com CaP em relacdo aos 4 polimorfismos estudados, bem como a comparagao
estatistica entre os grupos, considerando-se sempre o gendtipo selvagem como referéncia
de normalidade. Freqii€ncia, porcentagem, valor de p, OR e 95% de intervalo de confianga,

obtidos por regressdo logistica apds ajuste para idade, sexo e cor:
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Tabela 8- Distribuicao das varintes alélicas de CaP x HBP

Ca. Prostata HBP Odds ratio
Variantes alélicas P
N % N % (95%CT)
o Selvagem 50 39.68 24 23.76 2.115
= 0.0152
) polimérfico 76 60.32 77 76.24 (1.155-3.872)
< Selvagem 86 68.25 59 58.42 1.385
g 0.2617
3 polimérfico 40 31.75 42 41.58 (0.784-2.445)
o Selvagem 68 54.40 41 40.59 1.973
@ 0.0186
z polimérfico 57 45.60 60 59.41 (1.120-3.474)
< Selvagem 102 81.60 95 94.06 4.095
> 0.0044
& polimérfico 23 18.40 6 5.94 (1.551-10.812)

Observamos que mutacdoes pontuais de tipo NAT2T481C (76.24%) e
NAT2A803G (59.41%) apareceram com maior freqiiéncia entre os pacientes controles,
com HBP, do que nos CaP (60.32% e 45.60%, p=0.0152 e 0.0186, respectivamente). Ao
contrario, NAT2G857A foi mais freqiiente entre os pacientes com CaP (18.4%) do que os
controles com HBP (5.94%; p=0.0044). Assim, a presenca do polimorfismo NAT2T481C
reduz o risco de CaP (OR=2.115; 95%C.I=1.155-3.872). Da mesma forma a presenca do
polimorfismo NAT2A803G reduz o risco de CaP (OR=1.973; 95%C.I=1.120-3.474;
p=0.0186). Ao contrario, a presenca do polimorfismo G857A aumenta o risco para CaP até

4.0 vezes ( OR=4.095; 95%C.1=1.551-10.812).
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A Tabela 9 mostra a distribui¢do genotipica e fenotipica dos 126 pacientes com
CaP e 101 pacientes com HPB, bem como a comparagdo estatistica entre 0s grupos

considerando os gendétipos combinados:

Tabela 9- Distribuicio genotipica e fenotipica de CaP X HBP

Ca. Prostata HBP 0Odds ratio
Genétipo P
(95%CI)
N % N %
1.354
NAT2*11 A 21 16.67 13 12.87 0.4596
(0.6410-2.859)
0.8854
NAT2*12 A 18 14.29 16 15.84 0.8519
(0.4262-1.839)
0.5541
NAT2*12C 16 12.70 21 20.79 0.1075
(0.2720-1.129)
2.209
NAT2%4 13 10.32 5 4.95 0.2156
(0.7600-6.420)
2.426
NAT2*6B 1 0.79 0 0 1.0000
(0.09771-60.247)
0.5941
NAT2*6E 17 13.49 21 20.79 0.1559
(0.2945-1.199)
22.162
NAT2*7 A 12 9.52 0 0 0.0007
(1.295-379.31)
24.145
Acetilacio lenta 13 10.31 0 0 0.0007
(1.416-411.63)
0.9806
Acetilacdo rapida 68 53.96 55 54.45 1.0000
(0.5797-1.659)
0.8686
Desconhecidos 28 22.22 25 24.75 0.7525

(0.4686-1.610)

Genotipos de acetilacdo rapida: NAT2*11A+ NAT2*12A+ NAT2*12C+ NAT2*4
Genotipos de acetilacdo lenta: NAT2*6B + NAT2*6E+ NAT2*7A.
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Em 53 casos (28 CaP e 25 HBP), os fendtipos nao puderam ser deduzidos com
base nas combinagdes entre as variantes alélicas que caracterizam as combinagdes
genotipicas presentes nos pacientes, ja que ndo existiam na base de dados que compila
todos os gendtipos registrados: Human NAT2 Alleles Nomenclature Web Page

(http://www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT.html).

O fendtipo de acetilagdo lenta NAT2*7A foi observado em 12 pacientes com
CaP (9.52%), mas ndo apareceu em nenhum paciente controle de HBP (p=0.0007).
Resultado semelhante também foi encontrado no genétipo NAT2*6B de acetilacdo lenta
que ocorreu em apenas 1 caso de CaP e em nenhum paciente controles de HBP. Assim, a
presenca de um fenotipo de acetilagdo lenta aumentou o risco para cancer de prostata em

24 vezes (OR=24.145;95%CI=1.416-411.63).

Nao conseguimos encontrar correlacdo entre fumo, dieta e agressividade de
tumor (Gleason) com nenhum dos gendtipos estudados. Também analisamos a correlagdo
entre os diferentes gendtipos encontrados em CaP com a idade do diagndstico, parametros
de agressividade do tumor como o escore de Gleason, estadio e os niveis de PSA, sem

encontrar qualquer associacao.

4.3- Pacientes com céincer de tireoide

Também ndo houve diferenca estatistica entre os pacientes com CDT e os
controles em relagcdo a idade (43,43 versus 46,94 anos), cor (84,89 % brancos e 15,10 %
nao-brancos versus 79,32 % brancos e 20,67 % nao-brancos), habito de fumar (26,72 %
fumantes e 73,27% ndo-fumantes versus 25,59 % fumantes e 74,40% ndo-fumantes). As
caracteristicas demograficas e o estilo de vida dos individuos incluidos nos 2 grupos, o dos
pacientes e o controle, também foram iguais, incluindo o consumo de dlcool, carnes
vermelhas, vegetais e gorduras, educagcdo e atividades fisicas. O envolvimento de
linfonodos ao diagndstico foi mais frequente nos casos de CP (39%) do que nos CF (6%)
(X% p<0.05). Entretanto, estes ultimos apresentavam metastases 4 distancia ao diagndstico

com maior frequéncia (53%) do que os CP (16%) (Xz; p< 0.02). Nao houve diferenca
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significativa em relacdo aos parametros de seguimento, embora tenham se observado

metastase a distancia e/ou recorréncia em 50% dos CF contra 30% dos CP (XZ; p=0.13).

A Tabela 10 mostra a distribuicdo das seis variantes alélicas estudadas em
pacientes com CDT versus controles, bem como a comparacao estatistica entre 0os grupos.
Freqiiéncia, porcentagem, valor de p, OR e 95% de intervalo de confianca, obtidos por
regressao logistica ap0ds ajuste para idade, sexo e cor, de 139 casos de CDT e 179 controles,

considerando-se sempre o genotipo selvagem como referéncia de normalidade.

Tabela 10- Distribuicdo das varintes alélicas de CDT X Controles

CaTireoide Controles Odds ratio
Variantes Alélicas P
N % N % (95%CI)

O selvagem 47 33.81 58 32.40 0.938

= 0.7905
= polimérfico 92 66.19 121 67.60 (0.586-1.502)

< selvagem 86 61.87 95 53.07 0.697

S 0.1166
3 polimérfico 53 38.13 84 46.93 (0.444-1.094)

o selvagem 74 53.24 122 68.16 1.880

g 0.0069
Z polimérfico 65 46.76 57 31.84 (1.189-2.973)

< selvagem 129 92.81 165 92.18 0914

> 0.8346
& polimérfico 10 7.19 14 7.82 (0.393-2.125)

< selvagem 132 94.96 133 74.30 0.153

I~ 0.0001
> polimérfico 7 5.04 46 25.70 (0.067-0.352)

- selvagem 92 66.19 57 31.84 0.239

o 0.0001
) polimérfico 47 33.81 122 68.16 (0.149-0.382)
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Observamos que mutagdes pontuais de tipo A803G aparecem com maior
freqiiéncia entre os casos de CDT (46.76) do que nos controles (31.84) (p=0.0069),
enquanto que mutacdes pontuais de tipo G191A e C282T sdo mais freqiientes nos controles
25,70% e 68.16% dos casos, respectivamente) do que nos casos (5,04% e 33,81%,
respectivamente) (p=0,0001).

Assim, a heranca do polimorfismo A803G representa um risco de 1.8 vezes
maior de desenvolver CDT (OR= 1.880; 95% IC= 1.189-2.973). Por outro lado, a heranca
dos polimorfismos G191A e C282T do gene NAT?2 representam um fator de protecao de
cerca de 80% contra o risco de desenvolver um CDT (OR=0.153; 95% IC=0.067-0.352 ¢
OR=0.239; 95% 1C=0.149-0.382, respectivamente).

Para melhor avaliarmos a correlagdo entre as variantes alélicas com o tipo
histopatoldgico do CDT, analisamos em separado os pacientes com CDT do tipo papilifero

(CP), apresentados na tabela 11, e de tipo folicular (CF), apresentados na Tabela 12.
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Tabela 11- Freqiiéncia, porcentagem, valor de p, OR e 95% de intervalo de confianga,
obtidos por regressao logistica apds ajuste para idade, sexo e cor, de 112 casos

de CP, considerando-se sempre o genétipo selvagem como referéncia de

normalidade.
Ca. Pap Controles Odds ratio
Variante Alélica P
N % N % (95%CT)

&) selvagem 36 32.14 58 32.40 1.012

= 0.9633
= polimérfico 76 67.86 121  67.60 (0.611-1.677)

< selvagem 71 63.39 95 53.07 0.653

= 0.0843
S polimérfico 41 36.61 84 46.93 (0.403-1.059)

o selvagem 60 53.57 122 68.16 1.855

5 0.0128
Z polimérfico 52 46.43 57 31.84 (1.140-3.018)

« selvagem 105 93.75 165 92.18 0.6150

5 0.6150
3 polimérfico 7 6.25 14 70.82 (0.307-2.011)

< selvagem 107 95.54 133 74.30 0.135

3 0.0001
T polimérfico 5 4.46 46 25.70 (0.052-0.352)

= selvagem 74 66.07 57 31.84 0.240

2 0.0001
3 polimérfico 38 3393 122 68.16 (0.145-0.396)

Novamente observamos que mutacdes pontuais de tipo A803G aparecem com
maior freqiiéncia entre os casos de CDT (46.43%) do que nos controles (31.84%)
(p=0.0128), mostrando que o risco de CDT para polimorfismos de A803G ¢é devido a sua
presenca nos CP. O risco de um portador de polimorfismos A803G desenvolver um CP &
1.8 vezes maior do que a populagdo controle por nés estudado (OR= 1.855; 95% IC=1.140-
3.018). Por outro lado, a heranca dos polimorfismos G191A e C282T do gene NAT2

continuam representando um fator de protecio de cerca de 80% contra o risco de
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desenvolver um CP (OR=0.135; 95% 1C=0.052-0.352 ¢ OR=0.240; 95% 1C=0.145-0.396,

respectivamente com um de p=0.0001).

Na Tabela 12 temos a freqiiéncia, porcentagem, valor de p, OR e 95% de
intervalo de confianca, obtidos por regressdo logistica apds ajuste para idade, sexo e etnia,
de 27 casos de CF, considerando-se sempre o gendtipo selvagem como referéncia de

normalidade.

Tabela 12- Distribui¢do varintes alélicas de CF X Controles

Ca. Folicular Controles Odds ratio
Variantes Alélicas P
N % N % (95%CI)

o Selvagem 11 40.74 58 32.40 0.697

= 0.3937
) polimérfico 16 59.26 121 67.60 (0.304-1.597)

« Selvagem 15 55.56 95 53.07 0.905

S 0.8095
& polimérfico 12 44.44 84 46.93 (0.401-2.042)

» selvagem 14 51.85 122 68.16 1.987

& 0.0997
Z polimérfico 13 48.15 57 31.84 (0.877-4.503)

« selvagem 24 88.89 165 92.18 1.473

> 0.5646
& polimérfico 3 11.11 14 70.82 (0.394-5.506)

« selvagem 25 92.59 133 74.30 0.231

I~ 0.0523
> polimérfico 2 7.41 46 25.70 (0.053-1.015)

- selvagem 18 66.67 57 31.84 0.234

Q 0.0009
) polimérfico 9 33.33 122 68.16 (0.099-0.552)
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Embora a presenca do polimorfismo C191A fique préxima de atingir
significancia estatistica, s6 observamos associacdo entre a presenca do polimorfismo
C282T e o risco de CDT. Assim, no grupo de pacientes com CF, este polimorfismo € bem
menos frequente (33.33%) do que nos controles (68,16%), sugerindo que ele sirva como
fator de protecdo, diminuindo o risco de desenvolvimento de um CF em 76,6%

(OR=0.234; 95% IC= 0.099-0.552).

Na Tabela 13 vemos diferentes combinacOes genotipicas encontradas em

nossas amostras obtidos por regressao logistica apds ajuste para sexo , idade e etnia.

Tabela 13- Distribuicdo genotipica de CDT X Controles.

Controles Ca. Tireéide 0Odds ratio
Genétipo P
(95%CI)
N % N %
3.008
NAT2#11 A 10 5.6 21 15.1 0.0068
(1.366-6.621)
4.486
NAT2*12 A 6 34 20 14.4 0.0007
(1.889-12.430)
0.4209
NAT2*12B 6 34 2 1,4 0.4734
(0.08361-2.119)
1.949
NAT2*12C 9 5.0 13 9.4 0.1806
(0.8077-4.702)
0.1781
NAT2*13 7 3.9 1 0.7 0.1445
(0.02164-1.465)
0.1807
NAT2*14A 3 1.7 0 0 0.2595
(0.009252-3.531)
0.1137
NAT2*14B 5 2.8 0 0 0.0704
(0.006230-2.076)
0.1807
NAT2*14D 3 1.7 0 0 0.2595
(0.009252-3.531)
1.290
NAT2*14E 1 0.6 1 0.7 1.0000
(0.07991-20.820)
0.2545
NAT2*¥14G 2 1.1 0 0 0.5064

(0.01211-5.348)
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2.972
NAT2%4 7 3,9 15 10.8 0.0242
(1.177-7.508)

0.2545
NAT2*5D 2 1.1 0 0 0.5064
(0.01211-5.348)
1.290
NAT2%5] 1 0.6 1 0.7 1.0000
(0.07991-20.820)
0.1807
NAT2#*6A 3 1.7 0 0 0.2595
(0.009252-3.531)
1.292
NAT2*6B 2 1.1 2 1.4 1.0000
(0.1796-9.293)
1.952
NAT2#6C 2 1.1 3 2,2 0.6567
(0.3216-11.852)
17.479
NAT2*6E 0 0 6 7.3 0.0066
(0.9755-313.21)
3.888
NAT2*7B 0 0 1 0.7 0.4371
(0.1571-96.254)
0.3866
Desconhecido 110 61.5 53 38.1 0.0001
(0.2450-0.6099)
0.1876
Acetilacio lenta 17 9.5 4 2.9 0.0020
(0.05988-0.5877)
5.331
Acetilacdo rapida 59 33 74 53.2 0.0020
(1.702-16.699)
0.5770
Desconhecidos 103 57.5 61 439 0.0177

(0.3689-0.9026)

Em 163 casos (110 controles e 53 CDT), algumas combinacdes entre as
variantes alélicas que encontramos em nossas amostras € que caracterizam as
combinacdes genotipicas ndo puderam ser classificadas, assim como 164 fendtipos
(103 controles e 61 CDT) , ja que ndo existiam na base de dados que compila todos os
gendtipos  registrados: Human  NAT2  Alleles Nomenclature @~ Web  Page
(http://www louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT.html) ( ver anexo 1).
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Em relacdo aos gendtipos deduzidos com base nos polimorfismos observados,
andlise de regressdo logistica univariada com corre¢do para idade, sexo, etnia e fumo,
demonstrou que individuos com o fenétipo de acetilacio rapida foram mais frequéntes entre
os CDT (93,85%) do que nos controles (77,63%; p=0.0174), enquanto que o fendtipo de
acetilacdo lenta, aparece em 22,37% dos controles, mas em apenas 6,15% dos CDT

(p=0.0085).

Assim, a presenca de um fendtipo de acetilagdo rapida aumenta o risco da CDT
em quase 5 vezes (OR=4.661; 95%IC= 1.309-16.239). Este risco sé € observado entre os
CP (Tabelal5), os quais, considerados como grupo, apresentam um risco maior que 3 vezes
de desenvolverem cancer do que na populagdo controle estudada (OR+3.794; 95%
IC=1.076-13.379). No entanto, a analise de 11 casos de carcinoma folicular pareados para
idade, sexo, etnia e fumo com 68 controles mostrou que a influéncia do fendtipo de

acetilacdo nao pode ser comprovada neste fendtipo tumoral.

Na Tabela 14 vemos a frequéncia , porcentagem , valor de p, OR e 95% de
intervalo de confianca , obtidos por regressdo logistica univariada apds ajuste para idade,

sexo, cor e fumo de 56 casos de CP comparados com 68 controles pareados.

Tabela 14- Fendtipo répido X lento de CP e controles

Fenotipo CP(N) Controles (N) P OR 95% C.I
Acetilacdo Rapida
Vs 56 68 0.0381 3.794 1.076-13.379
Lenta
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A andlise de polimorfismos de genes codificadores de proteinas envolvidas com
a metabolizagdo de compostos xenobidticos é sempre complicada pela necessidade de
obtencdo de um grupo controle pareado para condi¢des ambientais, exposicoes
domiciliares, no lazer e no trabalho a toda sorte de produtos quimicos, agentes fisicos e
bioldgicos. Além disso, os casos devem ser sempre pareados com o0s controles para os
classicos fatores que influenciam na distribuicdo dos polimorfimos génicos, como raca,
idade e sexo. Em nossos questiondrios feita aos pacientes, ndo incluimos o consumo de
carne bem cozida, porque os critérios de avaliagdo sdo complexos e possuem muitas
variantes (Norrish et al., 1999). Ha poucos estudos epidemioldgicos referentes ao consumo
de carne bem passada e o risco de cancer. Encontramos apenas reférencia a relacdo com o
cancer de mama (Zheng et al.,1998) e coélon retal (Schiffman e Felton,1990;
Gerhardsson er al,1991).

No estudo dos polimorfismos de NAT2 em CaP, utilizamos os HBPs como
controles. Sabemos que 50% dos homens com idade entre 51-60 anos e 90% dos homens
com idade superior a 80 possuem evidéncias histopatologicas de HBP (Guess et al,1990;
Kato et al, 1967). Por outro lado, a prevaléncia do CaP também € maior em faixas etdrias
mais avancgadas (Guess et al,1990; Kato et al, 1967). Muitos estudos utilizam populacdes
controle em que apenas a resposta do proprio individuo a respeito de sua historia clinica de
patologia prostitica € considerada suficiente para classifici-lo como controle
(Agalliu et al, 2006). Outros utilizam a medida de PSA que, como sabemos, pode mostrar
um resultado falso com relativa frequéncia (Cox ef al.2006 ). O método ideal de selecao da
populacdo controle seria, obviamente, uma populagdo com bidpsia prostitica mostrando
auséncia de HBP ou de CaP. Como isso €, eticamente impossivel, pois nao se justifica
submeter a uma bidpsia prostdtica um paciente sem queixas sugestivas de patologia
prostatica, decidimos utilizar os pacientes com HBP como controles dos pacientes com

CaP.

Em relacdo ao CDT, a obten¢do do grupo controle foi um pouco mais fécil ja
que, sendo uma glandula de facil palpacao, o exame direto do pesco¢o do paciente diminui
bastante a chance de estarmos diante de um caso de nédulo benigno ou maligno da tiredide.

Poderiamos argumentar que o grupo ideal seria um grupo controle mostrando tirdide

Discussdo

105



normal ao ultra-som. Mas, de novo, nao haveria indicacdo para submeter ao exame
ultra-sonografico pacientes sem queixas ou evidéncias de patologias tireoidianas. Assim,
optamos por usar apenas o critério clinico na avaliagdo deste grupo controle. Tomamos o
cuidado de utilizar grupos controles de tamanho superior ao dos casos, buscando assim
diminuir a influéncia de qualquer viés advindo da mescla de casos nao detectados entre os

controles.

Os polimorfismos da acetilacio de NAT2 sd@o muito importantes na toxicologia
e farmacologia clinica em razdo de seu papel primario na ativacdo e/ou desativacdo de um
grande e diverso nimero de drogas, incluindo hidrazinas e aminas aromdticas usadas na

pratica clinica (Hein et a,. 2000).

A alta frequéncia de polimorfismos de acetilacio da NAT1 e NAT2 em
populacdes humanas juntamente com exposi¢do as aminas aromdticas e heterociclicas
sugerem que os genotipos de acetilacio de NAT1 e NAT2 sao modificadores importantes
da suscetibilidade humana ao cancer. O polimorfismo humano da N-acetilagio € uma
caracteristica genética fenotipicamente refletida pelas diferencas na atividade da
N-acetiltransferase (NAT) em vdrios agentes terapéuticos. O polimorfismo da acetilagdo
provém das variagOes alélicas no gene da arilamina N-acetiltransferase 2 (NAT2), que
resulta na producgdo de proteinas NAT2 com atividade ou estabilidade enzimatica varidveis

(Anitha e Banerjee, 2003).

Infelizmente, a interpretacdo da influéncia dos diferentes gendtipos e dos
diversos fendtipos resultantes € bastante dificil. Diferentes autores classificam os fenétipos
de forma distinta e utilizam diferentes parametros inferindo assim, fenotipos apartir das
combinacdes de algumas variantes alélicas sem se basearem na técnica correta de leitura
dos compostos metabolizados pela enzima NAT2 apartir da técnica de HPLC descrita
anteriormente (Costa et al, 2005; Srivastava e Mittal RD, 2005; He et al, 2005; Lee Mu e
Park 2003; Alberg, et al, 2004). No presente estudo, preocupamo nos em classificar nossos
resultados com base apenas em trabalhos em que a classificagdo de fenotipagem foi feita
com base na leitura de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), e ndo como

inferéncia simples de fendtipo a partir de fenétipos conhecidos (Vatsis, 1995).
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Os diferentes fendtipos de acetilacdo (rdpido, intermedidrio e lento) sdo
determinados pela combinacao de uma ou mais substitui¢des, e a distingdo dos fenotipos €
complexa e depende da sensibilidade e especificidade do método utilizado
(Hein et al., 2000). Nos resultados obtidos por Hein 2000, os fenétipos de acetilacdo lenta
em humanos nao sao homogéneos e consistem em multiplos fen6tipos dependentes da
heranca especifica de SNPs e alelos (Hein et al, 2000). Um estudo feito em mulheres
coreanas classificou como acetiladores rapidos individuos que possuiam uma alta atividade
em 2 alelos de NAT?2, individuos intermedidrios aqueles que possuiam um destes alelos e
individuos com acetilacdo lenta aqueles que ndo possuiam nenhum desse alelos
(Lee Mu e Park 2003). Uma série de estudos baseia a caracterizagdo fenotipica na
identificacdo de 2, 3 ou 4 polimorfismos (Kukongviriyapan et al, 2004;
Skretkowicz et al, 2005; Chiou et al, 2005 ; Sorensen et al, 2005). Também existem
diferentes maneiras de combinar os polimorfismos para fins de sua classificacdo fenotipica.
Alberg e colaboradores, também utilizando um conjunto de 4 polimorfismos
(G191A, C481T, G590A e G857A), analisaram seus resultados da seguinte maneira:
pacientes com 2 ou mais polimorfismos associados ao fendtipo de acetilacdo lenta foram
classificados como acetiladores lentos; pacientes que tinham apenas 1 polimorfismo
associado ao fendtipo acetilador lento foram classificados como intermedidrios e aqueles
que ndo apresentaram nenhum polimorfismo considerado lento foram classificados como
acetiladores rapidos (Alberg et al, 2004). Outros pesquisadores utilizaram um conjunto
ainda menor de polimorfismos. Costa e colaboradores utilizaram a técnica de PCR-RFLP
com apenas 2 polimorfismos, C480T e G590A (Costa et al., 2005). Cascorbi e Roots,
estudando populacdes centro-européias, afirmaram que apenas dois polimorfismos
(C282T e T341C) sdao necessdrios para predizer o fendtipo de NAT2. Segundo estes
autores, estes polimorfismos determinam o fenétipo acetilagio lenta (alelos NAT2*6A, *7B
e *14B, assim como *5A, *5B e *5C, respectivamente). No entanto, também afirmaram
que, em populacdes negras, o polimorfismo GI191A também deve ser verificado, pois
determina os alelos *14A e *14B, sendo extremamente raro em caucasianos € nunca
encontrado em orientais (Cascorbi e Roots, 1999). Belogubova utiliza 6 dos 7
polimorfismos que empregamos e, da mesma forma, afirma que desta maneira € possivel

cobrir todas as variantes alélicas de NAT2 em caucasianos (Belogubova, et al., 2005).
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Em nossa populacdo, uma percentagem muito elevada (quase 60% dos casos e
dos controles) apresenta gendtipos que ndo estdo depositados no banco de dados
internacional. Assim, acreditamos que seja necessdria a fenotipagem dos gendtipos ndo
catalogados na Human NAT2 Alleles Nomenclature Web Page
(http://www louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT.html) no sentido de demonstrar

o significado funcional dos genétipos encontrados em nossa populacdo por meio da técnica

de HPLC.

Nossos resultados, tanto em prdstata quanto em tiredide, mostram que a
genotipagem para NAT2 pode identificar individuos de risco maior ou menor para ambos
os tipos de neoplasia. Os gendtipos acetiladores rapidos NAT2 *11 A e NAT2 *12 A
protegem contra o cancer de prostata. Ja o fendtipo de acetilag@o lenta NAT2 *7A foi mais
freqiiente nos casos de adenocarcinoma da prostata (18.40%) do que nos controles
(5.94%), podendo ser um gendtipo de risco importante ja que aumenta a predisposi¢do para

cancer da préstata em mais de 4 vezes (OR=4.095; 95% C.I= 1.551-10.812; p=0.0044).

Hamasaki et al., 2003 estudaram 3 (T481C, G857A, G590A) dos
polimorfismos estudados por nés e também encontrou significncia no risco de cancer entre
os seus casos com o fendtipo de acetilagdo lenta na populagdo japonesa. Sua frequéncia foi
de 17.1% nos CaPs comparados a 8.6% dos controles benignos, um risco de até 2.2 vezes
de desenvolver cancer de prostata.Este risco aumentava mais ainda entre os fumantes,

chegando a 3.78 vezes.

Costa et al.,2005 estudou 2 polimorfismos ( T481C, G590A) na populacdo sul
européia com cancer de préstata e encontrou significincia no genétipo NAT2*6/NAT2*6,

também um fenotipo de acetilagdo lenta.

Individuos com fendtipos de acetilacdo lenta possuem uma baixa atividade
enzimdtica e consequentemente, uma baixa capacidade de metabolizar carcinégenos.
Muitas das N-hidroxi aminas heterociclicas sd@o potencialmente carcindgenas e necessitam
ser metabolizadas pela enzima NAT2, podendo estar implicadas no cancer da préstata

(Cascorbi et al.,1995; Hein et al,1993,1994; Wang et al,1999 e Lawson e Kolar, 2002).
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Ja no caso do cincer de tiredide, nio existe nenhum estudo relacionado a
susceptibilidade para CDT, correlacionando gendtipos ou fendtipos de NAT2. Nossos
dados demonstram que, ao contrédrio do que ocorreu nos CaP, os fendtipos acetilacao rapida
aumentaram a suscetibilidade ao CDT, influenciando o risco de CP. Assim como no CaP,
observamos que alguns gendtipos protegem contra o risco de CDT enquanto que o
polimorfismo A803G aumenta consideravelmente o risco de desenvolvimento da doenca.
Existem evidéncias experimentais em animais de que os polimorfismos do gene NAT2
modulam a resposta a radiacdo ionizante, tornando o estudo de seus polimorfismos
extremamente interessante no CDT (Kassayova et al.,1993). Recentemente, Hernandez A e
colaboradores  estudaram 30 pacientes com CDT que receberam radiacdo ionizante
terapéutica. Encontraram uma associacdo significante entre a presenca do fendtipo de
acetilacdo lenta e danos ao DNA, que foram observados por meio da presenca de
microntucleos celulares. Os danos ao DNA eram consideravelmente menores nos pacientes
com o gendtipo NAT2*7, um gendtipo de acetilac@o lenta. Estes dados corroboram nossos
achados que mostram que a acetilagdo rapida €, realmente, um fator de risco para CDT

(Hernandez et al,2006).
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Demonstramos que alguns gendtipos estdo significativamente associados ao
risco ou protecdo contra o desenvolvimento do cancer da prostata e da tiredide na
populacdo estudada. Mais ainda, concentrando-nos nos fendétipos conhecidos, mostramos
que pacientes com o fendtipo de acetilagio lenta apresentam maior risco no
desenvolvimento de CaP enquanto que pacientes com o fendtipo de acetilagdo ripida

apresentam maior risco no desenvolvimento de CDT.

Tanto o CaP quanto o CDT podem ser encontrados com uma freqii€éncia
bastante grande em casos de autOpsia ou cirurgias ndo relacionadas a cancer
(Matos et al, 2006; Soos, et al 2005). Assim, é imperativo o estudo de marcadores

moleculares que permitam definir individuos de risco para tal evolugao clinica.

E possivel que os polimorfismos de NAT2 possam vir a contribuir, juntamente
com outros fatores, na determinacdo destas populacdes de risco que, assim, poderiam se

beneficiar de medidas preventivas.
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ANEXO 1

Nomenclatura dos Alelos humanos de NAT2

Genétipos Troca}de T.r OC? (.ie Fenétipo Referéncias
nucleotideos aminoacidos
NAT2*4 nenhuma Nenhuma Répido 1.3.4.6.7.22.23
NAT2*5A gi‘gﬁ Ile''* Thr Lento 2242528
T341C 14
NAT2#5B C481T e e g Lento 4.25.27
A803G Ve g
T341C Ile'"-Thr
ES
NAT2*5C AR03G Lys® Arg Lento 24.,25.26.28
NAT2*5D T341C Ile''"*-Thr Lento 29-32
T341C Ie'" Thr
ES
NAT2%5E G590A Arg"?7-Gln 29
T341C
C481T Ile''"*-Thr
%k
NAT2*5F C759T LysZGS—Arg 33
A803G
C282T
T341C Ile''*-Thr
%k
NAT2#5G C481T Lys*®*-Arg 2
A803G
Eiéi% Ile''"*-Thr
NAT2*5H Lys*®*-Arg 72
A803G Ile 28" Thr
T859C
zzﬁll% Ile''"*-Thr
NAT2*51 Lys*®*-Arg 73
C481T Leu'?’-Phe
A803G
C252T 114
NAT2#5] T341C ,ilre 197'TGhlrn 75
G590A &
NAT2%6A 8?33,{ Arg'?’-Gln Lento 13.4.25.26
NAT2*6B G590A Arg"7-Gln Lento 25.30.31
C282 197
Arg " '-Gln
ES
NAT2*6C G590A Lys2® Arg 30.31

A803G
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TI11C

NAT2*6D C282T Arg'7-Gln 32
G590A
NAT2*6E (C}gg(l)/{ Arg'?’-Gln 67
NAT2*7A G857A Gly?**°-Glu Lento 3.7.25
NAT2*7B g;g%z Gly?*°-Glu Lento 1.24
NAT2*10 G499A Glu'®"-Lys Répido 65
NAT2*11A C481T nenhum 65.66
T481C Ser™®’
k
NAT2*11B 859 del frameshift 2
NAT2*12A A803G Lys®®*-Arg Répido 25.35
NAT2*12B géggé Lys*®*-Arg Répido 25.31
NAT2*12C ggg;é Lys*®*-Arg Répido 28.30.31
G364A Lys®®®-Arg
*
NAT2*12D A803G Asp'?%-Asn 4
NAT2*13 C282T Nenhum Répido 25.26.29.34
NAT2*14A GI9IA Arg®*-Gln Lento 28.36
NAT2*14B g;z;f; Arg®*-Gln Lento 3637
S
NAT2#14C Cas1T Ie''* -Thr 29-31
268
A803G Lys™"-Arg
GI91A 64
NAT2*14D C282T :rgm{glln 29-31
G590A s -V
GI91A Arg® -Gln
*
NAT2TI4E A803G Lys®*®-Arg 2
GI91A Arg®*-Gln
NAT2*14F T341C Ile''*-Thr 31
A803G Lys’®®-Arg
G191A 64
NAT2*14G C282T frg i Oln 32
A803G Y &
NAT2#17 A434C Gln'*-Pro Lento 38
NAT2*18 A845C Lys***-Thr 38
NAT2*19 C190T 39.68.69
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO

Projeto de Pesquisa em Genética Molecular do Cancer
Profa. Dra. Laura Sterian Ward

Paciente ou Responsavel pelo paciente

ENAETECO: ...t e et
TEICTOMNE: .ttt

Concordo em doar sangue e um fragmento do material retirado durante minha
cirurgia para pesquisa de genes que podem estar envolvidos no aparecimento do céncer. Sei
que se trata de uma pesquisa cientifica e concordo em que os dados do meu caso,
registrados no meu prontudrio médico, sejam usados para avaliar a importancia dos genes,
sabendo que meu nome assim como meus dados clinicos e de laboratério ndo serdo
individualmente citados e que em nenhum momento meu diagndstico ou tratamento serdo
prejudicados por tal doagdo.

Também sei que esta pesquisa pode trazer beneficios para a cura ou tratamento do
cancer no futuro, mesmo que eu ndo me beneficie disso agora. Nao terei nenhum gasto com
a doacdo do meu material para esta pesquisa e sei que poderei cancelar minha decisdo e

deixar de participar em qualquer momento. Também ndo serei submetido a qualquer
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procedimento que nao faca parte da rotina de meu tratamento normal, sob a orientacdo de
meu médico habitual.

Estou consciente da importancia de minha participa¢do da qual posso desistir em
qualquer momento. Fui informado de que este projeto estd aprovado pelo COMITE DE

ETICA EM PESQUISA e sei que poderei obter todas as informacdes que desejar no fone

(19) 3783-8936.

Assinatura
Profa. Dra. Laura Sterian Ward — Coordenadora do GEMOCA/FCM-UNICAMP
Cidade Universitaria Zeferino Vaz ou Caixa Postal 6111 — CEP 13081-970

Campinas — SP / BRASIL FAX : 0055-019-2894107 e-mail: ward @unicamp.br
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ANEXO 3

PROTOCOLO DE PESQUISA — PROSTATA

I\

Idade a0 diagndostiCo & ....cceeeeveveeeiiieniieeieeeiieae Raca @ .oooviviiiiiiiiiiinice

» Antecedentes :

Tabagismo  Alcool  Drogas (maconha,cocaina,crack,outros)

» Habitos :

Exercicios fisicos (semanal) : SIM NAO
Ingesta de carne vermelha : SIM NAO
Ingesta de verduras : SIM NAO

» Exames :

PSA ¢ oo, TR ¢ e,
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» Anatomopatoldgico :

Tipo hiStOIOZICO & weeveeiiieeiiieeeiieeeee et

» Estadiamento

Cintilografia 0SS€a : .....ccvveveviiieiiieeieeeieeeee e

RX TOTAX ¢ oottt

CT abdOme/PEIVE : ...oooeeieeeeeee e

» TTALAINIEIITO © .ovviiieeeeeiiie e et et et e e et e ettt e e etaaeeeetaaaeeetaaneseesaanssessanans

» ODSETVACAO © .eeiuvvieeiiieiiieeeiiee ettt e stte et e esiteeesiaeeeateesbaeesabeeesabeeenaseesnaneas
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