UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE PESQUISAS EM ONCOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ONCOLOGIA E CIENCIAS
MEDICAS

ASSOCIACAO DO PERFIL DE ACETILACAO LENTA DO
GENE NAT2 NA SUSCEPTIBILIDADE AO CANCER, NA
REGIAO NORTE DO BRASIL.

Marianne Rodrigues Fernandes

BELEM-PA
2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE PESQUISAS EM ONCOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ONCOLOGIA E CIENCIAS
MEDICAS

ASSOCIACAO DO PERFIL DE ACETILACAO LENTA DO
GENE NAT2 NA SUSCEPTIBILIDADE AO CANCER, NA
REGIAO NORTE DO BRASIL.

Autora: Marianne Rodrigues Fernandes
Orientador: Prof. Dr. Rommel Rodriguez Burbano

Orientador: Prof. Dr. Ney Pereira Carneiro dos Santos

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em
Oncologia e Ciéncias Médicas, area de concentragdo:
Medicina |, do Nuacleo de Pesquisas em Oncologia da
Universidade Federal do Para como requisito para a obtencéo

do titulo de Mestre em Oncologia e Ciéncias Médicas.

BELEM-PA
2013



Dados Internacionais de Catalogag¢&o-na-Publicacéo (CIP)
Biblioteca do Hospital Universitario Jo&o de Barros Barreto (HUJBB/UFPA)

Fernandes, Marianne Rodrigues, 1988-
Associacdo do perfil de acetilacdo lenta do gene NAT2 na susceptibilidade ao cancer,
na regido norte do Brasil / Marianne Rodrigues Fernandes; Orientador, Prof. Dr.
Rommel Rodriguez Burbano; Co-orientador, Prof. Dr. Ney Pereira Carneiro dos Santos. —
2013.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Federal do Para, Nicleo de Pesquisas em

Oncologia, Programa de Po6s-Graduacdo em Oncologia e Ciéncias Médicas,
Belém, 2013.

1. Neoplasias. 2. Genes Neoplasicos. 3. Neoplasias da Mama. 4. Neoplasias
Géstricas. |. Titulo.

CDD - 23. ed. 616.99409811




Aos meus pais Lindalva e Oberdan que tanto amo, dedico esta realizagdo e agradeco pela

vida, apoio e incentivo para que eu pudesse alcangar os meus sonhos.

As minhas irmds Lilianne e Christianne e sobrinho Giovanni, pelo carinho e todos os
momentos de alegria e forca, que com toda certeza, foram essenciais para que eu obtivesse

essa conquista.

Aos meus amigos e amigas-irmds Jaquelines, pela grande amizade que tornou esta caminhada
menos dificil

Ao Ney que muito se dedicou nestes anos e foi um grande companheiro...



AGRADECIMENTOS

Para a realizacdo da minha dissertacdo, contei com 0 apoio de varias
pessoas e instituicdes, que colaboraram de varias maneiras para a realizacdo deste
trabalho. Gostaria de agradecer...

Ao Laboratério de Genética Humana e Médica da UFPA, no qual foi
desenvolvido grande parte deste projeto, agradeco pelo acolhimento e apoio na
realizacdo dos experimentos.

Ao Nucleo de Pesquisas em Oncologia da UFPA, que me acolheu como filha,
além se ser um sonho para todos nds que fazemos dele parte, tomo como
compromisso também fazer-lhe sempre forte e contribuir para que cres¢ca com muito
sucesso.

Aos Hospitais: Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB) e Ophir Loyola,
gue permitiram a coleta das amostras e o atendimento aos pacientes oncoldgicos. A
Universidade Federal do Para, Fapespa, e CAPES pelo apoio financeiro concedido
para a realizacao desse trabalho.

A todos os pacientes que consentiram a utilizacdo do seu DNA para
realizag&o do estudo.

Um agradecimento muito especial ao Dr. Paulo Assumpcédo pelo apoio e
lideranca e a Dra. Samia Demachki pela amizade e carinho, que me fizeram crescer
muito como profissional nestes anos e serviram de exemplo para a minha vida
académica.

Aos, Dr. Sidney Santos e Dra. Andrea Ribeiro dos Santos, que além do
incentivo e apoio na vida académica, também sempre me acolheram
carinhosamente como membro de sua familia.

Ao Dr. Rommel Burbano, pela orientagéo nestes anos de projeto.

Aos meus colegas de turma na Pdés-Graduagdo de Oncologia: Alayde,
Clarissa e Christiano pela companhia tdo agradavel, momentos de descontracdo ao
longo das disciplinas e permitir que eu visse a Oncologia através dos olhos de outras
areas profissionais.

A Darlen, por ser um exemplo de aluna e profissional. Muito obrigada por ter
me ensinado muito na rotina do laboratério de pesquisa, contribuido com o
desenvolvimento do meu trabalho inquestionavelmente e além de tudo, sempre me

emprestar seus ouvidos e conselhos nos momentos de conflito.



As minhas tdo queridas “filhas” do laboratério: Amanda, Darlen, Ellen,
Gabriela, Giovanna, Karla, Juliana, Lidia, Luciana e Paula; e ao cunhado-amigo
André, por tornarem o ambiente de estudo e trabalho muito especial e prazeroso de
se viver. Saber que cada etapa da vida e conquista de cada um de noés, sera
comemorada com sinceridade é um grande presente pra mim!

Aos colegas do Nucleo: Aline Cruz pelo apoio, conselhos e amizade muito
importantes nesta caminhada; Renato por estar sempre pronto para “quebrar” todos
os galhos que surgiram ao final deste trabalho.

Aos colegas do Laboratorio de Genética Humana e Médica: Igor, Tarcisio,
Roberta, Natalle, Paulo (com saudades), Rafael, Carol, Dayse, Danilo, Mara, Diego,
Celso, Elzemar, Kleber e Teca.

E todas as outras pessoas do LGHM e NPO que de alguma maneira
contribuiram para a realizacdo deste projeto.

As amigas biomédicas, Alice, Natalie, Liéle e Raquel, que ao longo destes
anos de vida académica sempre torceram por mim e compartilharam bons
momentos.

Aos meus pais por todo o amor, exemplo de vida e dedicacdo que tiveram
para a minha criagcdo. As minhas irmas Lilianne e Christianne; Ricardo e Giovanni
gue sempre estiveram do meu lado me enchendo de incentivo e for¢a para continuar
em busca dos meus objetivos. A tia Helena, pelos cuidados ao longo da minha vida.

As minhas amigas-irmas: Jaqueline Rodrigues e Jaqueline Marques, que
sempre torceram por mim, e me estenderam a méao nestes tantos anos de amizade
e de vida profissional.

Ao Ney, que sempre esteve ao meu lado torcendo e dando apoio em minhas
conquistas. Pela paciéncia e pela perda dela, muitas vezes, pela confianca e carinho
todos os dias intensos que vivemos.

A toda a familia Rodrigues-Fernandes que sempre torceu e acreditou em
mim; as familias Pereira-Carneiro, Santos e a Dona Therezinha que me
proporcionaram muitos momentos especiais nestes anos.

A todos os meus amigos: Diego (Dudu), Cilene, Samira, Thiago, Rui, Raphael,
Paulo, Carlos Eduardo, Sylvia (professora e amiga querida), Cynthia e Thiago que
sempre me proporcionaram momentos maravilhosos acreditando e me incentivando

a crescer.



INSTITUICOES E FONTES FINANCIADORAS

As pesquisas realizadas no laboratério de Genética Humana e Médica do
Instituto de Ciéncias Biolégicas e no Nucleo de Pesquisas em Oncologia, ambos da
Universidade Federal do Para foram subvencionadas pela Fundacdo Amazbnia
Paraense do estado do Para (FAPESPA).

O presente projeto foi financiado no ambito do Projeto pesquisa para o SUS:
gestdo compartilhada em saude — PPSUS Edital 13/2009: Desenvolvimento de um
painel de marcadores genéticos associados a susceptibilidade e farmacogenética do
cancer gastrico no estado do Para.

A aluna recebeu bolsa de estudos concedida pela Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.



A verdadeira viagem do descobrimento ndo consiste em procurar novas paisagens,
mas em ver com novos olhos.”

Marcel Proust



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Tabela 1.

LISTA DE ILUSTRACOES E TABELAS

ILUSTRACOES

Marcadores do cancer com capacidades diferenciadas e
complementares que permitem o0 crescimento tumoral e
disseminacdo metastatica; e as caracteristicas emergentes que

fornecem base solida para a compreenséo da biologia do Cancer.

Distribuic&o proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2012 por sexo, na regido Norte do Brasil, exceto

pele ndo melanoma*.

Representacdo da estrutura do gene NAT2 e seus principais

polimorfismos.

Distribuicdo de frequéncias de haplotipos do gene NAT2 em
amostras de 99 populac¢des incluidas na pesquisa de diversidade

mundial.

TABELAS

Estimativas para o ano de 2012 das taxas brutas de incidéncia
por 100 mil habitantes e de nimero de casos novos por cancer,

no Brasil, segundo sexo e localizacao primaria*.

17

20

33

36

19



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS OU SIMBOLOS

ACS American Cancer society
Cl Intervalo de confianca

CYP Citocromo P450

DP Desvio padréo

D’ Desequilibrio de ligacao

GST Glutationa-S-Transferase

IAM Informative ancestry marker (Marcador informativo de ancestralidade)
IARC Ageéncia internacional para pesquisa em cancer

INCA Instituto nacional do cancer

INDEL  Sistemas bialélicos de insercéo e delecao

MS Ministério da Saude

NAT N-acetiltransferase

NCI National cancer institute

OR Odds ratio (Taxa de risco)

PCR Reacao em cadeia pela polimerase

SNP Single nucleotide polymorhism (Polimorfismo de base Unica)
TSG Gene supressor tumoral

WHO World Health organization (Organizagdo Mundial de Saude)

X qui-quadrado

(>

Delta


http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%94

RESUMO

ASSOCIACAO DO PERFIL DE ACETILACAO LENTA DO GENE NAT2 NA
SUSCEPTIBILIDADE AO CANCER, NA REGIAO NORTE DO BRASIL.

Objetivos: O gene N-acetiltransferase 2 (NAT2) € um marcador para o estudo da
susceptibilidade interindividual ao desenvolvimento de neoplasias malignas, visto
gue a enzima NAT2 participa da metabolizagcdo de agentes carcinogénicos e 0s
polimorfismos de base Unica (SNP) do seu gene produzem enzimas com diferentes
atividades, levando a acetilacdo lenta ou rapida de xenobidticos. O objetivo do
presente estudo foi verificar uma possivel associacédo entre os SNPS do gene NAT2
e a susceptibilidade ao acometimento de Adenocarcinoma géastrico ou Carcinoma
ductal invasivo da mama em pacientes da regido norte do Brasil. Material e
Métodos: Os cinco polimorfismos de grande importancia para a determinacdo do
perfil de metabolizacdo da enzima NAT2 (C282T, T341C, C481T, A803G e G857A)
foram investigados por sequenciamento direto de 986 pares de bases, amplificados
em duas reacdes de PCR, no total de 133 pacientes com cancer (63 com Cancer
Gastrico e 70 com Céancer de Mama) e 89 individuos Controles. Para evitar
interpretacdes  espurias decorrentes do  subestruturamento  populacional,
empregamos um painel de 48 marcadores informativos de ancestralidade (IAM).
Resultados: Encontramos diferencas estatisticas para a contribuicdo parental
Africana e Européia, quando comparadas entre os grupos com Cancer e Controles,
uma contribuicdo maior do grupo Africano foi detectada no grupo de estudo com
cancer e, no grupo controle, foi detectada uma maior contribuicdo do grupo Europeu
(p<0,001). Os gendtipos do polimorfismo C282T dominante (TT + CT) apresentaram
associacado significativa (p<0,001; OR 3,076; ClI 95% 1,664-5,687) para a
susceptibilidade as diferentes formas de Cancer investigadas. Foi observada uma
associac¢ao significante do perfil de acetilacao lenta e rapida com a susceptibilidade
ao desenvolvimento das neoplasias investigadas (p=0,010; OR 3,054; CI 95%
1,303-7,159) e (p= 0,041; OR 0,527 CI 95% 0,280-0,973) evidenciando que
individuos com o perfil acetilador lento apresentaram um risco aumentado em até
trés vezes no desenvolvimento de neoplasias quando comparado com os individuos
controles. Conclusdo: O controle gendmico da ancestralidade foi efetivamente
importante para a presente investigacao possibilitando controlar o efeito da
ancestralidade na associacdo do gene NAT2 para susceptibilidade ao cancer. Neste
trabalho foi possivel evidenciar a forte influéncia do perfil de acetilagéo lenta do gene
NAT2 de xenobioticos na susceptibilidade ao Cancer Gastrico e de Mama.

Palavras-chave: NAT2; Susceptibilidade; SNP; AIM.



ABSTRACT

THE ACETYLATION PROFILE ASSOCIATION OF NAT2 GENE TO CANCER
SUSCEPTIBILITY, IN NORTHERN BRAZIL.

Objectives: The N-acetyltransferase 2 (NAT2) gene is a marker for the study of
interindividual susceptibility to develop malignant neoplasms, once the enzyme NAT2
takes part in the metabolism of carcinogenic agents and the single nucleotide
polymorphism (SNP) of its gene produces enzymes with different activities, leading to
either slow or fast acetylation of xenobiotics. The purpose of this study was to
investigate a possible association between the NAT2 gene SNPS and susceptibility
to the involvement of gastric adenocarcinoma or invasive ductal carcinoma of the
breast in patients of northern Brazil. Methods: Five polymorphisms of great
importance for defining the metabolism profile of enzyme NAT2 (C282T, T341C,
C481T, A803G and G857A) were investigated by direct sequencing of 986 base
pairs, amplified in two PCR reactions, totalizing 133 patients with neoplasms (63 with
Gastric Cancer-GC and 70 with Breast Cancer-BC) and 89 Control subjects. In order
to avoid spurious interpretations resulting from the population substructure, we used
a panel with 48 ancestry informative markers (AIM). Results: We found statistical
differences for African and European parental contribution when compared between
the Cancer and Control groups; a higher African contribution was detected in the
study group with Cancer and, in the control group, it was detected a higher European
contribution (p<0.001). Dominating polymorph genotypes C282T (TT + CT) showed
significant association (p<0.001; OR 3.076; Cl 95% 1.664-5.687) for susceptibility to
the different forms of Cancer investigated. A significant association of slow and fast
acetylation profile with the susceptibility to develop the investigated neoplasms was
noticed (p=0.010; OR 3.054; Cl 95% 1.303-7.159) and (p= 0.041; OR 0.527 CI 95%
0.280-0.973) clearly showing that individuals with slow acetylator profile showed a
risk of developing neoplasms increased to up to three times when compared to
Control subjects. Conclusions: Ancestry genomic control was effectively important
for this investigation and enabled the control of the ancestry effect on the association
of NAT2 gene for susceptibility to cancer. In this study, it was possible to prove the
strong influence of xenobiotics slow acetylation profile on the susceptibility to GC and
BC.

Keywords: NAT2, Susceptibility, SNP, AIM
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I.1 ConsideragOes gerais

Neoplasia (grego para "novo crescimento”) € um termo usado para definir a
proliferacdo anormal e descontrolada de células em um tecido ou 6rgédo. A maioria
dos tipos de neoplasias malignas possui um grande grau de anaplasia e séo
capazes de formar massas (tumores malignos), que frequentemente possuem
propriedades de invasao de estruturas vizinhas (WHO, 2009). As células neoplasicas
possuem ainda a capacidade de se espalhar por meio do sistema linfatico e corrente
sanguinea, para outros 6rgéos e formar novos tumores (metastase).

O céancer é um sindnimo de neoplasia maligna, e consiste em um conjunto de
doencas, caracterizadas pela proliferacdo desordenada de células anormais (WHO,
2009; ACS, 2012; NCI, 2012).

O cancer consiste em uma doenca complexa e multifatorial, nas quais as
causas externas referem-se a influéncia do meio ambiente, hébitos ou costumes
proprios de uma sociedade. Enquanto as causas internas, na maioria das vezes sao
geneticamente determinadas com alterac6es em genes (oncogenes), na imunidade,
estado hormonal, capacidade de reparo do DNA e a capacidade de eliminacédo de
compostos carcinogénicos e mutagénicos (INCA/MS, 2011).

Dentre os inumeros fatores que favorecem o risco para o desenvolvimento do
cancer, estdo: o envelhecimento; tabagismo; consumo de &lcool; radiacdo solar;
radiacdo ionizante; substancias quimicas; hormdnios; alguns virus e bactérias;
histérico familiar; dieta; auséncia de atividades fisicas; e sobrepeso (NCI, 2012).

A carcinogénese consiste em uma via etioldgica subjacente que conduz ao
cancer. Existem alguns modelos considerados de maior relevancia para a
carcinogénese, dois deles séo os principais. O modelo de Vogelstein e Kinzler (2004)
defende que o cancer consiste em uma doenca que promove danos ao DNA,
caracterizada pelo acontecimento de varias mutacdes genéticas que podem
transformar células normais em células cancerosas, através da inativacao de genes
supressores tumorais e ativacdo de oncogenes, resultando em desordens que levam
ao cancer.

Individuos com uma predisposicao hereditaria ao cancer (cancer hereditario),
devido a presenca de mutagdes germinativas localizadas em genes envolvidos no
desenvolvimento do cancer, sdo considerados individuos com risco aumentado para

a ocorréncia de neoplasias. Por outro lado, as mutacdes germinativas néao
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acontecem, e ndo existe a predisposicdo hereditéria, neste caso, as neoplasias
podem ser originados pela interacdo de uma mutacdo somatica (surge ao longo da
vida) e a contribuicdo da exposicdo ao meio ambiente (cancer esporadico);
(Vogelstein and Kinzler, 2004).

O modelo de Hanahan e Weinberg (2000) aborda os acontecimentos
marcantes ao nivel celular, que levam a formacdo de um tumor maligno. Neste
modelo, as caracteristicas do cancer incluem a inducdo de angiogénese
permanente, potencial replicativo ilimitado, a fuga da apoptose, a auto-suficiéncia em
sinais de crescimento e silenciamento dos sinais de anticrescimento, levando as
caracteristicas definidoras de tumores malignos, dando-lhes a capacidade de invadir
tecidos vizinhos e causar metastase. Este modelo do processo carcinogénico, mais
recentemente acrescentou dois marcadores emergentes: a reprogramacdo do
metabolismo energético celular e o escape da destruicdo pelo sistema Imune das
células (Hanahan and Weinberg, 2011).

Na Figura 1, sdo expostos os oito marcadores distintos e complementares do
cancer que permitem o crescimento tumoral e metastatico. Estes marcadores
proporcionam uma base soélida para a compreensdo da biologia do céncer, em
conjunto com as duas caracteristicas emergentes: a instabilidade gendmica (com
poder de mutabilidade das células cancerosas) com alteracdes genéticas que levam
a progressao do tumor; e a acado de células imunes que normalmente agem na
Inflamacéo destinadas a combater infec¢des e cicatrizar lesdes e em alguns casos
podem resultar em inducdo de tumores como consequéncias de respostas

inflamatérias (Hanahan and Weinberg, 2011).
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Auto-suficiéncia Silenciamento dos sinais

em sir_|ais de de anticrescimento
crescimento

Desregulagao do
Escape da destruigao
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Resisténciaa Potencial replicativo

morte celular PP, X2 ilimitado
1 -
Instabilidade gendmicae Iy Inflamagao
mutabilidade de células ) promovendo a
tumorigénese
Indugaoda Capacidade de
angiogénese invasaoe
metastase

Figura 1. Marcadores do cancer com capacidades diferenciadas e complementares que permitem o
crescimento tumoral e a disseminacdo metastatica; e as caracteristicas emergentes que fornecem

uma base solida para a compreenséo da biologia do céancer.
Modificado de Hanahan and Weinberg, 2011.

Este modelo destaca a teoria do campo organizacional tecidual, a qual
defende que a carcinogénese € mais atuante ao nivel dos tecidos em vez de células.
Esta teoria baseia-se na premissa de que a carcinogénese é impulsionada por
defeitos na organizacao dos tecidos, e que todas as células estdo inerentemente em
estado proliferativo. Em adicional &s células cancerosas, segundo esta nova
formulacdo no conceito da carcinogénese, 0s tumores apresentam uma nhova
dimensédo de complexidade contendo um repertorio de recrutadores, ostensivamente
as células normais que contribuem para a aquisicdo de caracteristicas marcantes,
criando o “microambiente tumoral” (Hanahan and Weinberg, 2011).

Modelos da carcinogénese, tais como os descritos se apresentam de forma
simples, mas, no entanto, mostram que o mecanismo da carcinogénese requer uma
gama complexa de etapas que ocorrem frequentemente durante décadas (Hanahan
and Weinberg, 2011).

A complexidade da carcinogénese é ampliada quando se considera que 0s
acontecimentos especificos da via descritos por estes modelos, seriam

caracteristicas Unicas para cada local anatdbmico. Porém, os fatores de risco e
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caracteristicas clinicas de doencas malignas apresentam variacdo consideravel por
localizacdo anatdmica e ainda por diferentes tipos de tumor no mesmo local
anatdomico. Por estas razdes, o cancer humano é uma familia de doencas muito
complexas (NCI, 2012).

|.2 Epidemiologia do cancer

Nas ultimas décadas, o cancer, vem se convertendo em um evidente
problema de saude publica mundial. A Organizacdo Mundial de Saude estimou que,
no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de novos casos, 17 milhdes de mortes e
um total de 75 milhdes de pessoas com cancer (WHO, 2009). O maior efeito desse
aumento ird incidir em paises de baixa e média renda (INCA/MS, 2011).

A estimativa mundial mais recente para o ano de 2008, previa a incidéncia
de 12,4 milhdes de casos de cancer em todo o mundo e 7,6 milhGes de mortes
causadas por neoplasias. O tipo de cancer mais incidente e a maior causa de
mortalidade relacionada ao cancer, em todo o mundo, foi o cancer de pulmao nos
homens, enquanto nas mulheres foi o cancer de mama (WHO, 2009). Os canceres
mais comuns no mundo, em termos de incidéncia foram: pulmé&o, mama e colorretal.
As estimativas de mortalidade foram lideradas pelo cancer de pulmao, seguido pelo
cancer de estbmago e cancer de figado (WHO, 2009).

As altas taxas de mortalidade refletem a fatalidade dos diferentes tipos de
cancer. Em homens, o cancer de pulmao continua a ser a causa mais comum de
morte. Os canceres de Pulméo, Mama e Colorretal representam 42,5% do total de
Obitos em mulheres nos paises mais desenvolvidos, enquanto o Céancer do Colo
uterino ocupa o primeiro lugar em paises menos desenvolvidos (13,9% do total),
seguido por cancer de mama (12,7%) e cancer de estdmago (9,6%); (WHO, 2009).

No Brasil, as estimativas de céancer para o ano de 2012, apontam a
ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, incluindo os casos
de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do cancer no pais.
Sem a inclusédo dos casos de cancer de pele ndo melanoma, que sdo 0s casos mais
incidentes na populacdo em geral, sdo indicados 385 mil casos novos de outros
canceres (INCA/MS, 2011). Na populagédo brasileira, os canceres mais incidentes
serdo: prostata, mama feminina, colon e reto, pulméo, estdtmago e colo do Utero
(tabela 1). Quando estratificados pela incidéncia por sexo, as estimativas apontam

gue 0s casos mais incidentes para o sexo masculino seréo: prostata, pulméo, célon
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e reto e estbmago; e para o sexo feminino: cancer de mama, colo do utero, célon e

reto e glandula tireoide.

Tabela 1. Estimativas para o ano de 2012 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
habitantes e de nimero de casos novos por céncer no Brasil, segundo sexo e localizacéo
primaria®

Localizagao Primaria
Neoplasia Maligna

*Mameros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10,
Modificado de INCA/MS, 2011.

A regido Norte do Brasil, segundo as estimativas do INCA para o ano de
2012, seria responséavel por 15.290 casos novos de cancer sem a contagem dos
casos de neoplasia de pele ndo melanoma. Deste total, 0 género masculino seria
responsavel por cerca de 7.450 casos e o género feminino por 7.840 casos. A figura
2 evidencia de acordo com o género, a distribuicdo de diferentes formas de cancer
na regido Norte do Brasil. No género masculino, as formas mais frequentes de
cancer seriam o de prostata, estbmago, pulmdo e colon e reto. Para o género
feminino os tipos mais frequentes seriam o cancer de colo uterino, seguido pelos

casos de cancer de mama e glandula tiredide e estbmago (INCA/MS, 2011).
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Localizagao primaria essezneves  percentual Localizagao primaria cazoznovos  perceniual

Prastata 2320 321% Homens Mulheres Colo do Litero 1.860 23,7%

Estomago B30 11,4% Mama Feminina 1.530 19,5%
Traqueia, Bringuio & Pulméo 630 55% Glandula Tireoide 580 7.4%
Calon e Reto 310 42% Estémago 450 5,7%
Leucemias 280 3.8% Tragueia, Bronguio e Pulmao 400 5,1%
Cavidade Oral 250 3.4% Colon e Reto 380 4 B%
Laringe 210 2.8% Leucemias 220 2,8%
Linfoma nac Hodgkin 170 2.3% Owano 200 2,6%
Sistemna Nervoso Central 180 2. 1% Cavidade Oral 140 1,8%
Bexiga 150 2.0% Sisterna Nervoso Central 130 1,7%

Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cdncer mais incidentes estimados para 2012 por sexo, na
regido Morte do Brasil, exceto pele ndo melanoma®.

*Mimeros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10.

Modificado de INCA/MMS, 2011,

No estado do Para, a realidade da incidéncia do cancer segue 0 mesmo
padrao do resto pais, sendo responsavel pelo total de 6.630 casos novos no ano de
2012. O género masculino € representado por 3.080 casos e o feminino por 3.550
casos, sem a inclusdo do céancer de pele ndo melanoma. Os tipos de casos de
neoplasias mais incidentes em todo o estado seriam Prostata, Colo do Utero, Mama
feminina e Estdmago. Para o género masculino, as estimativas do estado
concordam com as da capital, a cidade de Belém, as quais previam o Cancer de
Préstata como o mais incidente, seguido pelos casos de Estbmago e Traquéia,
Brénquio e Pulméo. Para o género feminino, as estimativas para o estado do Para
revelaram como os tipos mais incidentes o Céancer de Colo do utero, Mama e
Estdbmago, enquanto na capital do estado, observou-se que o Cancer de Mama seria
0 mais incidente, seguido pelo Colo do utero, Glandula Tirebide e Estbmago
(INCA/MS, 2011).

[.3 Cancer gastrico

A etiologia do céncer gastrico € esporadico e multifatorial, atribuida a
eventos genéticos, epigenéticos, ambientais e habitos alimentares (Forone et al.,
2005; Resende et. al., 2006; Resza et al., 2006; Lima et al., 2008; Ferrasi et al.,
2010; Zhong et al., 2010; Leal et al., 2012a).

Histologicamente, o adenocarcinoma é responsavel por 95% da
tumorigénese gastrica, o0s 5% restante compreendem aos: sarcomas,
leiomiossarcomas, carcindides de células escamosas, tumores estromais, GIST

(tumor estromal gastrointestinal) e linfomas (INCA, 2012; Forone et al., 2005). O
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adenocarcinoma gastrico é o tipo histolégico mais comum, restrito a mucosa ou a
submucosa, localizado mais frequentemente na regido do antro, seguido das regides
do corpo, fundo e céardia (Forone et al., 2005), este tipo foi agrupado em intestinal e
difuso, segundo as diretrizes histologicas da classificacdo de Lauren (1965). A
etiologia e a evolugcdo da doenca podem variar entre populacdes, localizagcdo do
tumor primario, subtipos histoldgicos e outras variaveis (Leal et al., 2012a).

Em geral, o cancer gastrico apresenta os fatores de risco ambientais e
comportamentais como 0s principais para o seu desenvolvimento (WHO, 2009).
Entretanto varios fatores genéticos podem influenciar na carcinogénese géstrica. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, individuos do grupo sanguineo A
possui maior frequéncia para o0 desenvolvimento do cancer gastrico,
aproximadamente 20%, quando comparados aos individuos de outros grupos
sanguineos (WHO, 2009).

Na atualidade, estudos tém explorado a biologia molecular para responder
guestdes ligadas a patogenicidade do cancer gastrico (Scartozzi et al., 2009). Alguns
estudos relacionam genes candidatos que podem modular a resposta do hospedeiro
a infeccdo com Helicobacter pylori (H. pylori)- (WHO, 2009), outros identificam varios
marcadores moleculares exercendo papel de progndsticos ou indicadores preditivos
para estratégias terapéuticas apropriadas (Scartozzi et al., 2009).

Andlises genéticas no Cancer gastrico sugerem que ocorrem principalmente
alteracoes estruturais e funcionais de varios oncogenes e
genes supressores de tumores, assim como a instabilidade genética (Assumpcao
and Burbano, 2005). Diversos genes e proteinas tém sido propostas como
biomarcadores na carcinogénese gastrica, alteracfes dos oncogenes: MYC (Lima et
al., 2008), HRAS (Oh, 2010; Kwack et al.,2010) e CTNNB1 (Wang et al., 2012), bem
como dos supressores de tumor: TP53 (Alves et al., 2010), APC (Ferrasi et al., 2010)
e CDH1 (Guilford et al., 1998) foram relatados. Embora a desregulamentacdo destes
genes e proteinas tenha sido intensamente estudada na neoplasia Gastrica, um
perfil mais completo ainda é necessario para compreender o processo de
carcinogénese (Leal et al., 2012b).

A identificacdo de  caracteristicas genéticas  peculiares  dos
tumores gastricos podem ajudar a prever o prognéstico de pacientes com a
neoplasia e permitir abordagens terapéuticas mais precisas (Calcagno et al., 2008).

A carcinogénese gastrica € um processo a longo prazo, sdo necessarios



23

varios anos com inicio no tecido normal, para fases intermediarias de gastrite
cronica, atrofia gastrica, metaplasia intestinal e displasia e por fim no cancer. Estas
lesbes precursoras podem ser assintomaticas, e diagnosticadas através da
realizacdo de bidpsias gastricas. Estudos observacionais e ensaios clinicos
randomizados também estudaram essas lesbes precursoras em relacdo aos fatores
de risco para o cancer gastrico (WHO, 2009).

Estratégias para prevencdo do cancer de estémago incluem melhorias no
saneamento basico e mudancas no estilo de vida da populacdo (WHO, 2009). Em
relacao ao estilo de vida, muitos fatores podem ser controlados para reduzir os
riscos envolvidos na susceptibilidade a neoplasia gastrica.

O aumento do uso de refrigeradores promove melhor conservacdo dos
alimentos (que anteriormente era realizada com utilizagdo do sal) aliado a
modificagdes com inclusdo de habitos alimentares mais saudaveis da populagédo
(aumento da ingestdo de frutas, legumes e verduras frescas) podem ser fatores
benéfitos na reducédo de riscos associados a exposi¢ao (WHO, 2009).

Alimentos mal conservados que compartiiham altas concentracdes de
nitratos/nitritos, denominadas N-compostos, podem ser altamente carcinogénicos
apos a biotransformacao (Resende et. al., 2006). A hip6tese de que a alimentacao
saudavel possa ser um fator protetor ao risco para este cancer deve-se ao fato de
gue as frutas e legumes frescos possuem vitaminas (C e E) e o betacaroteno, com
propriedades antioxidantes que funcionam como protetores naturais contra o
processo de formacéo da nitrosamina (Resende et. al., 2006; WHO, 2009).

Outros fatores nao dietéticos que devem ser considerados de risco séo
etnia, tabagismo e o etilismo (Globocan, 2008). Um fator que também deve ser
controlado € a reducédo na prevaléncia de infeccédo pela H. pylori, considerado um
dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento do cancer do estémago
(Globocan, 2008; WHO, 2009). A prevaléncia mundial de infec¢do pelo H. pylori é de
50%, sendo que chega a 90% nos paises em desenvolvimento (WHO, 2009).

O cancer do estbmago é um tipo de tumor que ndo possui um bom
prognostico, sendo a razdo da mortalidade/incidéncia considerada alta em todas as
partes do mundo (INCA, 2012). Até o momento, a cirurgia € a terapia padrdo para se
obter a cura. No entanto, a quimioterapia vem sendo uma alternativa valiosa, com o

objetivo de aumentar a sobrevida do paciente (Nishiyama and Eguchi, 2008).
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De acordo com a estimativa mundial mais recente, o cancer gastrico é a
guarta causa mais comum de neoplasias, com 934.000 casos novos por ano. A taxa
de incidéncia € cerca de duas vezes mais alta de casos no sexo masculino (467.000
casos) do que no feminino (246.000). Mais de 70% do total de casos ocorrem em
paises em desenvolvimento. A sobrevivéncia para o cancer gastrico é baixa, pois 0s
pacientes sdo frequentemente diagnosticados em estadio avancado ocupando o
segundo lugar em mortalidade por cancer em todo o mundo (WHO, 2009).

No Brasil, segundo as estimativas para o ano de 2012, o Cancer Gastrico é
0 quinto mais incidente (20 mil), responséavel por 12.670 casos novos em homens e
7.420, em mulheres, estimativa valida também para o ano de 2013. Na regido Norte
do Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, este tumor € o
segundo mais frequente em homens (11/100 mil) e para mulheres ocupa a quarta
posicao (6/100 mil) (INCA/MS, 2011).

No estado do Para, a neoplasia de estbmago ocupa a quarta posicdo com
incidéncia de 680 casos no ano de 2012. Porém quando as estimativas sao
segregadas por género, este tipo de neoplasia torna-se mais representativo,
ocupando o segundo caso mais incidente entre o género masculino (430 casos) e o

terceiro caso mais incidente entre o género feminino (250 casos) (INCA/MS, 2011).

.4 Cancer de mama

A prevencdo primaria do cancer de mama ainda ndo é totalmente possivel
em razao da variacdo dos fatores de risco e das caracteristicas genéticas que estao
envolvidas na sua etiologia (INCA/MS, 2011).

Estudos recentes tém sugerido que um risco aumentado para o cancer de
mama pode estar associado com a ingestdo na dieta alimentar de elevadas
guantidades de gordura, exposicdo a carcind0genos provenientes de alimentos
gueimados e com inalacdo de carcindgenos do fumo do cigarro (Martin and Weber,
2000; Brown et al., 2010; Zhang et al., 2010; Romieu, 2011).

O consumo de bebidas alcodlicas é um fator etiolégico estabelecido para o
cancer de mama. O consumo de trés ou mais doses de bebidas alcodlicas por dia
aumenta o risco em 30-50%, com a contagem de cada dose ingerida por dia, para
um risco de cerca de 7% maior (Martin and Weber, 2000; WHO, 2009; Brown et al.,
2010; Conorado et al., 2011).
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A obesidade e o etilismo provavelmente s&o fatores influentes no
desenvolvimento de cancer de mama por meio de mecanismos envolvendo os niveis
hormonais ou de metabolismo (WHO, 2009; Brown et al., 2010). Além desses, a
exposicdo a radiacdo ionizante, mesmo em baixas doses, também é considerada um
fator de risco, particularmente durante a puberdade, segundo mostram alguns
estudos (Martin et al., 2000; INCA/MS, 2011). Alguns fatores de protecdo séo
estudados, como o consumo de soja e de folato (neutralizando o efeito de toxicidade
do é&lcool em individuos etilistas) (WHO, 2009).

O cancer de mama masculino é uma doenca rara, menos de 1% de todos 0s
pacientes de cancer de mama sao homens. Condicbes que envolvem niveis
elevados de estrogénio, como a disfuncao gonadal e danos no figado pelo abuso de
alcool e obesidade, sao fatores de risco para o cancer de mama em homens (WHO,
20009).

A historia familiar de cancer da mama esta associada a um aumento de
cerca de duas a trés vezes no risco de desenvolver essa neoplasia. Alteracbes em
alguns genes responsaveis pela regulacéao e pelo metabolismo hormonal e reparo de
DNA, como, por exemplo, BRCA1, BRCA2 e TP53 aumentam o risco de desenvolver
cancer da mama familiar (INCA/MS, 2011).

Muitos estudos tém relacionando diversos genes a susceptibilidade ao
Cancer de Mama. Entre os mais importantes estdo varios genes de metabolismo,
oncogenes, genes supressores tumorais e genes de reparo do DNA: NAT2 (Weber
and Nathanson, 2000; Sillanpaa et al., 2005; Ochs-balcom et al., 2007; Khedhaier et
al., 2008; Zhang et al., 2010); CYP2E1, CYP2D6, CYP2C19, mEH (Khedhaier et al.,
2008), CYP1A1l, CYP17 (Weber and Nathanson, 2000; Briollais et al., 2007); GSTM1
e GTT1l(Weber and Nathanson, 2000), COMT (Weber and Nathanson, 2000;
Briollais et al., 2007); MTRR (Sangrajrang et al., 2010), RAS (Weber and Nathanson,
2000), XPD (Briollais et al., 2007), BRCA1 e BRCA2 (Weber and Nathanson, 2000;
INCA/MS, 2011), XRCC1, XRCC3 e XRCC5 (Weber and Nathanson, 2000), BRIP1 e
RAD51C (Wong et al., 2011).

O céancer de mama é caracterizado por uma fase pré-clinica detectavel com
duracéo aproximada de 1 a 7 anos, dependendo do subtipo da doenca especifica. O
cancer em fase pré-clinica pode ser detectado pela Mamografia, nesta fase nao
existem sintomas e o tumor ainda ndo é palpavel. A deteccdo de tumores e o inicio

do tratamento em fase inicial sdo associados com uma melhor taxa de sobrevivéncia
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do que os detectados sintomaticamente (ACS, 2013). O diagndstico precoce pode
permitir a cirurgia conservadora da mama e reduzir a necessidade de uma terapia
adjuvante e diminuir as complicacbes relacionadas a um intenso tratamento e
recidiva (WHO, 2009). Existem algumas evidéncias de reducédo de risco de morte
associado a neoplasia de mama, quando mulheres entre 40-49 anos se submetem a
mamografia anualmente (WHO, 2009).

O Céncer de mama é o cancer mais comum em mulheres em todo o mundo,
gue compreende 23% de todos os canceres femininos diagnosticados em mais de
1,1 milhdes de mulheres a cada ano. E a quinta causa de morte por cancer, com
411.000 o6bitos causados anualmente, o que representa mais de 1,6% das mortes
em mulheres por todas as causas no mundo (Globocan, 2008; WHO, 2009).

Representa o tipo de cancer mais prevalente em todo o mundo, com cerca
de 4,4 milhdes de mulheres diagnosticadas com a neoplasia de mama nos ultimos
cinco anos estdo atualmente vivas. Para o ano de 2010, a estimativa seria que o
cancer de mama atingiria 1,5 milhées de casos novos em todo o mundo (WHO,
20009).

No Brasil, o exame clinico anual das mamas e o rastreamento sdo as
estratégias recomendadas para controle do cancer da mama (INCA/MS, 2011).
Apesar de ser considerado um cancer de relativamente bom prognéstico se
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por cancer da
mama continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenca ainda é
diagnosticada em estadios avancados (INCA/MS, 2011).

Mais de 80% das neoplasias de mama tem origem no epitélio ductal,
enguanto uma minoria tem origem no epitélio lobular. No entanto, a proporcdo de
carcinomas ductais tem aumentado recentemente (WHO, 2009).

No Brasil, o cancer de mama feminino é o segundo tipo mais incidente (53
mil), com um risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres, estimativa valida
também para o ano de 2013. Na regido Norte do pais, este tumor ocupa o segundo
mais incidente (19/100 mil) em mulheres (INCA/MS, 2011).

No estado do Para, a neoplasia de Mama apresenta-se como o segundo tipo
de Cancer mais incidente no género feminino, com 740 casos no ano de 2012. Na
capital do estado, a cidade de Belém, o cancer de mama torna-se mais
representativo sendo o tipo mais incidente de neoplasia, sem a inclusdo dos tipos de

Cancer de pele ndo melanoma (INCA/MS, 2011).
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I.5 Marcadores moleculares de susceptibilidade ao cancer

Os marcadores de susceptibilidade genética estdo envolvidos em geral com
a predisposicdo ao cancer, logo sado excelentes marcadores para avaliar o risco de
se desenvolver esta patologia (Almeida, 2007). Polimorfismos que afetam a
sequéncia codificante dos genes importantes para desenvolvimento neoplasico sao
muito comuns nas populacdes, e podem resultar em mudancas que alteram as
funcdes das proteinas (L6pez - Cima et al., 2007).

A susceptibilidade genética pode resultar de polimorfismos herdados, em
genes envolvidos em diferentes processos envolvidos na carcinogénese (Lopez -
Cima et al., 2007). O fator genético determinante para o desenvolvimento do cancer
envolve a contribuicdo de diferentes genes (efeito poligénico). Quando se estuda
particularmente a interacdo de apenas um destes genes com a susceptibilidade ao
cancer, fica evidente que para apenas este gene existe diversos polimorfismos
genéticos que estao associados a predisposicdo desta patologia (Dong et al., 2008).

Abordagens promissoras contra o cancer humano tornam-se disponiveis na
era pos-genoma (Murakami, 2009). Os polimorfismos genéticos de base Unica
(SNPs- single nucleotide polymorphisms) séo vistos como marcadores ideais para
estudos de cancer na era pos-gendmica por ser o tipo mais comum de variacado
genética na populacéao.

Os SNPs séo definidos como uma mudanca de uma uUnica base em uma
sequéncia de DNA. S&o polimorfismos pois ocorrem em proporc¢des significativas
(mais de 1%) de uma populacdo grande e amplamente distribuidos em todo o
genoma, cerca de 12.000.000 sdo descritos no genoma humano (Brockmoller and
Tzvetkov, 2008; NCI, 2012).

Os polimorfismos sado alteracbes genéticas presentes na populacdo em
geral, e associam-se normalmente a um fendtipo alterado devido a auséncia do
produto do gene, ou a alteragdo da sua atividade especifica ou afinidade para os
substratos (Costa et al., 2002b).

Em estudos de prevencao do cancer, uma série de associacdes ao genoma
tem sido realizados e varios SNPs que podem predizer susceptibilidade ao cancer
foram identificadas com sucesso (Ulrich et al., 2000; Dong et al., 2008).

Recentemente, Dong et al. (2008) realizaram uma meta andlise de 161

trabalhos na literatura envolvendo 18 diferentes formas de cancer, com um total de
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500 individuos e 99 genes investigados. Nesta analise foi possivel identificar os
principais genes envolvidos com processos oncogénicos em diferentes populacdes
mundiais: ERCC2 (rs13181), TGFB1 (rs1800470), RNASEL (rs627928), MDM2
(rs2279744), GSTT1 (rs4630; rs2266637), NAT2 (rs1801280; rs1799930;
rs1799931), XRCC1 (rs25487), MTHFR (rs1801131; rs1801133).

Avancos tecnolégicos recentes tém aumentado a velocidade de
genotipagem e reduzido seus custos, proporcionando um aumento no numero de
estudos investigativos de associac0es entre variantes em genes candidatos e o risco
de desenvolvimento do cancer (Dong et al., 2008).

|.6 Genes de susceptibilidade ao cancer

A etiologia do cancer € multifatorial, com fatores genéticos, ambientais, e
estilo de vida interagindo para produzir um tumor maligno. O conhecimento da
influéncia genética no cancer é de grande importancia para a compreensdo da
biologia do cancer. Esta auxilia na identificagdo de individuos com risco potencial de
desenvolvimento da doenca, promove a capacidade de caracterizar as diversas
malignidades e estabelecem um tratamento melhor adaptado para a impressao
digital molecular da doenca, que conduzem ao desenvolvimento de novas
modalidades terapéuticas. Como consequéncia, esta base de conhecimento em
expansao possui implicacbes para todos os aspectos do cancer, incluindo a
prevencdo, rastreio e tratamento. A informacdo genética fornece um meio de
identificar pessoas que tém um risco aumentado de desenvolver cancer (NCI, 2012).

A susceptibilidade genética esta direcionada para herdabilidade genética de
variacbes em genes envolvidos na susceptibilidade ao cancer (constitucional ou
germinativa), e os efeitos dessa variacdo no risco de desenvolvimento de cancer
para um individuo (WHO, 2009).

O ponto principal da carcinogénese consiste em coordenar as mudancas
envolvidas na susceptibilidade genética e as alteracbes ambientais que
desempenham um papel importante no desenvolvimento do céancer. A
susceptibilidade genética pode conferir em algumas pessoas, uma maior capacidade
das células normais sofrerem mudancas, aumentando assim as possibilidades de
ocorrerem vérias alteragfes simultaneamente numa Unica célula. Neste contexto, as

transformagdes ambientais podem atuar como selecdo natural para permitir a
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sobrevivéncia dessas células modificadas (WHO, 2009).

Uma grande parte das neoplasias resulta da interacdo entre fatores
genéticos e ambientais. A contribuicdo exclusivamente genética € responsavel por
aproximadamente 5% de todos os tumores e a fracao restante pode ser atribuida a
fatores ambientais que atuam em conjunto com a susceptibilidade genética (Ponder,
1990; Knudson, 1991; Louro, 2002).

Os principais genes envolvidos no desenvolvimento do cancer, geralmente
estdo divididos em trés grupos: oncogenes, genes supressores tumorais e oS
modificadores de risco, genes envolvidos com biotransformacédo de agentes
carcinogénicos. Outros genes que tambem sdo importantes no processo de
desenvolvimento tumoral por fazerem parte dos marcadores tumorais descritos por
Hanahan e Weinberg (2011) sdo os genes ligados a angiogénese (VEGF-A; TSP-1,;
FGF), na resposta imune e reparo do DNA.

1.6.1 ONCOGENES

Os oncogenes constituem um grupo de diversos genes cujos produtos tém
papéis importantes na regulacdo de atividades bioquimicas dentro das células,
incluindo atividades relacionadas a divisdo celular. Consequentemente, uma
mutagcdo em um oncogene pode comprometer o equilibrio bioguimico dentro da
célula e coloca-la em uma via para tornar-se cancerosa, portanto 0os oncogenes
celulares mutantes estdo associados diretamente ao desenvolvimento do cancer
(Snustad and Simmons, 2010).

Os oncogenes em sua funcdo normal conduzem processos necessarios para
a progressao e iniciacdo tumoral, assim como 0s processos de invasdo e metastase.
Geneticamente, 0s oncogenes sdo genes que quando sofrem hiper expressao ou
mutacdes de ganho de funcéo, irdo promover a tumorigénese (WHO, 2009). Quando
0s oncogenes sofrem mutacdes eles mantém a sua funcionalidade, mas néo sao

mais capazes de responder a sinais normais de regulamentacéo (Weinberg, 2008).

Exemplos de familias de oncogenes sédo: RAS, HER-2, MYC e BRAF (WHO,
2009). O RAS desempenha um passo essencial para o desenvolvimento de muitos
canceres, fornecendo instrucbes para uma proteina chamada K-Ras, que esta
envolvida na regulacdo da divisdo das células (Weinberg, 2008). O Receptor do tipo
2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano (HER-2) induz o crescimento e
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desenvolvimento descontrolado das células epiteliais, onde esse crescimento pode
levar ao desenvolvimento do cancer. HER-2 codifica um receptor transmembranar
do fator de crescimento da tirosina, cuja expressdo se encontra frequentemente
aumentada no cancer de mama e em outros tipos de tumores solidos (Genetics
Home Reference, 2013a). O gene MYC codificada uma proteina que desempenha
papel na progresséo do ciclo celular, apoptose e transformacédo celular (Weinberg,
2008). O gene BRAF, fornece instrucfes para codificar uma proteina que ajuda a
transmitir sinais quimicos a partir do lado de fora da célula para o nucleo da célula.
Cerca de 40 % dos melanomas humanos apresentam mutagdes que afetam a
estrutura da proteina B-Raf, resultando na sinalizagdo constitutiva da via RAF,
através da ativacdo da proteina quinase. Ocorre um efeito tipo cascata: com
mutacdes no gene RAF, sinalizacao constitutiva e proliferacdo celular descontrolada
(Badalian-Very et al., 2010).

1.6.2 GENES SUPRESSORES TUMORAIS

Os genes supressores tumorais sdo genes envolvidos no controle do
crescimento celular e codificam proteinas que tem papel fundamental na regulacao
do ciclo celular (Snustad and Simmons, 2010). Em sua fungdo normal, genes
supressores tumorais tém seus produtos ativos e funcionam como um freio para
suprimir o desenvolvimento do cancer (WHO, 2009). A inativacdo mutacional desta
classe de genes leva a auséncia do controle da proliferacédo celular, o geneticamente
significa dizer que sdo pouco expressos ou sofrem mutagcées com perda de funcao,
contribuindo desta forma para a tumorigénese (Weinberg, 2008; Snustad and
Simmons, 2010).

Exemplos classicos de gene supressores tumorais envolvidos na
predisposicdo genética ao cancer sao: TP53, BRCA1l, APC, PTEN e RB (WHO,
2009). O gene TP53 (tumor protein p53), codifica a proteina p53 que regula o ciclo
celular por controlar a divisdo celular (Genetics Home Reference, 2013b). Essa
regulacdo acontece pela verificacdo da p53 da ocorréncia de danos no DNA, quando
identificados, a p53 se liga diretamente ao DNA danificado sinalizando onde o DNA
serd reparado, através de uma cascata de reacdes, e se o dano for irreparavel
direciona a célula & apoptose prevenindo assim a proliferacdo de uma célula com

DNA alterado e consequentemente a probabilidade de aparecimento de um tumor.
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(Delbridge et al., 2012). As mutagdes desse gene sédo encontradas na maioria dos
canceres.

O BRCAL (breast cancer susceptibility 1), € um gene supressor de tumor
gue em sua fungdo normal ajuda a garantir a estabilidade do DNA da célula e ajuda
a prevenir a divisdo celular sem controle através da ativacdo de outras proteinas que
fazem o reparo do DNA danificado (Genetics Home Reference, 2013c). Uma
mutacdo germinativa no gene BRCAL predispfe ao cancer de mama e ovario tanto
como a qualquer outro tipo de cancer (Petrucelli et al., 2011) mas considera-se como
sendo responsaveis por aproximadamente 40% do total de canceres de mama
hereditario e mais de 80% de canceres de mama e ovario herdados (Billack and
Monteiro, 2005).

O APC (adenomatous polyposis coli) € um gene diretamente ligado a divisdo
celular, a forma como isso afeta as outras células do tecido e se elas se
movimentam dentro ou para fora do tecido, e também, o namero correto de
cromossomos na divisdo celular. e desempenha essas funcbes através da
associacdo com outras proteinas, especialmente as envolvidas na fixacdo e
sinalizacdo da célula. (Genetics home Reference, 2013d). Mutacbes neste gene
estdo relacionadas ao carcinoma de célon, estbmago e pancreas e polipose
intestinal adenomatosa devido a formacao de polipos quando o gene esta com sua
fungéo reduzida ou ineficaz (Castellsagué et al., 2010).

O PTEN (phosphatase and tensin homolog) codifica uma proteina fosfatase
envolvida no processo metabdlico que regula a divisdo celular e pode levar a célula
a apoptose. Evidéncias sugerem que esta proteina também participa da migracao,
adeséao a tecidos proximos e a formacéo de vasos na angiogénese, desenvolvendo
assim um papel em preservar a estabilidade celular. (Genetics Home Reference,
2013e). Segundo Yin and Shen (2008), muta¢cbes germinativas do gene PTEN tém
sido encontradas com associa¢cado na susceptibilidade ao cancer e sindromes como
a sindrome de Cowden além de causar mortalidade embrionaria.

O RB1, codifica a proteina pRB através do controle sobre proteinas que
desencadeiam a replicagcdo do DNA, regulando assim, negativamente o ciclo celular
ao prevenir a divisdo da célula. Além de atuar, em conjunto com outras proteinas
sobre a apoptose e a diferenciagcao celular (Genetics Home Reference, 2013f).
Mutacdes deletérias nesse gene sdo causas de retinoblastoma, cancer de olho

infantil raro, cancer de bexiga e sarcoma osteogénico (Sidle et al., 1996).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Delbridge%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23125015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Billack%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16051027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yin%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18794879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shen%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18794879
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1.6.3 GENES MODIFICADORES DE RISCO

Os genes modificadores de risco sdo uma classe diferente de genes, sua
funcdo normal pode modificar o risco ao desenvolvimento do cancer devido a
exposicdo a um agente potencialmente cancerigeno (seja ambiental ou genético).
Os exemplos incluem: alcool desidrogenases e acetaldeido desidrogenase que
podem modificar o risco da ocorréncia do cancer de cabeca e pescoco, atribuivel ao
consumo de alcool (WHO, 2009).

Muitos xenobidticos que desempenham papel importante na etiologia de
doencas podem ser ativados ou inativados por enzimas polimorficas e dependendo
do tipo de reacdo mediada por esta enzima, sua deficiéncia podera conferir
vantagem ou desvantagem na susceptibilidade a neoplasias (Longuemaux et al.,
1999; Resza et al., 2006). A maioria dos agentes mutagénico-carcinogénicos requer
ativacdo metabdlica antes de se ligarem ao DNA, ao RNA e as proteinas, as
variacfes nos processos de ativacdo e detoxificacdo de compostos quimicos e
farmacos desempenham papel crucial na tumorigénese. Dessa forma, disturbios no
equilibrio desses processos podem explicar a variabilidade na resposta individual a
exposicdo a alguns compostos. A quantidade efetiva de carcinGgenos
potencialmente capazes de gerar neoplasias dependem da agao competitiva entre
0s mecanismos de ativacdo e detoxificacdo, envolvendo as enzimas que tomam
parte nessas vias bioquimicas da célula (Costa, 2002a).

A variacao interindividual na resposta aos agentes xenobidticos, aos quais
os individuos podem ter sido expostos através da dieta, terapia medicamentosa ou
exposicdo ocupacional e os efeitos carcinogénicos potenciais advindos sao
mediados pela predisposicdo herdada. Alguns individuos ou subgrupos
populacionais (por exemplo, etnias) podem apresentar risco significativamente maior
de desenvolver cancer quimicamente induzido do que a média populacional devido
as diferencas na expressao de genes envolvidos no metabolismo de carcinogenos
(Louro, 2002).

Alguns dos principais genes ligados a metabolizacdo xenobidtica sdo a
familia do Citocromo P450 (CYP), as enzimas Glutationa-S-Transferase (GST) e as
enzimas N-acetiltransferase (NAT). A superfamilia de genes do Citocromo P450
representam uma das principais classes de biotransformacéo da fase |, através das

suas mais de 500 isoenzimas. Essa gama de enzimas participa tanto da biossintese
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como da degradacdo de esteroides, vitaminas, acidos graxos, prostaglandinas,
aminas, ferorménios e metabdlitos vegetais. Metabolizam ainda, inUmeros farmacos
e carcindbgenos/mutagénicos quimicos, entre outros poluentes ambientais, 0s
xenobidticos.

Estima-se que no genoma humano existam em torno de 60 a 100 genes
codificadores de enzimas P450 sendo que cerca de 20 deles estdo envolvidos na
codificacdo de enzimas que metabolizam compostos exogenos. Devido a
importancia do seu papel na ativacdo metabdlica de inUmeros pro-carcindégenos,
extensiva pesquisa tem sido concentrada na relacdo entre a distribuicdo de variantes
polimérficas das diferentes enzimas P450 e a susceptibilidade ao cancer, tendo sido
avaliados os genes CYP1Al, CYP2D6 e CYP2EL. Os polimorfismos de P450 e a
susceptibilidade ao céancer podem estar associados pelo fato dessas isoenzimas
participarem da transformagdo de compostos enddgenos relevantes durante os
processos de diferenciacdo da célula transformada, até o estagio maligno (Louro,
2002).

As enzimas denominadas de fase Il estdo envolvidas nos processos de
detoxificacdo, uma das principais sdo as Glutationa-transferases que desempenham
um papel predominante no metabolismo celular, bem como na modificacdo de
compostos eletrofilicos reativos, tanto pela conjugacdo com as glutationas como
também por ligagdo ndo covalente com varios agentes xenobioticos, incluindo
carcinogenos e farmacos citotoxicos como os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos presentes na dieta alimentar e na fumaga dos cigarros impedindo a
ligacdo destes ao DNA. Tais compostos eletrofilicos reativos podem ser resultantes
ainda de processos enddgenos. E possivel concluir que essas enzimas
desempenham uma fungao protetora contra os radicais livres.

Dentre as enzimas Glutationa-S-Transferases (GST) mais conhecidas estéo,
as GSTM1 e GSTT1. Como essas enzimas catalisam a conjugacdo da glutationa
com xenobidticos, sua auséncia poderia reduzir a capacidade de um organismo
detoxificar metabdlitos reativos. Os polimorfismos das GSTs modulam o risco de
desenvolvimento de algumas neoplasias, porém alguns estudos vém buscando
esclarecer a exata participacdo dos mesmos na carcinogénese humana (Weber and
Nathanson, 2000).

A enzima N-acetiltransferase 2 intervém na fase Il do metabolismo de

carcinogenos sendo responsavel pela biotransformacdo de varias aminas
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aromaticas e heterociclicas (Hein et al., 1993; Costa, 2002b). Diversas investigacdes
na literatura evidenciam a importancia do gene NAT2 para o papel de metabolizar
agentes xenobidticos cancinogénicos e consequentemente para o desenvolvimento
diferentes formas de neoplasias (He et al., 2005; Marques et al., 2006; Zang et al.,
2007; lkeda et al., 2008).

Apesar de todos os estudos existentes sobre as diversas formas de cancer e
da diversidade de genes envolvidos na carcinogénese, muitos tipos de canceres nao
podem ser associados a apenas um gene especifico. E provavel que varios e

diferentes genes estejam envolvidos no desenvolvimento do cancer.

As espectativas sdo de que sejam alcancados a maioria dos conhecimentos
sobre o papel das mudancas genéticas no desenvolvimento do cancer, o que pode
levar ao tratamento direcionado contra o cancer e melhorar as estratégias utilizadas

para prevencéo das neoplasias (ASCO, 2012).

[.6.3.1 O gene NAT2

O gene N-acetiltransferase 2 possui dois éxons que compdem uma
sequéncia de 1.861 pares de nucleotideos (figura 3) (Grant et al., 1989). Na reviséo
da literatura identificou-se pelo menos sete SNPs que determinam a variacdo
genética neste gene (Human NAT2 alleles

http://www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT 2.html).

Exon 1 (101 bp) Exon 2 (1220 bp)
5 —— _— 3
(191 np) (282 np) (341 np) (857 np)
GA CT TiC GIA
Msp| Fokl Ddel (481np)(590np) (803 np) gamHI
CT G/A AG

Kenl Tagl Dde |

Figura 3. Representacio da estrutura do gene NATZ2 e seus principais polimorfismos relatados.
Fonte: Roy ef al., 2008.
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A enzima NAT2 pertence ao grupo das Arilaminas N-acetiltransferases
(NATSs) e intervém na fase Il do metabolismo de carcinégenos, sendo responsavel
pela biotransformacdo de varias aminas aromaticas e heterociclicas. A NAT2
catalisa reacdoes de acetilagdo de arilaminas e hidrazinas, as quais incluem
compostos carcinogénicos e farmacos, respectivamente (Hein et al., 1993; Costa,
2002a). Nos humanos a acetilacdo é a principal via de biotransformacao de algumas
drogas e essencialmente de inUmeros carcind6genos presentes na dieta, no fumo do
cigarro e no ambiente (Hein et al., 1993).

A NAT2 é expressa principalmente no figado e no epitélio intestinal, dos
sitios tradicionais de metabolizacdo de farmacos. Nos Ultimos anos, diversos
trabalhos demonstraram a existéncia de variacbes genéticas interindividuais que
determinam diferencas da funcéo e da expressao da enzima NAT2 que por sua vez
geram variabilidade na acetilacdo de farmacos e outros xenobidticos.

Pelo menos cinco polimorfismos do gene NAT2 estédo relacionados com a
capacidade da enzima de metabolizacdo de xenobidticos potencialmente
cancerigenos (C282T, T341C, C481T, A803G e G857A) e a combinacdo destes
polimorfismos determina a velocidade de acetilacdo do xenobiotico (Roy et al., 2008;
Possuelo et al., 2008).

Entre os grupos de fendtipo do NAT2, essencialmente trés tipos sao
definidos: rapido, lento e os intermediarios, o ultimo sendo heterozigoto e portador
de um alelo do tipo selvagem (Gil and Lechner, 1998). O fenétipo é determinado a
partir da combinacdo das principais mutacdes observadas de acordo com o site de
nomenclatura do gene NAT2 (Human NAT2 alleles

http://www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT2.html). O perfil de acetilagédo

do NAT2 define a acdo do gene na metabolizacdo de agentes quimicos que
potencialmente podem transformar-se em carcinogénicos.

A acetilagdo de NAT2 € considerado um fator de risco potencial na etiologia
de certas doencas malignas multifatoriais somado a exposicdo a agentes quimicos,
incluindo o tabagismo. Diversos trabalhos na literatura indicam que a velocidade de
acetilagdo do gene NAT2 esta relacionada com a variabilidade de cinco principais
SNPs: C282T, T341C, C481T, A803G e G857A (Fuselli et al., 2007; Teixeira et al.,
2007; Zang et al., 2007; lkeda et al., 2008; Walraven et al., 2008).

A susceptibilidade a alguns tipos de cancer tém sido associada aos fenétipos

de acetilacdo rapida ou lenta desse gene (Upton et al., 2001; Kita et al., 2001; Hein
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et al., 2002; Huang et al., 2002; Fernandez — Villar et al., 2003; Alberg et al., 2004;
Donald et al., 2004; Dupret and Rodrigues-Lima, 2005; Sandy et al., 2005; Shakya et
al., 2005; Shaaf et al., 2005; He et al., 2005; Hong et al., 2006; Marques et al., 2006;
Khedhaier et al., 2008).

1.6.3.2 Diversidade genética do gene NAT2

Muitos estudos tém explorado a diversidade genética do gene NAT2 em
diferentes grupos étnicos populacionais (Teixeira et al., 2007). Variacdes na
frequiéncia de gendtipos e fendtipos do gene NAT2 em diferentes populagdes étnicas
foram bem descritas em varios estudos realizados em diferentes regifes geograficas
do mundo (Teixeira et al., 2007; Teixeira et al., 2010; Sabbagh et al., 2008). Estes
estudos incluiram populagBes com altas frequéncias de alelos de acetilagdo lenta,
tais como descendentes das populacdes européias e africanas, e outras que séo
caracterizadas por altas frequéncias do alelo de acetilacdo rapida, incluindo asiaticos
e amerindios.

Poucos estudos foram realizados com a populacéo brasileira (Teixeira et al.,
2010). O Brasil possui uma das popula¢gbes mais heterogéneas do mundo, resultado
de cinco séculos de mistura étnica de populacdes de trés continentes principais: 0s
colonizadores europeus representados principalmente pela populacéo de Portugal,
0os escravos africanos e os Amerindios nativos. Assim, a mistura de etnias é
presente em todo o pais com predominancia de certos grupos, dependendo da
regido. Devido a grande diversidade de distribuicdo alélica do gene NAT2
relacionada a miscigenacdo da populacdo brasileira € consistente se esperar que
sejam encontrados diferentes formas de acetilacdo nas diferentes regides do Brasil
(Teixeira et al., 2007; Santos et al., 2013).

Um estudo de Sabbagh et al. (2011), fez uma analise da diversidade
genética do NAT2 e descreve a frequéncia dos haplétipos em individuos
representativos de 128 populacbes humanas, de cinco diferentes regides
continentais: Africa, Europa, Asia, América e Oceania (figura 4). As populacdes
africanas foram caracterizadas por uma baixa frequiéncia do haplétipo ancestral do
NAT2 (*4), assim como uma alta prevaléncia de outros dois haplétipos rapidos, *12A
e *13A (Sabbagh et al., 2011).

Os haplotipos NAT2 *5B e *6A associados ao fenotipo de acetilacéo lenta,
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foram largamente predominantes em populacdes européias comparados ao
haplétipo selvagem NAT2 *4 (Sabbagh et al., 2011). Em asiaticos, tanto NAT2*6 e
NAT2*7 foram os principais responsaveis pelo fenétipo de acetilacdo lenta, enquanto
o haplotipo NAT2*5 foi raramente encontrado (Teixeira et al., 2007; Sabbagh et al.,
2008). Em amerindios, NAT2*7B foi o principal alelo responsavel pelo perfil de
acetilacdo lenta (Teixeira et al., 2007). A figura 4 mostra claramente que as
populacBes da Africa exibem maior diversidade de haplétipos, quando comparadas
as populacdes da Europa ou Asiéticos, onde poucos haplotipos sao encontrados
assim como, NAT2*4, NAT2*6 A e 7B (Sabbagh et al., 2011).

LiellEL

A40HN3
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Figura 4. Distribuicdo de frequéncias de
haplétipos do gene NAT2 em amostras de
varias populacdes incluidas na pesquisa de
diversidade mundial.

Modificado de Sabbagh et al., 2011.
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Alguns polimorfismos de gene NAT2 podem ser encontrados em maior
frequéncia em algumas populacdes ancestrais, como T341C, C481T e A803G, que
sdo comumente encontrados em descendentes europeus e africanos, também foram
frequentemente observadas em brasileiros. O polimorfismo C282T do gene NAT2 é
comumente encontrado em descendentes europeus e o0 G857A, embora
relativamente incomum na maioria das populacdes ancestrais, esta presente em
uma alta frequiéncia em asiaticos e amerindios. Em brasileiros a freqiéncia do SNP
T341C do gene NAT2 foi encontrado em maior frequéncia em descendentes de
asidticos e populacdes amerindias e o polimorfismo G857A foi maior em brasileiros
com maior descendéncia européia (Teixeira et al., 2007).

Estudos gendmicos tém fornecido fortes evidéncias de que 0s processos
culturais podem ter um impacto profundo sobre o genoma do ser humano,
provocando mudangas significativas nas frequéncias alélicas em resposta a
condicbes ambientais culturalmente modificadas (Sabbagh et al., 2011). Em
particular, o desenvolvimento dos sistemas de subsisténcia agricolas, é considerado
um dos principais fatores que provocaram mudancas profundas na dieta e exposicao
humana aos compostos xenobidticos, levando a um novo processo de delecao que
afeta diversas vias metabolicas (Sabbagh et al., 2011).

O gene NAT2 pode representar um exemplo de um gene exposto a pressoes
seletivas dirigidas culturalmente resultantes da exposicao dietética e da presenca de
novos xenobidticos (Sabbagh et al., 2011). Varios exemplos mostram a influéncia de
diferencgas culturais sobre os padrbes de fluxo de genes entre populagbes humanas
e portanto sobre os padrbes de variacdo genética (Sabbagh et al., 2011).

Um estudo de Sabbagh et al. (2011) fez uma anaise da diversidade genética
do gene NAT2 e descreveu a frequéncia de haplotipos em individuos representativos
de 128 populagbes humanas, de cinco diferentes regibes continentais: Africa,
Europa, Asia, América e Oceania. As populacbes africanas foram caracterizadas por
uma baixa frequéncia do haplotipo ancestral NAT2 (*4), juntamente com uma alta
prevaléncia de outros dois haplotipos rapidos, NAT2 *12A e *13A. Os haplétipos
NAT2 *5B e *6A associados ao fenodtipo de lenta acetilacdo, sdo largamente
predominantes em populacdes européias comparados ao haplétipo selvagem NAT?2
*4 (Sabbagh et al., 2011).

A alta incidéncia de acetilacdo lenta pode representar uma adaptacdo
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genética para os novos habitos alimentares e estilo de vida introduzida pela
transicdo populacional para a agricultura. Por exemplo, as alteracdes na temperatura
a qual a carne e o peixe séo cozidos para a ingestdao humana modificam a exposicéo
a carcindgenos exogenos, tais como aminas heterociclicas e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, e uma taxa mais lenta de acetilagdo poderia ter constituido
um modo eficiente para evitar o efeito de danos das supostas substancias
cancerigenas que podem ser ativadas através da acetilacdo de NAT2 (Sabbagh et
al., 2011).

1.6.3.3 O gene NAT2 e a susceptibilidade ao cancer

O entendimento dos mecanismos de atuacédo das N-acetiltransferases 2 teve
inicio a partir dos estudos do locus do gene NAT2 e de suas variantes alélicas que
foram correlacionadas as diferentes capacidades de acetilagdo (Louro, 2002).

As enzimas N-acetiltransferases (NATs) catalisam o metabolismo de
xenobidticos e carcinégenos pela transferéncia de um grupo acetil aos mesmos. E
ainda sao responsaveis pela catalise de N- e O- acetilacdo, e também pela N.O-
transacetilacdo dos seus substratos. Desse modo, participam da detoxificagcdo de
carcinégenos, via N-acetilagdo. No entanto também sao capazes de bioativar alguns
substratos carcindgenos, via O-acetilagdo ou N.O-transacetilacdo, dependendo da
via metabdlica que é funcionalmente relevante no tecido alvo (Hein et al., 1994;
Bowden and Fischer, 1997; Costa, 2002a).

Se comparadas as enzimas NATs aos CYPs e GSTs, a variedade de
compostos metabolizados pelas NATs € limitada consistindo principalmente de
aminas aromaticas e heterociclicas e hidrazinas. Contudo, muitos destes compostos
sao carcindégenos potentes e muito utilizados em processos industriais, tais como a
producdo da borracha e de corantes, antioxidantes e pesticidas, enquanto outros
séo formados no processo de cocgéo ou, ainda durante o consumo do cigarro. Uma
vez que as NATs sdo o principal sistema enzimatico metabolizador destes
compostos fica clara sua importancia na carcinogénese humana (Louro, 2002).

Os polimorfismos humanos para os mecanismos de N-acetilacdo séao
verificados nas variagdes individuais durante a metabolizagdo de diferentes
substratos, incluindo a sulfametazina, a isoniazida e a cafeina. Tais diferencas

permitem a distingdo dos individuos pelo fenétipo em rapidos ou lentos acetiladores
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(Louro, 2002).

A enzima NAT?2 realiza importante funcdo nos mecanismos de detoxificacao,
estando presente em diferentes tecidos, 0 que sugere sua participagdo como enzima
protetora perante a exposicdo carcinogénica (Louro, 2002). Vérios estudos tem
demonstrados a expresséo da enzima NAT2 em diferentes tecidos (Windmill et al.,
2000; Agundez et al., 1998), refletindo o fato de que efeito do fendtipo e gendtipo de

acetilacao no risco de desenvolver cancer, pode variar com o local do 6rgéo.

As enzimas NATs contribuem para a carcinogénese quimica, seu modo de
atuacao depende do tipo de exposicao, tipo de tecido ou neoplasia em questéo e
ainda de outras vias metabdlicas que podem competir pelos substratos das NATSs.
Entre essas vias estdo as reacdoes de hidroxilacdo catalisadas pelas enzimas
CYP1A2 para as aminas heterociclicas e as rea¢cfes de conjugacédo e dissociacao
realizadas pela UDP-glucuroniltransferases e [(-glucuronidases, respectivamente.
Portanto, permanece incerta a contribuicdo do produto destes genes no metabolismo
de vérios carcinégenos nos diferentes tecidos. O desenvolvimento de metodologias
apropriadas para analise do gene NAT2 deve tornar possivel a correlagcdo genotipo-
fenétipo em situacbes de exposicdo a diferentes carcin6genos e na subseqlente

associagcao com diferentes neoplasias (Louro, 2002).

1.7 Controle gendmico de ancestralidade em investigacdes do tipo caso- controle

” 13

Historicamente, caracteristicas como “cor da pele”, “raca” ou “etnia” foram
utilizadas para realizar inferéncias sobre a estrutura das populagbes humanas
(Cooper,1994; Aspinall, 1998). Diferentes interpretacdes para esses resultados
sugeriram que os dados disponiveis eram insuficientes para justificar as inferéncias
feitas (Risch et al., 2002). Recentemente duas investigacdes procuraram definir a
guantidade de dados necessarios para identificar a estrutura populacional e a
possibilidade de determinar o continente de origem de um individuo acuradamente.

Rosenberg et al. (2002) estudaram 400 locus de microssatélites
autossémicos em 1056 individuos de 52 populagdes e concluiram que ha estrutura
genética geografica substancial entre as populacdes continentais. Os autores,
utiizando um algoritmo Bayesiano, identificaram consistentemente cinco grupos
humanos. Dentro desses grupos a maior diferenciagdo ocorreu entre 41

subpopulacées de nativos americanos, seguidos pelas da Oceania e Africa
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subsaariana. As subpopulagcfes européias foram as mais similares entre si. Esse
trabalho foi corroborado pelo de Bamshad et al. (2003) que utilizando outras
amostras, genotipadas para outros 100 locus de microssatélites e 60 marcadores
bialélicos, também verificaram a ocorréncia de estrutura genética entre amostras de
diferentes continentes. Nesse trabalho, as amostras da Africa subsaariana
classificaram-se em dois agrupamentos distintos.

De acordo com Rosenberg et al. (2002) a estimativa da variancia dentro do
grupo afeta o numero de locus necessarios para corretamente identificar os
agrupamentos populacionais assim como o continente de origem de um individuo.
Eles estimaram, por exemplo, que enquanto para a Africa cerca de 200 locus foram
necessarios, na América apenas 100 locus foram suficientes para identificar
corretamente um individuo ao continente. Esses autores ainda afirmam que o
namero de locus poderia ser menor se marcadores mais informativos fossem
genotipados.

Bamshad et al. (2003) verificaram que 60 marcadores eram suficientes para
identificar o continente de origem de um individuo com 90% de probabilidade mesmo
em populagdes miscigenadas. Essa estimativa chegava aos 100% com 100 ou mais
marcadores. Nesse estudo foi observado, que n&o havia diferencas de poder
estatistico para detectar estrutura populacional e continente de origem entre
marcadores bialélicos e microssatélites.

A partir desses estudos varios pontos importantes foram corroborados
enguanto novos emergiram e levantaram novas questdes: 1) Em geral a
diferenciacdo genética entre grupos nativos segue a distancia geogréfica; 2) A maior
diferenciacdo ocorre entre continentes, logo a classificacdo dos individuos em
grupos étnicos traz informacao sobre ancestralidade genética (Risch et al., 2002); 3)
O subestruturamento populacional dentro dos grupos étnicos principais ocorre em
varios graus; 4) Em populacdes que migraram e miscigenaram recentemente como
as dos Estados Unidos e da América Latina nas quais a estrutura populacional torna-
se mais complexa, a etnicidade auto-declarada pode ser um preditor menos acurado
de ancestralidade genética (Ziv and Burcharel, 2003).

O grande desafio para decifrar aspectos evolutivos da histéria humana é
utilizar a pequena quantidade de diferenciagdo genética entre populacdes para
inferir a historia das migracdes. Os padrées de estrutura das populacdes humanas

modernas poderdo ser utilizados para guiar a construcdo de modelos histéricos de
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migracdo e miscigenacdo que poderdo ser Uteis para inferéncias sobre a historia
genética humana.

A idéia de que marcadores genéticos existam em uma populacdo e ndo em
outra foi inicialmente apresentada por Neel (1973), que se referiu a esses
marcadores como “privados” e os utilizou para estimar taxa de mutacgao.
Chakraborty et al. (1991) designaram as variantes que sao encontradas em apenas
uma populagdo como “alelos unicos” sugerindo a utilizagdo dos mesmos para
estimativas de fluxo génico.

Mais recentemente, Schriver et al. (1997) usaram a designagdo “alelos
populacao-especificos” (PSA) ou “marcadores informativos de ancestralidade” (1AM)
para descrever os marcadores genéticos com grandes diferenciais de frequéncias
alélicas entre os grupos humanos. De acordo com esses autores essas diferencas
deveriam ser maiores que 50% entre duas populacdes étnicas ou geograficamente
definidas para um marcador ser considerado informativo de ancestralidade.

A maneira mais eficiente para estudar associacédo de alelos especificos com
diferentes doencas sdo os estudos do tipo caso-controle utilizando-se de genes
candidatos, que podem ter sido identificados na base de conhecimento sobre a
carcinogénese ou em varreduras (screens) genOmicas com marcadores
polimérficos. Os estudos do tipo caso-controle apresentam uma série de vantagens:
sdo mais faceis de executar e menos dispendiosos que estudos de coortes e
apresentam maior poder do que estes Ultimos para eventos menos comuns. Assim
eles tornaram-se padrdo para estudos epidemiologicos de identificagdo de genes
envolvidos na susceptibilidade. Por outro lado, estudos de caso-controle apresentam
a distinta desvantagem de serem notoriamente susceptiveis a vieses de
subestruturacao de populacdes aos efeitos da susceptibilidade genética ao cancer.

Em geral, a formacdo de subpopula¢gdes (também chamada estratificacao)
ocorre porque a populagdo ndo é panmitica, mas composta de inUmeros grupos
reprodutivos, muitas vezes ndo randdmicos. Isto é especialmente significativo em
populacdes formadas por mistura de duas ou mais populacdes ancestrais, como
sabemos ser 0 caso da populacdo brasileira que é uma mistura de populacfes
fundadoras amerindias, européias e africanas (com uma pequena contribuicdo
asidtica mais recente). Neste caso, as proporcoes relativas de ancestralidade de

cada individuo variam.
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Se o risco de uma doenca ou a predisposicdo genetica variam com as
proporcbes de miscigenacdo (ou seja, se ha diferencas entre as populacdes
ancestrais) isto levara a confusdo de associa¢cdes do fendtipo com o gendtipo em
qgualquer locus no qual as frequéncias alélicas diferem entre as populacbes
ancestrais.

A estratificacdo populacional existe quando a populacdo em questdo €
constituida pela mistura de diferentes grupos de populacdes (europeus e africanos,
por exemplo) que normalmente sdo denominadas de subpopulacdes e quando a
proporcéo de mistura, definida como a propor¢cdo do genoma que teve origem em
cada subpopulacao, varia entre individuos (Kittles et al., 2002).

Um dos exemplos mais conhecidos de associacdo espuria foi o da
associacao do cancer de préstata com polimorfismos do gene CYP3A4, entre negros
americanos (Kittles et al., 2002). Uma importante consequéncia para estudos de
susceptibilidade ao cancer é a inadequacéo da extrapolacao livre de dados colhidos
em populacdes relativamente homogéneas.

Uma estrategia eficaz e largamente utilizada na literatura, hoje considerada a
mais custo-eficiente € a de “controles gendmicos”, que se baseia na idéia que se
existe estratificacdo, a mesma causara associacdes espurias ndo s6 com o gene
candidato, mas também com outros genes que ndo sao geneticamente ligados a ele.

Vamos imaginar a situacdo em que tenha sido observada uma estatistica de
associacao significativa entre um fenétipo e um gene candidato, por exemplo, um
valor nominalmente elevado de qui-quadrado. Para verificar se esta estatistica
elevada significa realmente a presenca de associagcdo, repetimos o teste com
inUmeros outros marcadores em diferentes cromossomos que agem como “controles
gendmicos”.

Caso o valor do qui-quadrado seja muito mais elevado com o gene candidato
do que com os outros marcadores, temos uma forte indicagdo que o gene candidato
€ responsavel pelo fendtipo ou esta em desequilibrio de ligacgdo com o gene ou
genes responsaveis pela associacdo. Por outro lado, se a valor de qui-quadrado do
candidato ndo for muito diferente daquele dos outros marcadores, poder-se-a
concluir que a associacdo putativa pode ser devida apenas a estratificagdo. Esta
estratégia foi delineada por varios autores entre os quais Reich and Goldstein

(2001), os quais mostraram que se dividirmos o valor do qui-quadrado (x?) do gene
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candidato pelo valor médio de x? dos outros marcadores, podemos obter um valor
corrigido que elimina os efeitos da presenca de estratificacao.

O numero de marcadores exigidos para estimar o efeito da subestruturacéao
populacional depende de dois fatores principais: do painel de marcadores escolhidos
(quanto esses marcadores diferem nas subpopulagdes ancestrais); e da associagcao
do traco e/ou doenca investigado com uma, ou mais, das subpopula¢des (quanto
esta caracteristica € mais comum em um determinado grupo ancestral).

Célculos que empregam analises de maxima verossimilhanca sobre as
estimativas de mistura individual mostraram que em populagdes formadas pela
mistura de duas subpopulacBes aproximadamente 40 marcadores bialélicos, com
média de valores de delta (A) (diferencas das frequéncias alélicas nas populacdes
ancestrais) em torno de 60%, séo requeridos para medir com precisdo a proporgao
de mistura de cada individuo.

Os sistemas bialélicos de insercdo e delecdo (INDEL) sdo mais faceis de
investigar, principalmente na forma de sistemas multiplex. Como as insercdes
podem apresentar tamanhos muito diferentes (de um até dezenas de nucleotideos)
€ possivel combinar o tamanho do amplicon em funcdo do tamanho da insercéo e
ajustar ambos com os diferentes tipos de fluorocromos de forma a genotipar com

relativa facilidade até quinze marcadores simultaneamente.

1.8. Aplicabilidade do estudo na pratica clinica

No Brasil, as estimativas de cancer para o ano de 2012, apontam a ocorréncia
de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, incluindo os casos de pele
ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do céncer no pais. O cancer
gastrico configura-se como o quarto tipo de neoplasia mais incidente no mundo
(Parkin, 2011; WHO, 2009). Na regido Norte do Brasil, o cancer gastrico se
apresenta como um problema grave de saude publica com elevada prevaléncia e
mortalidade associada a esta neoplasia (Silva el al., 2012). Mundialmente, o cancer
de mama esta relacionado a maior incidéncia e causa de mortalidade em mulheres
(WHO, 2009).

A sobrevida baixa de pacientes com neoplasias deve-se ao diagnéstico ocorrer
geralmente em estadio avancado. O diagnostico precoce resulta em significativa

diminuicdo da mortalidade decorrente dessa doenca. Entretanto, o diagnostico nesse
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estadio € raro devido ser assintomatico. Para modificacdo deste panorama, o
rastreamento entre grupos de alto risco é necessario para a aplicacdo de testes
preditivos e deteccao precoce do cancer (INCA/MS, 2011).

O desenvolvimento de biomarcadores preditivos para o cancer, pode ajudar a
prever a probabilidade de um individuo desenvolver cancer em sua vida, o que pode
ajudar a compreender a causa do cancer e do risco de desenvolver cancer no futuro,
ou passa-lo para a proxima geracao.

As pessoas avaliadas com prognostico desfavoravel (baseado em
marcadores moleculares) podem ter a op¢cao de realizar exames preventivos para o
cancer mais frequentemente e evitar fatores de risco especificos, modificando o
estilo de vida para diminuir o risco adicional, ou tomar medicacdo preventiva
(quimioprofilaxia), se disponivel. Em alguns casos, as pessoas com uma
predisposicdo genética a desenvolver cancer podem ter a oportunidade de reduzir
esse risco (NCI, 2012).

A aplicacdo de biomarcadores moleculares na prética clinica como fator de
risco no desenvolvimento neoplasico pode revolucionar o entendimento das
neoplasias, criar subsidios para novos alvos terapéuticos e reduzir custos
desnecessarios com terapias e internagbes (Chang et al.,, 2012; Yuzhalin and
Kutikhin, 2012; Schneider et al., 2012; Skorodumova et al., 2012; Craven et al.,
2012, Willard and Koochekpour, 2012, Thumar et al., 2012; Hawley et al., 2013).

Abordagens promissoras contra o cancer humano tornam-se disponiveis na
era pos-genoma (Murakami, 2009). Os polimorfismos genéticos de base Unica
(SNPs) sao vistos como marcadores ideais para estudos de céancer na era poés-
genbmica por ser o tipo mais comum de variacdo genética e amplamente
distribuidos em todo o genoma, cerca de 12.000.000 de SNPs s&do descritos no
genoma humano (Brockmoller and Tzvetkov, 2008).

Para a prevencgdo do cancer, uma série de estudos de associagdo ao genoma
sao realizados e varios SNPs que poderiam predizer suscetibilidade de cancer foram
identificadas com sucesso (Ulrich et al., 2000; Dong et al., 2008).

O gene NAT2, é considerado um modificador de risco, pois em sua funcao
normal modula o risco ao desenvolvimento do céncer por estar envolvido na
metabolizacdo de agentes potencialmente carcinogénicos (WHO, 2009; Khedhaierr,
2008, Zhang et al., 2010, Teixeira et al., 2010, Hein, 2009). Variacdes genéticas,

como SNPs, resultam na produgédo de enzimas com atividade modificada, levando a
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variacdo na velocidade de acetilagdo de xenobidticos potencialmente carcinogénicos
(Borlak and Reamon-Buettner, 2006; Hein, 2009; Eichholzer et al., 2012).

A enzima NAT2 é responsavel pela biotransformacdo de diferentes
xenobidticos que maioria da populagdo mundial € exposta como: aminas aromaticas
e heterociclicas envolvidas principlamente no habito de fumar e comer carne bem
cozida (Ochs-Balcom et al., 2007, Zang et al., 2007, Silanpaa et al., 2005).

Para compreender e controlar as neoplasias sdo necessarios conhecimentos
cientificos aliados a um melhor uso dos recursos disponiveis para o planejamento,
execucao e avaliagdo das estratégias de controle da doenca. Atualmente, o controle
e a prevencdo do cancer estdo entre os maiores desafios lancados a ciéncia e a
gestao publica (INCA/MS, 2011).

O presente trabalho faz parte de um projeto maior intitulado “Desenvolvimento
de um painel de marcadores genéticos associados a susceptibilidade e
farmacogenética do cancer gastrico no estado do Para”, aprovado pela Fundacao de
Amparo a Pesquisa do Para, que pretende investigar diferentes genes candidatos a
susceptibilidade ao cancer na populacéao do estado do Para.

O projeto tem como objetivo formar bases metodoldgicas e cientificas para o
desenvolvimento de um painel de marcadores genéticos capazes de fornecer
prognéstico para o desenvolvimento de diferentes formas de cancer.

O painel de marcadores elaborado nessa pesquisa por nao ser um
procedimento invasivo poderia ser usado em um programa de rastreamento em

populagdes de alto risco o que diminuiria custos ao SUS.
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CAPITULO II

OBJETIVOS
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[I.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi verificar uma possivel associacao entre os
SNPS do gene NAT2 e a susceptibilidade ao acometimento de Adenocarcinoma
gastrico ou Carcinoma ductal invasivo da mama em pacientes da regido norte do

Brasil.

I1.2 Objetivos especificos

1. Investigar e comparar a distribuicdo de frequéncias dos genoétipos do gene NAT2

em pacientes com cancer géstrico ou de mama e individuos controles.

2. Investigar os cinco principais polimorfismos (A803G; G857A; C282T, T341C;
C481T) do gene NAT2 e sua possivel associacdo com duas formas distintas de

neoplasias (Gastrica e Mama).

3. Determinar as frequéncias de SNPs, hapl6tipos e gendtipos do gene NAT2 em
pacientes com Cancer Gastrico ou de Mama e individuos controles da populacéo
de Belém-PA.

4. Verificar o efeito sinérgico entre as cinco muta¢des investigadas, em associacao

com a susceptibilidade ao cancer.

5. Utilizar os marcadores INDEL do tipo IAM, como método de controle genémico
para o pareamento de ancestralidade individual entre o grupo caso e controle
em estudo de associagdo de genes candidatos a doencas complexas

(Susceptibilidade ao cancer do gene NAT2).
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WITH BREAST AND GASTRIC CANCER RISK IN BRAZIL
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Abstract. Background: The N-acetviltransferase 2 (NAT2)
gene is a marker for the study of imterindividual susceptibility
to developing neoplasias. The purpose of this study was to
verify a possible association between single nucleotide
polymomorphisms (SNPs) of NAT2 and the suscepribility ro
gastric cancer (GC) and breast cancer (BC) in patients from
the North region of Brazil. Materials and Methods: Five SNPs
of the NAT2 gene were investigated by direct sequencing.
Ancestry was estimated by analysis of a panel with 48
ancestry-informative markers (AIM). Results: Individuals with
slow acetvlation profile had an increased risk of developing
neoplasias up to three times when compared fo controls.
Conclusion: In this study, slow acetylation profile was found
to strongly influence susceptibility to GC and BC.

Gastric cancer (GC) is the fourth most common type of
neoplasias worldwide (1, 2) and breast cancer (BC) has the
highest incidence and is the leading cause of female death (2).
In Brazil, GC represents the fifth most common type of tumor
among the male population and BC is the second most
common among the female population (3). Studies of genetic
susceptibility to cancer using single nucleotide polymorphisms
(SNPs) of the genes that encode the enzymes responsible for
the biotransformation of carcinogenic agents may identify the
at-risk population and help to clarify the etiology of a given
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tumor type (4-6). N-acetyltransferase 2 gene is a marker for
the study of interindividual susceptibility to develop
neoplasias; the enzyme NAT2 takes part in the metabolism of
carcinogenic agents and SNPs of its gene produce enzymes
with different activities, leading to slow or fast acetylation of
xenobiotics, such as aromatic and heterocyclic amines (7-9).
The purpose of this study was to verify a possible association
between SNPS of NAT2 gene and the susceptibility to GC and
BC in patients from the North region of Brazil. An ancestry
genomic assay of case and control samples was carried out to
estimate the individual inter-ethnic admixture for the
volunteers taking part in this study.

Materials and Methods

Sudy popularion. The investigated participants were chosen according
to a case control study. The sample cohort consisted of 63 patients
from Jodo de Bamos Bameto University Hospital, all of them were
diagnosed with gastric adenocarcinoma, and T0 patients from Ophir
Loyola Hospital, diagnosed with invasive ductal breast carcinoma,
both hospitals located in the city of Belém, Brazil. For both groups,
risk factors related to the development of neoplasias were established,
such as advanced age and gender. For the case group, we also
collected other risk factors for the development of neoplasia, such as
alcoholism and tobaccoism. The study control population was
composed of 89 participants without cancer, living in the North region
of Brazil. The protocol used in this study was approved by the
Committee of Research Ethics from the Jodo de Barros Bameto
University Hospital (protocol number 3505/2004) for gastric cancer
samples and by the Committee of Research Ethics from the Tropical
Medicine Center of Federal University of Pard (protocol number
043/2008) for breast cancer samples. All patients recruited for this
smudy provided written informed consent to their participation.

Genomic DNA exmaction. From each participant, 5 ml of peripheral
blood was collected by using EDTA as anticoagulant. DNA extraction
was carried out according to the method described by Sambrook eral.
(10}, with modificaions. The concentration of DNA was estimated by

3683
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the use of a GeneQuant RNA/DNA spectrophotometer { Amersham,
Pharmacia Biotech, Cambridge, UK).

Genotyping of NAT2 gene . Five polymorphisms of great importance for
the definition of NAT2 profile (C282T, T341C, C48IT, AB03G and
GESTA) were investigated by direct sequencing of 986 base pairs,
amplified in two reactions, with the following primers: NAT2-1F (5=
TTA ATT CTC ATC TCC TGC CAA AGA-3"), NAT2-1R (5'-TCA
CTC TGC TTC CCA AGA TAA TCA-3"); NAT2-2F (5'-ATG GAG
TTG GGC TTA GAG GCT AT-3"), NAT2-2R (5'-CTT TGG CAG
GAG ATG AGA ATT AAG A-3"). The choice of the primers was made
by using the software Primer 3 (11). An amplification was carmied out in
an ABI Verity thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). The standard protocol used: 20 pmol of each oligonucleotide, 2.5
mM MgCh, 025 mM each dNTP, 3 U Taq polymerase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), 10 mM Tris-HCI (pH 8 3), 50 mM
KCl, 100 ng of genomic DNA in a 25 pl reaction volume. Samples were
incubated at 95°C for 3 min, followed by 35 cycles of 94°C for 2 min,
60°C for 1 min and 70°C for 2 min, with a final extension at 70°C for 30
min. Amplification products were analyzed by electrophoresis in 1.5%
agarose gels. PCR products were purified with Purelink kit (Invitrogen
Life Technologies). Sequencing was carried out on an ABI PRISM 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The obtained sequences were
analyzed for the identification of SNP by alignment with the reference
sequence (GenBank accession X14672). The nomenclature of NAT2
genotype is given in accordance with that described in “The Consensus
Gene Nomenclature of Human NAT2 Alleles’ (12).

Estimates of individual inter-ethnic admixture. The population from
the North region of Brazil, the target of this study, is composed of
an inter-ethnic admixture of three ancestry populations: African,
European and Native American (13). In order to avoid spurious
interpretations resulting from the population substructure, we used a
panel with 48 ATMs (13). In this way, we estimated the individual
inter-ethnic admixture and checked the ancestry for the study’s case
and control samples.

Statistical analysis. Allele frequencies at individual loci were
estimated by the Hardy-Weinberg equilibrium exact test was
performed using the GENEPOP software (14). Linkage
disequilibrium estimates (D and I ) and the maximum likelihood
estimate of haplotype frequencies were calculated with the software
PHASE v.2.1 (15). Estimates of Individual inter-ethnic admixture
were carried out by using the software Structure v.2.2 (16). All other
statistical analyses were performed by using the statistical software
SPSS v.12.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Group comparisons for
categorical variables were carried out using the %2 test, while
Stdent’s r-test was used for the analysis of continuous variables.
Odds ratios (OR) and confidence intervals (95% Cls) were also
calculated. Multiple logistic regression analyses were carried out
using the backward model. The comparison of ancestry index
among the samples was carried out by using the Mann Whitney test.
All statistical tests were based on a two-tailed probability, and a p-
value =0.05 was considered significant.

Results

Inter-ethnic admixture estimaies in cancer patients and
controls. Figure 1 shows the individual parental ethnic
contribution of case and control groups estimated through 48
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AlMs. Table I lists the average of ancestries between the
investigated groups. Based on individual ancestry estimates,
it was possible to estimate the averages of such ancestries
among the investigated groups, additionally to testing for
differences. We found statistical differences for African and
European parental contribution when compared between the
cancer and control groups; a higher African contribution was
detected in the study group with cancer and, in the control
group, a higher European contribution was detected
(p<0.001). The Amerindian parental group was not
statistically different when compared to ancestral groups. In
order to control the substructure effects, we made use of the
individual inter-ethnic admixture estimates as interference
factors in statistical analyses of association between genetic
markers and two investigated tumor types.

NAT2 gene SNPs frequencies associated with cancer
susceptibility. Table II describes the frequencies of the five
polymorphisms and their respective haplotypes associated with
the acetylation profile in the group of patients with cancer. The
most frequent allele was 481T, present in 38% of patient
samples, while the least frequent was 857A (10%). All
polymorphisms of NAT2 gene showed a linkage
disequilibrium (D*>0.80; p=<0.05). Thirteen (13) haplotypes
derived from the five investigated polymorphisms were
obtained (Table II). The most frequent haplotype found in
association with fast acetylation profile was NAT2*4 (26%),
followed by NAT2*13 (20%), NAT2*12 (4%) and NAT2*11
(3%). As for xenobiotic slow acetylation haplotypes, the most
frequent ones found were: NAT2*5 (37%) and NAT2*7 (10%).
The results of the haplotypes generated show a frequency of
539 for the alleles associated with the fast acetylation profile,
while 47% were described as slow acetylation profile.
Genotypic ratios found were in accordance with those
expected by the Hardy Weinberg equilibrium, in all groups
analyzed. Estimate relative risks in the groups with cancer
{made up by combining GC and BC) were computed in
relation to the control group. The results for separately-
investigated polymorphisms showed a significant effect for
SNP C282T only. Genotypes from the dominant
polymorphism C282T (TT+CT) had a significant association
(p<0.001; OR=3.076; 95%Cl=1.664-5 687) with susceptibility
to the different forms of cancer investigated. Separate analysis
of the polymorphisms in NAT2 gene showed that four SNPs
(C481T, ABD3G, GB85TA and T341C) were not important in
the association with the susceptibility to cancer.

NAT2 genotype associated with cancer susceptibility. Table 1
shows the distribution of participants according to the
characteristics of the haplotypes and their acetylation profiles.
For classification purpose, three genotype groups were
defined: 1) fast genotype, including these with two fast
acetylation alleles; ii) intermediate genotype, with one fast
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Figure 1. Individual estimate of inter-ethnic admixmre between case and
control groups. Evropean, African and Native American ancesiries were
estimated with the genotyping of the panel of 48 ancesmry-informative
markers in the groups of patients with cancer {magenta) and controls
(vellow ). The admixiure is estimated by a comparizson with subjects from
the parental populations: European (green), African (red) and Native
American (blue ).

acetylation allele and one slow acetylation allele; iii) slow
genotype, with two slow acetylation alleles. Genotype NAT2
*5/*5 was the most predominant (58%) among genotypes for
slow acetylation identified in the study group with cancer. A
significant association of slow and fast acetylation profile with
the susceptibility to develop neoplasias investigated was
detected (p=0.010; OR=3.054; 95%CI=1.303-7.159) and
(p=0.041; OR=0527; 95%CI=0 280-0.973). We showed that
individuals with a slow acetylator profile have increased odds
of developing neoplasias, up to three times when compared to
controls. In this context, we also established that individuals
who are homozygotes for fast acetylation have 53% protection
against the development of a tumor (GC and BC) compared
to those with other genoty pes.

Discussion

The Brazilian population is one of the most heterogeneous
population worldwide, with a contribution from three parental
groups: Amerindians, Europeans and Africans (13, 17).
Therefore, in studies of genetic association to diseases, the
addition of a population structure estimate is of great
importance aiming at identifying and correcting possible
effects of the population substructure (13). In order to avoid
spurious interpretations resulting from the population
substructure, we used a panel with 48 AIMs (13). This panel
has already been used in other studies of genetic association
with diseases (18-21). A higher African contribution was

Table 1. Ancestry statistics for patients with cancer and controls.

Ancestry Control (n=89) Cancer (n=133) P Valuel
Native American 0.28+0.11 0.30+0.12 0171
European 0.52+0.12 0.44+0.14 <0).001
African 0.20+0.01 0.26+0.11 <0.001

Data are meanssstandard deviation for quantitative data. *Patients with
two different forms of neoplasia: pastric and breast cancer. "Mann
Whitney test.

detected in the study group with cancer. Kittles ef al. found a
similar population substructure among African Americans for
prostate cancer (22). The genomic control by ancestry is able
to correct distortions in the analysis of association as
evidenced in other work (23, 24). The important role of
control genomic ancestry in association studies is clear
especially in populations with a high degree of mixing
between ethnic groups, such as the Brazilian population. Our
results on the association of the NAT2 gene SNPs with the risk
of different forms of cancer investigated suffered no distortion
with the use of genomic ancestry. Several studies have
revealed the role of genomic ancestry as a risk factor
associated with different types of cancer (25-26). A meta-
analysis published by Ali er al. found strong evidence that
specific types of tumors are more prevalent in certain ethnic
groups (27). In these studies, five different SNPs were
identified through the sequencing of NAT2 gene (T341C,
C481T, AR03G, C282T, GB5STA), which are some of the most
important polymorphisms for determining the enzyme’s
acetylation speed (28, 29). Our study found similar results to
association of diseases in the Brazilian population and in the
Northern part of the country, which also investigated the NAT2
gene which found a high frequency of C481T polymorphism
(35% and 38%) and low frequency of GESTA (4% and 9%)
(28,30). The most frequent haplotype found in association
with the fast acetylation profile was NAT2*4 (26%), followed
by NAT2*13(20%), NAT2*12 (4%) and NAT2*11 (3%). This
higher frequency for the fast acetylation haplotype NAT2*4 is
similar to with another study developed within the same
population (199%) (30). In our study, for slow acetylation
haplotypes, the most frequent SNP was NAT2#5 (37%). A
study which investigated a Brazilian population found a
frequency of 33% for NAT2*5 and in that study, the authors
suggest an association of this haplotype’s high incidence with
the influence from European and African ancestral groups in
the ethnic composition of the Brazilian population,
considering the high incidence of NAT2*5 in these two
parental populations (17, 29). In that study, the isolated
analysis of the polymorphisms in NAT2 gene showed that only
the SNP C282T was important in the association with the
susceptibility to cancer. There is no consensus in the literature
concerning the individual contribution of C282T
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Table I1. Single-nucleotide polvmorphisms of N-acetyliransferase 2 gene and haplotypes in patients with cancera from the North region of Brazil.

Nucleotide 82T 481T 803 G BST A Mlc

Amino acid None None K268R G286E 1114T

Frequency 030 038 0.27 0.10 0.37

Haplotype C2BIT C481T ABO3G GBSTA T341C Frequency Phenotype
NATZ*4 C C A G T 0.2556 Fast
NAT2*35A T . C 0.1278 Slow
NAT2*5B T G C 0.2181 Slow
NAT2*5C G C 0.0113 Slow
NAT2*3D . C 0.0113 Slow
NATZ2*TA . A 0.0113 Slow
NAT2*TB T . A 0.0863 Slow
NAT2*TC T . G A 0.0037 Slow
NATZ*11A T . 0.0301 Fast
NAT2*12A . G 0.0263 Fast
NAT2*12B T . G 0.0113 Fast
NAT2*12C . T G 0.0037 Fast
NATZ*13A T 0.2030 Fast

APatients with two different forms of neoplasia: gastric and breast cancer.

polymorphism to the genetic susceptibility to cancer; however,
this is the most important SNP in the definition of haploty pe
NAT2*13, which characterizes the fast acetylation profile and
which, in turn, is well-described in the literature to be
associated with risk for cancer (31-33). Major SNPs used in
the definition of the acetylation profile have already been
described with high frequencies in different ethnic groups.
Within the Brazilian population the C282T SNP was found at
a significantly higher frequency in European descendants (17),
and haplotype NAT2*13 was associated with higher
contribution from African ancestry (29.34). These parental
populations were particularly significant in our study of
comparing the groups of cancer patients and controls.
Different studies involving susceptibility to BC obtained
similar results, with greater predominance of fast acetylators
(29%%) in patients (35). On the other hand, another study with
BC found higher frequency of slow acetylators 57% (36).
The genotype NAT2*5/5 was the most predominant (58%)
among genotypes for slow acetylation identified in the study
group with cancer; in the literature, similar results were
found concerning slow acetylation profile (17, 29, 30). We
showed that individuals with a slow acetylator profile have
probability of developing neoplasia (GC and BC) increased
to up to three times when compared to controls (p=0.010;
OR=3.054). The findings of several authors were similar to
ours for the association of a slow acetylator profile with the
risk of developing GC (37, 38) and BC (39-41), separately.
NAT2 is predominantly expressed in the liver,
gastrointestinal tract and colon; although mRNA is detected in
several other tissues at basal levels (8, 42). The metabolic
profile of the enzyme can be associated with the susceptibility
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to several tumors types in different organs, depending on the
expression variation of the enzyme in such organ (43). Hein er
al. published a review mentioning molecular studies of NAT2
gene in association with different forms of neoplasia (43). In
their work, the influence of the acetylation profile variation on
the increase of the risk of developing several types of tumor is
clear. Moore ef al. carried out a global meta-analysis and
showed the great influence of a slow acetylation profile on
bladder cancer (44).

Our findings strengthen studies which associate the slow
acetylation profile with susceptibility to different forms of
cancers lung (45), breast (40, 41), bladder (46, 47), cervical
{48), gastric (37, 38), head and neck (43) and prostate (43). In
the literature. much is discussed about the mle of NAT
acetylator profile in carcinogenesis. The metabolic role of the
enzyme, such as N- and O-acetylation, can be modulated by
SNPs, mainly, which will change the speed of metabolism of
potentially carcinogenic agents (32, 49, 50). Another
predominant and modulating factor of the risk of developing
cancer is the type of exposure of individuals or populations,
such as to heterocyclic and aromatic amines, resulting from
several lifestyle habits, mainly including cigarette smoking,
ingestion of well-done meat and alcohol (50-52). In this study,
it was not possible to collect data concerning expositive to
carcinogenic agents for the control group. The use of a panel
of 48 AIMs allowed us to estimate the individual and global
ratios of ancestral population contributions in the case and
control samples. Ancestry genomic control was effectively
important for this investigation once significant differences
were found concerning ethnicity among those with and
without neoplasias; based on such estimates, it was possible
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Table III. Characterization of N-acetyliransferase 2 genotype and preliminary definition of the acetvlation profile of patients with cancer® and
controls.

Genoty pe Total Controls Cancerd p-Valueb OR (95% IC)b
NAT2 (n=222} (%) (n=89) (%) (n=133) (%)

No allele for slow acetylation T6(34.2) 38 (41.6) 38(28.6) 0.041 0.527 (0.280-0973)
*4/*4 18 (23.7) 9(237) 9(23.7)

=11/%4 340) 0 3(79)

=11/#11 1{13) 1{2.6) 0

=11/*12 1(13) 1(2.6)

*11/*13 2(26) 0 2(53)

£12/#12 5 (6.6) 5(132) 0

#1244 9(11.8) 5(132) 4(10.35)

*12/*13 2(26) 0 2(53)

*13/*13 § (10.6) 6 (15.8) 2(53)

*13/%4 27 (355) 12(315) 15(39.4)

One allele for slow acetylation 106 (47 .8) 42 (483) 64 (48.1) 04922 0971 (0 540-1.747)
*4/*5 46 (43 .4) 25(394) 21(328)

r4/*7 7 (6.6) 2 (48) 5(78)

#5/%]] 3(28) 1(24) 2(3.1)

*5/*12 4(38) 2(48) 2{3.1)

*3/*13 33 (31.1) 8 (19.0) 25(39.1)

*7/*12 4(38) 2 (48) 2(3.1)

#7/%13 9 (835) 2 (4.8) T(11.0)

Two alleles for slow acetylation 40 (18.0) 9 (10.1) 31(233) 0.010 3054 (1303 -7.159)
*3/*5 24 (60.0) 6 (66.7) 18(58.1)

25/27 15 (375) 3(333) 12(38.7)

*7/*7 1(25) 0 1(32)

dPatients with two different forms of neoplasia: gastric and breast cancer. bp value and odds ratio (OR) adjusted by ancestry.

to control the ancestry effect on the association of NAT2 gene
with susceptibility to cancer. This is the first study to be
carried out in the North region of Brazil, which examined the
effect of population substructure associated with the
susceptibility to neoplasia. Only the C282T polymorphism
was importantly associated with the neoplasias studied. In this
study, the strong influence of a slow acetylation profile on the
susceptibility to GC and BC was clearly shown.
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Discussfes referentes aos resultados especificos obtidos no presente
trabalho encontram-se na secdo anterior de Resultados. Nessa secdo serdo
abordados aspectos gerais, referentes a aplicabilidade da investigacdo de
marcadores moleculares envolvidos na Susceptibilidade ao Céancer, principalmente
no Brasil.

A Susceptibilidade Genética ao Cancer esta direcionada para estudar a
herdabilidade genética de variacbes em genes envolvidos na susceptibilidade, e os
efeitos dessa variagdo no risco de desenvolvimento de cancer para um individuo.
Dessa forma, a identificacdo de marcadores genéticos que possam predizer o risco
ao desenvolvimento de neoplasias para um individuo, pode auxiliar no diagnostico
precoce e controle de fatores de risco especificos, para reduzir os riscos adicionais.

O objetivo da presente dissertacdo foi: verificar uma possivel associacao
entre os SNPS do gene NAT2 e a susceptibilidade ao acometimento de Cancer
gastrico e de mama em pacientes da regido norte do Brasil.

Em estudos de susceptibilidade ao cancer, uma série de associacdes ao
genoma tem sido realizados e varios SNPs que podem modificar o risco a neoplasia
foram detectados com sucesso (Ulrich et al., 2000; Dong et al., 2008). Avancos
tecnoldgicos recentes tém aumentado a velocidade de genotipagem e reduzido seus
custos, proporcionando um aumento no numero de estudos investigativos de
associacdes entre variantes em genes candidatos e o risco de desenvolvimento do
cancer (Dong et al., 2008).

No presente trabalho, individualmente somente o polimorfismo C282T do
gene NAT2 foi relevante para associacdo com as neoplasias investigadas. Outro
aspecto importante foi a forte evidéncia de influéncia do perfil de lenta acetilacdo de
xenobidticos do gene NAT2 na susceptibilidade ao Céncer Gastrico e de Mama.
Este é o primeiro estudo, na regido Norte do Brasil, que realizou e corrigiu o efeito

da subestruturacédo populacional associado a susceptibilidade de neoplasias.

IV.1 Estimativa de mistura interétnica em pacientes com cancer e controles

A populacéo brasileira é uma das mais heterogéneas em todo o mundo, a
qgual possui contribuicdo de trés grupos parentais Amerindios, Europeus e Africanos
(Teixeira et al., 2007; Santos et al., 2009). Além dos grupos formadores originais do
periodo colonial, o Brasil recebeu nos séculos XIX e XX imigrantes de varias partes

do mundo (Salzano e Bortolini, 2002). Nesse ponto, a aplicabilidade da
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Susceptibilidade no Brasil torna-se diferenciada, pois os modelos de estudos atuais
nao sdo aplicaveis as populacdes com alto grau de miscigenacdo (Suarez-Kurtz,
2007).

Dependendo da regido geografica do Brasil, 0 processo de miscigenagao
entre as trés subpopulacdes ancestrais ocorreu de forma muito diferenciada. E
praticamente consenso entre pesquisadores que em todo o territério brasileiro a
contribuicdo de genes (autossémicos) europeus € maior do que a dos outros grupos
étnicos. Também é aceito comumente que a contribuicdo de genes amerindios é
maior nas populagdes da regido Norte e que a de genes africanos € maior na regido
Nordeste e que no Sul do pais a contribuicdo de genes europeus é a mais elevada
(Callegari-Jacques et al., 2003).

Em investigagcdes do tipo caso-controle, os resultados podem ser mal
interpretados em funcdo da existéncia de uma estratificacdo populacional nao
identificada, entre os dois grupos investigados (Pritchard e Rosenberg, 1999). Esse
fato é particularmente importante quando as investigacfes sao realizadas em
populacdes miscigenadas, em um passado relativamente recentemente (como € o
caso do processo de formagéo da maioria da populacéo brasileira). Logo, controlar o
efeito da etnicidade € importante, principalmente em populacdes que historicamente
apresentam elevados graus de mistura interétnica, como a amostra investigada.
Diferentes trabalhos na literatura especializada tem realizado o controle genomico
em estudos de associacdo caso-controle (Stefansson et al., 2009; Fernandez-
Rozadilla et al., 2012).

Com o intuito de solucionar esse problema, no presente trabalho foi aplicado
um conjunto de 48 marcadores bialélicos, informativos de ancestralidade para serem
utilizados como controle genémico em estudos de associacao.

O painel de 48 marcadores de ancestralidade utilizado no presente estudo foi
capaz de detectar diferencas individuais de ancestralidade para os grupos de
pacientes com e sem Cancer. A metodologia de controle genémico empregado neste
estudo foi anteriormente utilizada com sucesso em outras publicacdes do grupo
(Bakos et al., 2011; Tarazona-Santos et al., 2011; Pedroza et al., 2011; Friedrich et
al., 2012).

Com base nas estimativas individuais de ancestralidade foi possivel estimar
as médias destas ancestralidades entre o0os grupos investigados e testar as

diferencas. Encontramos diferencas estatisticas para a contribuicdo parental Africana
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e Européia quando comparadas entre os grupos com Cancer e Controles, sendo que
0 componente europeu era significantemente maior no grupo controle do estudo
guando comparado ao grupo de pacientes com cancer. Com relagcdo a média da
ancestralidade africana foi observada uma estimativa inversa, onde este
componente parental por sua vez era significativamente maior no grupo de pacientes
com Cancer. O grupo parental amerindio ndo apresentou diferenca estatistica
guando comparado aos grupos ancestrais.

Embora neste estudo tenham sido analisados 222 individuos, uma populagéo
maior precisa ser investigada para elucidar a influéncia que o componente étnico
tem sobre o desenvolvimento do Cancer Gastrico e de Mama.

Para controlar os possiveis efeitos da subestruturacdo, empregamos as
estimativas de mistura interétnica individuais como fatores de interferéncia em todas
as analises estatisticas de associacdes entre os marcadores genéticos de
susceptibilidade relacionados ao desenvolvimento neoplasico dos dois tipos
tumorais investigados.

O controle gendmico foi uma ferramenta importante no desenho e
interpretacdo dos nossos dados para corrigir o efeito da subestruturagcéo
populacional que é particularmente importante no nosso pais pela elevada mistura
interétnica (Kittles et al., 2002).

IV.2 Frequéncias dos SNPs no gene NAT2 associados com a susceptibilidade ao
cancer

Nos grupos de individuos controles do estudo e pacientes com Cancer, foram
identificados cinco diferentes SNPs no gene NAT2 (T341C, C481T, A803G, C282T e
G857A) sendo estes alguns dos polimorfismos mais importantes para a
determinacao da velocidade de acetilacdo da enzima (Teixeira et al., 2010; Sabbagh
et al., 2008). Diferentes estudos realizados de associacdo com doencgas, na
populacdo Brasileira e na Regido Norte do pais, que também investigaram o gene
NAT2 obtiveram resultados semelhantes ao nosso, com alta frequéncia do
polimorfismo C481T (35% e 38%) e baixa do G857A (4% e 9%) (Teixeira et al., 2010;
Santos et al., 2013).

O haplotipo mais frequente encontrado associado ao perfil de acetilacdo
rapida foi NAT2*4 (26%), seguido por NAT2*13(20%), NAT2*12 (4%) e NAT2*11

(3%). O resultado do haplétipo de rapida acetilacdo NAT2*4 apresentou similaridade
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com outro trabalho desenvolvido na mesma populacéo (frequéncia de 19%) (Santos
et al., 2013).

Com relacdo aos haplétipos de lenta acetilacdo de xenobioticos, os mais
frequentes encontrados foram: NAT2*5 (37%) e NAT2*7 (10%). Um estudo realizado
na populacao brasileira encontrou 33% de frequéncia de NAT2*5 e uma sugestéo da
associacao de alta incidéncia deste haplotipo com a influéncia dos grupos ancestrais
europeu e africano na composi¢cdo étnica da populacdo brasileira, considerando a
alta incidéncia do NAT2*5 nestas duas populacdes parentais (Teixeira et al., 2007;
Sabbagh et al., 2008).

Os resultados dos haplétipos obtidos evidenciam uma frequéncia de 53% para
os alelos associados ao perfil de acetilacdo rapida de xenobioticos, enquanto que
47% foram descritos com o perfil de acetilacéo lenta. Dois estudos realizados com
associacdo de doencas encontraram resultados divergentes ao nosso com maior
frequéncia do perfil de acetilacdo lenta de 53% e 57% (Santos et al., 2013; Sillanpaa
et al., 2005).

Os resultados dos polimorfismos individualmente investigados demonstraram
um efeito significativo apenas para o SNP C282T. Nao existe um consenso na
literatura, quanto a contribuicdo individual do polimorfismo C282T na
susceptibilidade genética ao céancer, porém este € o SNP mais importante na
definicdo do haplotipo NAT2*13A, que caracteriza o perfil de acetilacéo rapida, este
sim por sua vez estd bem descrito na literatura em associacdo ao risco de cancer
(He et al., 2005; Hong et al., 2006; Marques et al., 2006).

Os principais SNPs utilizados na definicdo do perfil de acetilacdo ja foram
descritos com frequéncias elevadas em grupos étnicos distintos, na populacéo
brasileira, o SNP 282C>T foi encontrado em frequéncias significativamente mais
elevadas em descendentes Europeus (Teixeira et al., 2007) e o haplotipo NAT2*13
foi associado a maior contribuicdo de ancestralidade Africana (Sabbagh et al., 2008;
Sabbagh et al., 2011). Estas populacdes parentais sdo especialmente as que se
revelaram significantes em nosso estudo na comparacao dos grupos de pacientes

com cancer e controles.

IV.3 Genotipos do gene NAT2 associados com a susceptibilidade ao cancer

Diferentes estudos envolvendo a susceptibilidade ao Cancer de Mama
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encontraram resultados similares aos nossos com maior prevaléncia de acetiladores
rapidos nos pacientes (Ochs-Balcom et al., 2007).

Nossos resultados evidenciam que o0 gendtipo NAT2*5/*5 foi o mais
prevalente (58%) entre os pacientes com Cancer para o perfil de acetilacdo lenta,
concordando com outras investigacdes na literatura (Teixeira et al., 2007; Sabbagh
et al., 2008; Santos et al., 2013). Varios autores tiveram achados semelhantes ao
nosso com a associacdo do perfil acetilador lento de xenobidticos ao risco no
desenvolvimento de Céancer Gastrico (Malik et al., 2009; Zhang et al., 2009) e de
Cancer de Mama separadamente (Khedhaier et al., 2008; Baumgartner et al., 2009;
Conlon et al., 2010).

A enzima NAT2 ¢é predominantemente expressa no figado, trato
gastrointestinal e colon; apesar de mRNA ser detectado em varios outros tecidos em
niveis basais, portanto é razoavel supor que exista um correlagdo com niveis de
expressao da enzima NAT2 e os 6rgaos afetados primariamente pelas neoplasias
(Hein et al., 2009; Daly et al., 1994).

Hein e colaboradores (2000) publicaram uma revisao da literatura envolvendo
estudos moleculares do gene NAT2 em associacdo com diferentes formas de
neoplasias, neste trabalho fica claro a influéncia da variagdo do perfil de acetilacédo
no aumento do risco de desenvolvimento de varios tipos tumorais (Hein et al., 2000).

Moore e colaboradores (2010) realizaram uma meta-analise global na qual
demonstraram a grande influéncia do perfil de lenta acetilagdo de xenobibticos com
cancer de bexiga (Moore et al., 2010). Outros estudos reforcam nossos achados,
com associacédo do perfil de lenta acetilacdo a susceptibilidade a diferentes formas
de cancer: Pulméo (Lee et al., 2010), Mama (Baumgartner et al., 2009; Conlon et al.,
2010), Bexiga (Dong et al., 2008; Garcia-Closas et al., 2005), Colo do utero (Costa et
al., 2002b), Géstrico Malik et al., 2009; Zhang et al., 2009), Cabeca e pescoco e
Prostata (Hein et al.,, 2000). Outros estudos, no entanto, discordam dos nossos
resultados e associam o risco do perfil acetilador rapido na susceptibilidade ao
desenvolvimento de neoplasias (He et al., 2005; Marques et al., 2006; Le Marchand
et al., 2001; Ladero et al., 2002; Hong et al., 2006).

O perfil de metabolizacdo da enzima pode ser ainda associado a
susceptibilidade de varios tumores em diferentes 6rgdos, dependendo da variacao
na expressao da enzima neste 6rgao (Hein et al., 2000).

Na literatura muito se discute sobre o papel do perfil acetilador da enzima N-
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acetiltransferase na carcinogénese. A fungdo de metabolizacdo da enzima, como N-
e O-acetilacdo, podem ser moduladas pela ocorréncia de polimorfismos genéticos,
principalmente SNPs, que irdo alterar a velocidade de metabolizacdo dos agentes
potencialmente carcinogénicos (He et al., 2005; Hein et al., 2002; Zang et al., 2007).
Outro fator preponderante e modulador do risco de desenvolvimento do cancer é o
tipo de exposicdo ao qual o individuo ou populacdo sdo expostos, tais como: aminas
heterociclicas e aromaticas, provenientes de varios habitos de estilo de vida,
incluindo principalmente o fumo de cigarro, ingestao de carne bem cozida e de alcool
(Zang et al., 2007; Costa et al., 2005; Weber and Nathanson, 2000).

Um trabalho desenvolvido por Ikeda e colaboradores (2008) realizou um
estudo de associacdo completa do genoma (GWASs) identificando 214 SNPs em 44
genes importantes para carcinogénese gastrica, entre eles o gene NAT2
apresentava um importante papel no mecanismo neoplasico. Apesar do gene NAT2
nao fazer parte das classes de Genes supressores tumorais (GSTs) e Oncogenes,
gue sao classicamente 0s genes mais estudados para o desenvolvimento
neoplasico, a ocorréncia de variacbes genéticas no gene NAT2 tem se revelado
importantes moduladores de risco a individuos expostos a xenobiéticos (Fuselli et
al., 2007; Teixeira et al., 2007; Zang et al., 2007; Ikeda et al., 2008; Walraven et al.,
2008).

A investigacdo no gene NAT2 faz parte de um projeto mais amplo de criacao
e validagdo de um painel de marcadores moleculares de rastreamento de
populagdes com alto risco ao desenvolvimento de neoplasias, destinado a utilizagc&o
na pratica clinica da rede publica de saude - SUS. O painel de marcadores genéticos
tem como objetivo fornecer aos pacientes e profissionais de saude publica
informacdes a respeito do diagnostico precoce do cancer.

A aplicacdo do painel de marcadores nas populagbes pode promover a
reducdo de custos ao SUS devido a detecgéo precoce do cancer, beneficio este que
evita grandes custos associados a internacbes e tratamentos das neoplasias,
frequentemente de alto custo. Além dos aspectos econdmicos, a aplicacdo do painel
de marcadores genéticos de susceptibilidade apresentam vantagens aos pacientes
por ser uma metodologia n&o invasiva e promover na maioria dos casos o0 aumento

de sobrevida dos pacientes com neoplasias.
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TERMO DE APROVAGAO

A Comiss&o de Etica em Pesquisa analisou no dia 14.05.2004,
o projeto de pesquisa intitulado “Genética do Cancer Gastrico”,
desenvolvido por Marilia de Arruda Cardoso Smith, Romme! Burbano, Silvia
Regina Caminada de Toledo, Maisa Yoshimoto, Eleonidas Moura de Lima,
Cacilda Casartelli e André Salim Khayat, sob a Orientag@o do Prof. Dr. Paulo
Pimentel de Assumpgdo, obtendo APROVAGAO para desenvolvé-io nesta

instituic@o

Belém, 14 de maio de 2004
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DR. EDUARDO LEITAO MAIA
CRM 1997
Coordenador da Comiss#o de Etica em Pesquisa/ HUJBB
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2. Termo de aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa do Ntcleo de Medicina

Tropical da Universidade Federal do Para.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
! NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°043 /2008-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: C-MYC COMO PREDITOR DE RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA
NEOADJUVANTE EM CANCER MAMARIO.

Pesquisador Responsavel: Cyntia Mara Brito Lins Pereira.
Instituicdo / Unidade:ICB/UFPA.

Data de Entrada: 10/09/2008.

Data do Parecer: 28/10/2008.

o o b W

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em tela e,
verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolucdo 196/96-CNS/MS. Portanto,
manifesta-se pela sua aprovacao.

Parecer: APROVADG.

Belem, 19 de dezembro de 2008.
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Cdofdenador do CEP-NMT/UFPA.



