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RESUMO

RESuUMO

Os polimorfismos nos genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo de
carcinogénios estdo associados a susceptibilidade para certos tipos de neoplasia. A
enzima N-acefiltransferase 2 (NAT2) tem sido associada a metabolizagdo de alguns
carcinogénios descritos como factor de risco para o cancro da mama. Varios outros
estudos t&m também evidenciado estes carcinogénios como possiveis factores de
influéncia na susceptibilidade para cancro da prostata e da cabega e pescogo. No cancro
do colo do Utero tém sido indicados outros factores de risco, para além da infecgéo por
HPV, incluindo a exposigao a determinados carcinogeénios.

A enzima NAT2 é responsavel pela destoxificagdo de variados carcinogénios. O gene
NAT?, codificador da enzima N-acetiltransferase 2, é polimérfico, € os individuos que no
seu gendtipo possuam duas variagdes alélicas tém o fenotipo acetilador lento, enquanto
que os individuos com genotipo homozigotico selvagem ou heterozigético, possuem um
fenttipo acetilador rapido. O fenétipo & os gendtipos acetiladores lentos tém sido
associados com uma maior incidéncia de cancro em certos orgdos alvo relacionados com
a exposigao a varios carcinogénios, uma vez que estes possuem uma menor actividade
enzimatica. Contudo, existem também casos em que o fenétipo e genétipos acetiladores
rapidos se encontram associados com risco aumentado para alguns tipos de cancro,
consequéncia da activagao metabélica de carcinogénios por parte da NAT2.

O objectivo deste trabalho foi determinar se alelos e genotipos NAT2 poderdo estar
relacionados com a susceptibilidade para o cancro do colo do Utero, da mama, da
prostata e da cabega e pescogo, utilizando para o efeito estudos do tipo caso controlo.
Foram analisadas amostras de DNA de cento e vinte e cinco pacientes diagnosticados

com cancro do colo do utero, cento e quarenta e trés doentes com cancro da mama,
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cento e cinquenta e trés homens com carcinoma da prostata e vinte e quatro mulheres e
oitenta e oito homens com carcinoma da cabega e pescogo. Foi utilizado como grupo
controlo trezentos e setenta e oito individuos saudaveis, incluindo duzentos e oito
individuos do sexo feminino e cento e setenta do sexo masculino. Foi analisada a
presenca de duas variagfes alélicas do gene NAT? pela técnica de PCR-RFLP.

A andlise do grupo de doentes com cancro do colo do utero revelou que 0 genodtipo
NAT2*6/NAT2*6 esta associado com um risco trés vezes maior para desenvolvimento
desta neoplasia (OR=3,41; 95%IC: 1,34-8,89; p=0,007). Relativamente ao grupo de
homens com cancro da prostata, foi observado que individuos portadores do gendtipo
NAT2*6/NAT2*6 apresentam um risco diminuido para carcinoma da prostata (OR=0,33;
95%IC: 0,10-0,98). Na andlise do grupo de doentes com carcinoma da cabega e pescogo,
0s resultados revelaram que individuos portadores do genotipo de acetilagao rapido
NAT2*4/NAT2*4 apresentam um risco duas vezes maior de desenvolvimento desta
neoplasia (OR=2,64; 95%IC: 1,30-5,36; p=0,003).

Este estudo permite inferir que os polimorfismos no gene NAT? s&o factores de
susceptibilidade genética para cancro do colo do utero, da prostata e da cabega e
pescogo. Os resultados obtidos poderdo ajudar a definir um perfil alélico de populagdes
em diferentes localizagdes geograficas e a compreender a incidéncia dos varios tipos de
neoplasias no mundo inteiro. A analise dos factores genéticos que estdo envolvidos no
metabolismo de carcinogénios podera ajudar a definigdo de um perfil genético de risco,

podendo esta ser Gtil na planeamento de estratégias de quimioprevengao.
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SUMMARY

SUMMARY

Polymorphisms in genes that code for enzymes involved in the carcinogens metabolism
have been associated with susceptibility of different of cancer models. N-acetyltransferase
2 has been associated with the metabolization of several carcinogens accepted as risk
factors in breast cancer. Numerous other studies have also shown these carcinogens as
possible susceptibility factors in prostate as well as in head and neck cancer. Regarding
cervical neoplasia, others risk factors has been indicated beside HPV infection, including
exposure to carcinogens.

NAT2 is responsible for the detoxification of several carcinogens. NAT2 gene is
polymorphic, and individuals carrying two allelic variations have a slow acetylator
phenotype, whereas individuals heterozygotic or homozygotic for the wild-type alleles
have a rapid acetylator phenotype. The slow acetylators phenotype and genotypes have
been associated with higher incidence of cancer in certain target organs, since they hold a
lower enzymatic activity. However, there are also cases in which the rapid acetylators
phenotype and genotypes are associated with increased risk for some forms of neoplasia,
as a consequence of carcinogens metabolic activation by NAT2.

The purpose of this study was to determine if both NAT? allele and genotypes could be
related with cancer susceptibility in cervix, breast, prostate and head and neck cancers,
using a case control study.

One hundred and twenty five DNA samples from diagnosed cervical cancer patients, one
hundred and forty three breast cancer patients, one hundred and fifty three prostate
cancer patients and one hundred and twelve head and neck cancer patients were
analysed. Three hundred and seventy eight healthy individuals were used as a control

group, which comprised two hundred and eight women and one hundred and seventy
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men. The presence of two allelic variations in NAT2 was analysed through PCR-RFLP
technique.

The analyses of the cervical cancer patients group revealed that NAT2*6/NAT2*6
genotype is associated with a three fold increased risk in the development of this
neoplasia (OR=3,41; 95%IC: 1,34-8,89; p=0,007). Concerning the prostate cancer group,
it was observed that NAT2*6/NAT2*6 carriers presented a lower risk to prostate
carcinoma (OR=0,33; 95%IC: 0,10-0,98). In the analyses of head and neck cancer
patients, the results showed that NAT2*4/NAT2*4 rapid acetylator genotype conferred a
wo-fold increased risk in the development of this cancer (OR=2,64; 95%IC: 1,30-5,36;
p=0,003).

This study allows us to infer that NAT2 polymorphisms are genetic susceptibility factors in
cervical, prostate and head and neck cancers. Ours results may be useful to define the
allelic profile of several populations in different geographic localizations, in addition to
understanding the incidence of several neoplasias around the worid. The analysis of
genetic factors involved in carcinogens metabolism could help to characterize a risk

genetic profile useful in planning different quimioprevention strategies.
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INTRODUGAO

1. INTRODUGAO

O cancro, muitas vezes apelidado de “flagelo mundial’, representa a segunda
causa de morte em todo 0 Mundo (Robbins el al, 1994). E uma doenga que atinge ndo
apenas um ou outro 6rgdo, mas sim todo o organismo.

O cancro é uma doenga multifactorial e complexa. As causas que desencadeiam
o desenvolvimento tumoral variam de individuo para individuo € mesmo entre individuos
que desenvolvem o mesmo tipo de cancro. Cada caso resulta de uma série complexa de
predisposicdes individuais e de circunstancias ambientais que, combinadas durante um
determinado periodo de vida, podem resultar na iniciagdo € promogao do crescimento
tumoral. Sdo inumeros os factores que influenciam a susceptibilidade individual para
cancro, incluindo certos tipos de genes, como 0s oncogenes € 0S proto-oncogenes, a
imunidade, o estado hormonal, a capacidade de reparagdo de danos no DNA e a
capacidade de eliminagdo de compostos carcinogénicos e mutagénicos.

A maioria das pessoas possui uma fisiologia normal e herda uma série de genes
“saudaveis”. Entdo qual a causa de desenvolvimento de cancro? Hoje € geralmente
aceite que a iniciagio e o desenvolvimento tumoral sejam determinados por um balango
delicado entre factores ambientais e genéticos.

A identificago de variantes genéticas que possam modificar associagoes entre
exposicao e doenga tem o potencial de permitir estabelecer subgrupos da populagéo que
s30 mais susceptiveis a uma determinada exposi¢ao. Embora a identificagdo de genes
de susceptibilidade para cancro de alta penetrancia tenha trazido a ideia de uma base

hereditaria para o cancro, as mutagdes nestes genes sdo raras e S30 responsaveis
apenas por uma pequena percentagem dos casos de cancro (Newman et al.., 1998). Os

genes de susceptibilidade para cancro de baixa penetrancia, como 0$ envolvidos no
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metabolismo de carcinogénios, reparagdo de DNA e controlo do ciclo celular, tém um
impacto menor no risco para cancro, mas podem ser de grande relevancia para a saude
publica, uma vez que o seu risco atribuivel na populagé&o como um todo pode ser maior
(weber et al.., 2000).

Os agentes exogenos s&o usualmente metabolizados em estados reactivos
diferentes para conjugago e excregdo. As enzimas de fase | do metabolismo de
carcinogénios metabolizam um substrato a um estado reactivo através de processos de
oxidagdo, hidrolise e redugdo, enquanto as enzimas de fase Il destoxificam o
intermediario reactivo, permitindo a sua excregdo do organismo. O risco individual para
cancro depende em grande parte da eliminagdo dos compostos carcinogénicos do
organismo, € estas reacges influenciam a frequéncia de eventos indutores de mutag&o.
Uma vez que as enzimas envolvidas no metabolismo de carcinogénios sao altamente
polimorficas, com variantes genéticas conferindo diferentes capacidades enzimaticas, 0s
genes codificantes destas enzimas sao considerados potenciais candidatos ao grupo de

genes de susceptibilidade para cancro de baixa penetrancia.
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1.1. A ENziMA N-ACETILTRANSFERASE 2 (NAT2)

A enzima N-acetiltransferase 2 (NAT2) pertence ao grupo das Arilaminas N-
acetiltransferase (NATs) e intervem na fase Il do metabolismo de carcinogenios, sendo
responsavel pela biotransformagéo de varias aminas aromaticas e heterociclicas. As
NATs sdo proteinas encontradas em quase todas as espécies, desde eubactérias aos
humanos (Butcher et al.., 2002), partilhando regies altamente conservadas no terminal
amino, enquanto que no terminal carboxil apresentam pequena conservagao entre
espécies (Sinclair et al.., 2000).

A NAT? é uma enzima citosélica, encontrada num grande numero de 0rgaos, €
n3o apenas no figado, o principal 6rgdo excretor. Também se enconfra no pulmao e no
colon e em alguns tipos de células, como as células epiteliais da mama e prostata,
leucécitos e eritrocitos (Agundez et al..,1998; Windmill et al.., 2000). A sua expressao
ubiquitéria sugere uma fungdo fundamental na protecgao contra moléculas reactivas, nao
apenas no figado, mas em todos os tecidos alvos de agressoes ambientais.

A NAT?2 catalisa reacgdes de acetilagdo de arilaminas e hidrazinas, as quais
incluem compostos carcinogénicos e drogas terapéuticas, respectivamente (Hein et al.,
1992). Nos humanos a acefilagdo é a principal via de biotransformagao de algumas
drogas e essencialmente de inimeros carcinogénicos presentes na dieta, no fumo do
cigarro e no ambiente (Hein et al.., 1993).

A sequenciagdo do gene NAT2 tem revelado um vasto numero de variantes
alélicas que afectam a actividade do gene in vivo. A variagao genética modela a
capacidade de acetilagdo da enzima assim pode contribuir para uma predisposi¢éo
individual para toxicidade ou resisténcia a drogas e para desenvolvimento de doengas,

COmMo 0 Cancro .
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1.1.1. Caracteristicas Estruturais da NAT2

A primeira estrutura cristalina de uma NAT, sendo de origem bacteriana, foi
recentemente publicada (Sinclair ef al.., 2000). A estrutura da NAT humana ainda n&o foi
determinada, no entanto, a homologia com a NAT bacteriana sugere que as
caracteristicas sejam semelhantes.

Com base na analise estrutural, a proteina tem sido dividida em trés dominios
(Butcher et al.., 2002). O primeiro, referente ao terminal amino, consiste num feixe em
espiral, que forma de um lado uma fenda onde se encontra uma cisteina (nos humanos
Cys®) envolvida na transferéncia de grupos acefil. Todas as NATs sdo altamente
homologas nesta regido. O segundo dominio localiza-se do outro lado da fenda e
consiste em estruturas do tipo B. O ultimo dominio, no terminal carboxil, € uma
combinagao de estruturas do tipo e helicases a. E esta a regidio que apresenta a maior
diversidade entre as espécies.

Foi identificada no terminal amino da proteina uma triade catalitica, constituida
por trés residuos altamente conservados (Cys®, His'" e Asp'22 nos humanos) (figura
1.1) (Rodrigues-Lima et al.., 2002). O residuo de cisteina (Cys® nos humanos) tem sido

indicado como sendo crucial para a actividade das NATSs (Payton et al.., 2000).

Figura 1.1 — Estrutura do dominio catalitico do terminal
amino da proteina NAT2 humana (adaptado de Rodrigues
Lima et al.., 2002).
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1.1.2. Mecanismo de Reacgéo e Especificidade dos Substratos na

NAT2

As NATs diferem de muitas outras transferases dependentes da acetil coenzima-
A presentes na célula devido ao seu mecanismo de bi-reacgdo (Butcher et al.., 2002).
Primeiramente, a acetil coenzima-A liga-se & enzima e o grupo acetil ¢ transferido do
cofactor para a cisteina (Cys® em humanos) da proteina, sendo a coenzima-A
posteriormente libertada. Um segundo passo envolve a ligagdo do substrato a enzima
acetilada, durante o qual o grupo acetil é transferido para o substrato. Finalmente, o
produto acetilado é libertado da enzima.

Esta enzima é responsavel pela catalise de N- e O-acetilagao e, também, pela
N O-transacetilagdo dos seus substratos. Deste modo, participa na destoxificagao de
carcinogénios, via N-acetilagdo. No entanto, tambem & capaz de biactivar alguns
substratos a carcinogénios, via O-acetilagao ou N,O-transacetilagéo, dependendo da via
metabolica que ¢ funcionalmente relevante no tecido alvo (Bowden et al.., 1997; Hein et
al.., 1994).

A enzima NAT2 possui como substratos especificos alguns tipos de drogas,
como por exemplo, amonafide, dapsone, isoniazida e varias sulfonamidas, e também
varios tipos de carcinogénicos, como as aminas aromaticas, heterociclicas e N-hidroxi-
aromaticas (Hein et al.., 1988).

A determinaggo da especificidade do substrato para a NAT2 através do motivo
estrutural ndo & ainda clara. No entanto, ha estudos que sugerem que a regiao
envolvente aos aminoacidos 125 e 127 da NAT participa no reconhecimento e na

determinag3o da selectividade dos substratos (Goodfellow et al.., 2000).
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1.1.3. Localizagdo, Estrutura e Expressao do Gene NAT2

A enzima NAT? & codificada pelo gene NAT?, isolado pela primeira vez em 1989
por Grant et al. (1989). O gene NATZ encontra-se localizado no brago curto do
cromossoma 8, mais especificamente na regiao 8p22 (Blum et al.., 1990) (figura 1.2). A
proteina NAT2 & produto de um Gnico ex&o, ndo interrompido por intres, com uma open

reading frame (ORF) de 870 pares de bases (pb), que codifica 290 aminoacidos (Vatsis et

al.., 1991).
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Figura 1.2 — Representagao do cromossoma humano 8 evidenciando a localizagdo do gene NAT2

na regido 8p22.

A presenga do mRNA do gene NAT2 tem sido demonstrada num grande numero
de 6rgao (Agundez et al.., 1998; Windwill et al.., 2000), incluindo o figado, o tracto gastro-
intestinal, a bexiga, 0 pulmao, os tibulos seminiferos do rim, e também em celulas
epiteliais mamarias e prostaticas.

No locus NAT? encontra-se localizado um conhecido marcador polimorfico
(D8S21) (Matas et al.., 1997). Este locus € altamente polimorfico, possuindo o gene

NAT? humano um elevado nimero de variantes alélicas, designadas Polimorfismos.
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1.2. POLIMORFISMOS NO GENE NAT2

Um polimorfismo & definido como a existéncia de um ou mais fenétipos menos
frequentes numa qualquer populagao, ocorrendo em pelo menos 1% da populagao.
Esses fenotipos sdo o resultado de mutagdes genéticas, especiaimente mutacbes
pontuais, mutaces frame shift, ou delecgdes em determinados genes, 0 que se traduz na
maioria dos casos, mas nem sempre, em enzimas sem actividade ou com actividade
reduzida (Hengstler et al.. 1998).

Até a data, foram identificados 29 alelos mutantes no gene NAT2 humano (Hein
et al.., 2000). Estas variagdes alélicas resultam da combinagdo de mutagOes pontuais em
bases e por isso, 0 gene NAT2 representa uma série bem caracterizada de Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs), no interior de uma regido aparentemente instavel do

genoma humano (figura 1.3).

Prendagsne  TINIE
y/ —t) l—:- r/a
& Telomere [ T // C e

Haman NAT? Humxn N472

™~ 160 kb

g
!

5

Figura 1.3 — Esquema dos genes das NATs ilustrando os SNPs no gene NATZ2 (as cruzes

representam mutagdes pontuais). (adaptado de Sim et a./, 2000).

Cada uma das variantes alélicas encontradas no gene NATZ inclui entre uma a
quatro substituicdes nucleotidicas, das quais treze tém sido localizadas na regido

codificante do gene (Butcher et al.., 2002). Nove destas resultam numa alteragao do
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aminoacido codificado (G'9'A, T34C, ABIC, GOPA, ARG, ABSC e G¥7A) e as restantes

quatro s3o alteragdes silenciosas (T'1'C, C%7T, C*#'T e C7°T) (quadro 1.1).

Estas variagdes alélicas sdo responsaveis pelo conhecido Polimorfismo de

Acetilagdo, que esta na origem dos fenotipos de acetilagao. Os individuos homozigoticos

para os alelos mutantes dizem-se possuidores de um fenotipo acetilador lento, enquanto

individuos heterozigbticos ou homozigoticos para o alelo selvagem possuem um fendtipo

de acetilagdo réapido. Muitas vezes, os individuos heterozigoticos sao designados como

portadores de um fenétipo de acetilagéo intermédio (Butcher et al.., 2002).

Quadro 1.1 - Variantes alélicas do gene NAT2 humano (adaptado de Butcher et al..., 2002).

Variantes Alélicas Fenotipo Alteragoes Nucleotidicas Alteragbes Aminoacidicas
NAT2*4 Répido Nenhuma Nenhuma

NATZ2*5* Lento TG, C¥'T lle"4—>Thr

NAT2*5B Lento TG, CHIT, ASG fle"4—Thr, Lys?%—Arg
NAT2*5C Lento T341C, ABSG lie"4—Thr, Lys®8—Arg
NAT2*5D Lento 4G lleM*—Thr

NATZ2*6E Lento TG, G5A lie'—Thr, Arg*7—Gln
NATZ*SF Lento T34C, C41T, T759T, ABUSG fle"4—Thr, Lys®8—Arg
NATZ*6* Lento C22T, G50A Arg'¥"—Gln

NAT2*6B Lento G5A Arg¥"—GIn

NAT2*6C Lento C22T, GS9A, ASG Arg'97—Gln, Lys%8—>Arg
NAT2*6D Lento TIMC, 82T, G59°A Arg"¥—Gin

NAT27A Lento GA Lys?®—Glu

NAT27B Lento C®IT | GBA Lys®—Glu

NAT2*10 Desconhecido G*9A Glu'—Lys

NAT2*11 Desconhecido c®'T Nenhuma

NATZ*12A Rapido ARG Lys%5—Arg

NATZ*12B Rapido C227, ABBSG Lys%6Arg

NATZ2*12C Rapido CH1T, ABSG Lys?®8—Arg

NATZ2*13 Répido caT Nenhuma

NAT2*14A Lento G™'A Arg®#—Gin

NATZ2*14B Lento G™IA, C%2T Arg®—Glin

NAT2*14C Lento GWIA, T#IC, C#1T, ASBG Argt*—Gln, lle"*—Thr
NAT2*14D Lento GWIA, C22T, GS0A Argé4>Gin, Arg'"—Gln
NAT2*14E Lento G'1A, ASSG Argb—>Gin, Lys®*—Arg
NATZ*14F Lento GWIA, TC, ASKG Argst>Glin, Arg"*—Thr, Lys?®—Arg
NAT2*14G Lento GWIA, CB2T, ARG Argf*—Gln, Lys®®—Arg
NAT2*17 Lento ASC Gin"—Pro

NAT2*18 Desconhecido ARG Lys®2—>Thr

NAT2*19 Lento T Argt—Trp

Tém sido desenvolvidos varios estudos que demonstram uma correlagao entre os

fendtipos e os genotipos de acetilagdo (Deguchi et al., 1990; Hickman et al.., 1991).

Estudos genotipicos procurando as alteragdes nucleotidicas C*'T, G>%A, G853A e GA
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mostraram que todas estavam associadas ao fenétipo de acetilagdo lento (Butcher et al..,
2002).

O mecanismo pelo qual a substituigdo nucleotidica no gene NAT2 afecta a
capacidade de acetilagdo tem sido vastamente estudado, através do uso de sistemas de
expressdo recombinante (Fretland et al.., 2001; Hein et al.., 1994). Num estudo recente
foram clonados e expressos em levedura o alelo selvagem (NAT2*4) e 11 variantes
nucleotidicas. Segundo esse estudo seis variantes (G'9'A, T3C, ABIC, G50A, A8SC e
G857A) conferiam uma menor actividade da enzima. Pelo contrario, outras cinco
alteragbes nucleotidicas (T'"'C, C22T, C#'T, C7°T e A8BG) ndo mostraram qualquer
efeito sobre a actividade enzimatica da NAT2. Verificaram também que as alteragdes
T34C, A®4C e G°%A causavam uma diminuigdo nos niveis de proteina imunoreactiva. No
entanto, ndo se observaram diferengas enfre o alelo selvagem e os alelos mutantes
quanto a expressao de mRNA .

O mecanismo molecular responsavel pela produgdo de fenétipos de acetilagao
lentos ndo & ainda bem conhecido. Algumas alteragdes nucleotidicas parecem causar um
fenétipo de acetilagdo lento ao darem origem a uma proteina instavel. As aloenzimas
codificadas pelos alelos com substituicdo nucleotidica nas posi¢des 191, 590 e 857
parecem ser significativamente mais instaveis do que as proteinas com o alelo selvagem
(Grant et al.., 1997; Hein et al.., 1994).

Uma boa correlagdo entre fen6tipo e gendtipo tem também sido demonstrada em
estudos que analisam a capacidade de acetilagdo pela quantificagdo dos metabolitos
secundarios do metabolismo da cafeina (Cascorbi et al.., 1995). Foi observado que o
genotipo NAT2*4/NAT2*4 (gendtipo selvagem) possuia uma maior actividade enzimatica
em comparagdo com 0s heterozigoticos e homozigéticos para as variantes alélicas. Entre

os individuos heterozigoticos ndo se observaram diferengas significativas na capacidade
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de acefilagdo. No entanto, entre os homozigoticos para as variantes alélicas foi
observado que o genotipo NAT2*5/NAT2*5 possuia maior taxas de acetilagdo que 0s
genotipos NAT2*5/NAT2*6 e NATZ2*6/NAT2"6, sendo que este Ultimo apresenta uma

menor taxa que 0s outros dois genotipos.

1.2.1. Frequéncias dos Polimorfismos da NAT2 em diferentes

Populagdes

0 alelo NAT2*4 & considerado o alelo selvagem do gene NAT2. No entanto, ndo
é 0 mais frequente em algumas populagdes, incluindo a Caucasiana e Africana (Hein et
al.., 2000).

A frequéncia do fendtipo de acetilagdo lento varia consideravelmente entre
grupos étnicos, devido as diferengas nas frequéncias dos polimorfismos que
correspondem a alelos acetiladores lentos (Evans, 1989).

Nas populagfes Caucasianas e Africanas, a frequéncia do fenotipo de acetilagao
lento varia entre 40 e 70%, enquanto na populagdo Asiatica (Japoneses, Chineses e
Coreanos) varia apenas entre 10 e 30%. As populagdes Caucasianas e Africanas
apresentam elevadas frequéncias dos alelos NAT2*5 (>28%) e baixa frequéncia dos
alelos NAT2*7 (<5%), ao contrario do que acontece com a populagao Asiatica. Tambem
os alelos NAT2*14 estdo quase ausentes nas populagdes Caucasianas e Asiaticas
(<1%), mas estdo presentes na populagdo africana com frequéncias comparativamente
maiores (>8%) (Butcher et al.., 2002; Meyer et al.., 1997).

A variagdo alélica mais comum nos Europeus € Americanos é a designada por
alelo mutante M1 (cerca de 45%) (Bell et al.., 1993; Garte ef al.., 2001), caracterizado

pela presenga da alteragdo nucleotidica na posigao 481, sendo também referido como
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alelo NAT2*5 (Bell et al., 1993; Blum et al.., 1991). A segunda variagdo alélica mais
encontrada é a designada por alelo mutante M2 (cerca de 28%) (Bell et al.., 1993; Garte
et al.., 2001), caracterizado pela substituigdo nucleotidica na posi¢do 590, sendo tambem
designado por alelo NAT2*6 (Bell et al.., 1993; Blum et al.., 1991).

A populagdo portuguesa apresenta um padrdo dos fenétipos de acetilagéo
semelhante ao da populagdo Caucasiana. O fenétipo acetilador lento apresenta-se em
cerca de 62% da populagdo portuguesa. Os alelos NAT2*5 sdo também o0s mais
frequentes, existindo em cerca de 43% da populagao, sequidos pelos alelos NAT2*6,

presentes em cerca de 30% da populagao (Gil et al.., 1998; Lemos et al.., 1999).
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1.3. PoLIMORFISMOS NAT2 E SUSCEPTIBILIDADE PARA CANCRO

O polimorfismo genético da enzima NAT2 € um dos mais comuns na populagao
humana, com uma vasta variag3o fenotipica e alélica (Cascorbi et al.., 1995; Grant et al..,
1997).

Os humanos estdo expostos a muitos substratos toxicos, incluindo as aminas
heterociclicas derivadas de alimentos demasiadamente cozinhados e as aminas
aromaticas presentes no fumo de cigarro (Hein et al, 1993). Devido a fungdo de
acetilagdo da NAT2 na activagdo e destoxificagao metabblica de varios carcinogenios, 0
polimorfismo genético no gene NAT2 pode modificar o risco de cancro.

Varios estudos t&m demonstrado a expressdo da enzima NAT2 em diferentes
tecidos (Aglndez et al, 1998; Windwill et al, 2000), reflectindo o facto do efeito do
fenétipo e gendtipo de acetilag&o no risco de desenvolver cancro poder variar com o local
do 6rgdo. Assim, se a enzima esta presente num determinado tecido a sua influéncia no
desenvolvimento tumoral nesse tecido sera maior do que num tecido onde ndo esta
presente.

A regido cromossomica 8p22, local onde se encontra 0 gene codificante da
enzima NAT2, & um local de frequentes perdas alélicas em variados tipos de cancro,
entre eles o da bexiga, 0 da mama, o da prostata e o da cabega e pescogo (Smith et al.,
1994; Snyderman, 2001; Tsuneizumi et al., 2002). Isto faz deste gene um forte candidato
na susceptibilidade genética para cancro.

Uma associagdo entre os fendtipos e os genotipos de acetilagao e a
susceptibilidade para inimeros tipos de cancro tem sido sugerida em varios estudos. O
fenttipo de acetilagao lento tem sido associado a um risco aumentado para cancro da

bexiga (Filiadis et al., 1999; Okkels et al., 1997). Pelo contrario, 0 fenotipo de acetilagao
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rapido tem demonstrado um risco aumentado para cancro colorectal (Gil et al., 1998;
Roberts-Thomson et al., 1996), mas com resultados controversos (Hubbard et al., 1997).
Varios estudos tém sido realizados com o intuito de associar genétipos de acetilagao e
risco para cancro da mama. No entanto, os resultados tém sido inconsistentes (Huang et
al., 1999; llett et al., 1999). Ha estudos com o mesmo objectivo no caso do cancro do
pulmdo, da prostata e da cabega e pescogo. Os resultados existentes quanto a
associagdo entre os genotipos NAT2 e susceptibilidade para cancro do pulméo e da
cabega e pescogo mostram-se também controversos (Gonzalez et al., 1998; Henninh et
al., 1999). Até a data, nao foi observada nenhuma associagao entre 0s polimorfismos no
gene NAT? e risco de cancro da prostata (Wadelius et al., 1999).

Estas consideragdes, juntamente com a variagdo étnica nas frequéncias dos
fenotipos e genotipos de acefilagdo, sugerem os genotipos NAT2 como potenciais

factores de susceptibilidade genética para cancro nas diferentes populagdes.
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1.4. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE TUMORES SOLIDOS ESTUDADOS

1.4.1. Cancro do Colo do Utero

O carcinoma do colo do Utero & o segundo cancro mais frequente entre 0s
observados na mulher no mundo inteiro, logo a seguir ao carcinoma da mama (Devita et
al, 1997). As taxas de incidéncia e mortalidade desta neoplasia apresentando uma
grande variagao geografica. Representa a segunda neoplasia mais comum em mulheres
de Africa. da América Central e do Sul e da Asia Central e Sul, enquanto na América do
Norte e Europa, e encontra em quarto e sexto lugar, respectivamente (Bast et al., 2000).

Em Portugal, o carcinoma do colo do Utero ocupa o quarto lugar nas neoplasias

mais frequentes nas mulheres, sendo a neoplasia ginecologica mais comum (figura 1.4).

Portugal. Incidence: ASR (World) (pes 100.000)-Female {AB ages)
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Figura 1.4 — Incidéncia de cancro nas mulheres em Portugal {dados fomecidos pelo Globocan

2000, [ARC, Lyon 2001).

Ha estudos epidemiologicos que sugerem uma forte associagao entre 0

carcinoma do colo do Utero e padrées de comportamento sexual. Suportando esta ideia,
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factores como multiplos parceiros sexuais, idade precoce da primeira relagdo sexual e
habitos sexuais do parceiro, tém sido consistentemente associados com um risco
aumentado de desenvolvimento da neoplasia do colo do Utero (Bast et al., 2000).

Segundo dados epidemiologicos e clinicos tém demonstrado que o Papiloma
Virus Humano (HPV), especiaimente o HPV-16 and HPV-18 (HPVs de alto risco),
desempenha uma fungao fundamental na etiologia do carcinoma do colo do Utero. No
entanto, a discrepancia entre a prevaléncia do HPV e aincidéncia desta neoplasia sugere
que outros factores sao necessarios ao desenvolvimento e progressdo da doenga. Outros
factores de risco t&m sido sugeridos, tais como a exposi¢do a carcinogenios, sendo o
fumo do tabaco um dos mais referidos (Bast ef al., 2000), embora tambem exista estudos
relacionando deficiéncias nutricionais e a historia sexual e reprodutiva com esta patologia
(Haverkos et al.,, 2000; Kiellberg et al., 2000).

O desenvolvimento da neoplasia do colo do Gtero € considerado um
desnvolvimento tumoral reflectido pela passagem do epitélio normal do colo do Utero
infectado com HPV para lesdo intraepitelial escamosa (SIL) de baixo grau, que
consequentemente evolui para uma leséo de alto grau, culminando num carcinoma do
colo do Utero invasivo. No entanto, tem sido demonstrado que lesbes de alto grau
infectadas com HPV regridem espontaneamente (Kiviat et al, 1992). Estes dados
corroboram a hipotese da existéncia de outros factores de risco para esta neoplasia,

incluindo factores ambientais, imunologicos e genéticos (Kiviat et al., 1992).
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1.4.2. Cancro da Mama

O carcinoma da mama é considerado um dos principais problemas mundiais de
saude publica. E a neoplasia maligna mais frequente nas mulheres e também a principal
causa de morte por cancro (Bast et al., 2000; Devita ef al., 1997). As taxas de incidéncia
do cancro da mama variam substancialmente a nivel mundial. As elevadas taxas de
incidéncia na América do Norte e na Europa contrastam com as baixas taxas da Asia e
Africa (Bast et al., 2000). O que reflecte uma grande diferenca na incidéncia de cancro da
mama entre os paises desenvolvidos e os menos desenvolvidos, sendo uma
consequéncia quer de diferengas nutricionais, quer no estilo de vida e nas fungdes
desempenhadas pela mulher na sociedade.

Em Portugal, o carcinoma da mama também representa a forma mais comum de

neoplasia na mulher e & a principal causa de morte por cancro nas mulheres (figura 1.5).

Portugal: ASR {World) (per 100.000)-Female (All ages)
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Figura 1.5 - Incidéncia e mortalidade por cancro da mama em mulheres em Portugal (dados

forecidos pelo Globocan 2000, IARC, Lyon 2001).
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As lesdes da mama estdo preponderantemente confinadas a mulher, uma vez
que, ao contrario do homem, possui uma estrutura mamaria mais complexa, um maior
volume e uma extrema sensibilidade a influéncias endécrinas, predispondo assim, este
orgdo para um diverso nimero de condigdes patologicas (Robbins et al., 1994).

Um factor de susceptibilidade importante para o cancro damama é a idade. Este
tipo de cancro é raramente encontrado em mulheres com menos de 25 anos, mas 0 risco
aumenta exponencialmente apos os 30 anos de idade (Robbins et al., 1994)..

Existem outros factores de risco envolvidos na etiologia do cancro da mama.
Varios estudos epidemiologicos tém associado factores como a idade precoce de
menarca, a idade tardia de menopausa, a paridade nula ou baixa e a terapia hormonal de
substituigdo, com um maior risco de desenvolvimento de neoplasia da mama (Devita et
al., 1997).

Factores ambientais, genéticos e alimentares parecem também ter uma influéncia
importante no desenvolvimento de cancro da mama (Devita et al., 1997; Robbins et al.,
1992). Estudos recentes tém sugerido que um risco aumentado para o cancro da mama
pode estar associado com a ingestdo de elevadas quantidades de gordura na dieta
alimentar, de carcinogénios provenientes de alimentos queimados, de alcool, com a
exposi¢do a radiagdo e com a inalagdo de carcinogénios do fumo de cigarro (Martin et al.,
2000). As diferengas na incidéncia de cancro da mama entre os paises desenvolvidos e
0s menos desenvolvidos sugerem que os factores ambientais e o estilo de vida podem ter
uma influéncia fundamental no risco de desenvolvimento de cancro da mama (Bast et al,,
2000).

No cancro da mama existem factores genéticos bem estabelecidos como factores
de risco, como € o caso dos genes BRCAs. No entanto, a associagao entre estes genes e

risco aumentado para carcinoma da mama € apenas observada numa pequena
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percentagem dos casos de cancro da mama. Outros genes tém-se mostrado potenciais
factores de susceptibilidade para este tipo de neoplasia, como € o caso dos genes das
glutationa S-transferases, das citocromos P450, das N-acetiltransferases e dos

receptores de estrogéneo e androgéneo (Martin et al., 2000).

1.4.3. Cancro da Prostata

O cancro da prostata & a terceira neoplasia mais comummente diagnosticada nos
homens no mundo inteiro (Devita et al., 1997). Tal como no caso das taxas de incidéncia
do carcinoma da mama, também as taxas de incidéncia do carcinoma da prostata sao
superiores nos paises desenvolvidos, sendo mais elevadas na América do Norte e
Europa, na Africa estas taxas sdo moderadas, enquanto que na Asia sdo baixas (Bast et
al., 2000).

Em Portugal, o carcinoma da prostata apresenta-se como a segunda neoplasia
mais comum nos homens e representa a quarta causa de morte por cancro nos homens

(figura 1.6).

Purtugal. Incidence: ASR [Workd) (per 100.000}-Male {AN ages)
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Figura 1.6 — Incidéncia e mortalidade por cancro nos homens em Portugal {dados fornecidos pelo

Globocan 2000, IARC, Lyon 2001).

Polimorfismos Genéticos da Enzima N-Acetiltransferase 2 e Susceptibilidade para Tumores Slidos 18



INTRODUGAO

Pouco se sabe sobre as causas do cancro da prostata, podendo varios factores
de risco, como a idade, etnias, historia familiar, niveis hormonais e influéncias ambientais
e alimentares, estar envolvidos (Robbins et al., 1994).

A idade é o principal factor de risco no cancro da prostata, que ocorre geralmente
em homens com mais de 50 anos, com uma maior incidéncia em homens com cerca de
60 anos e raramente em homens com menos de 40 anos (Devita et al., 1997; Robbins et
al., 1994). As taxas de incidéncia do cancro da prostata aumentam com a idade mais
rapidamente que qualquer outra neoplasia epitelial (Bast ef al., 2000).

Alguns estudos tém apontado para uma relagao entre o risco aumentado para
cancro da prostata e a ingestdo de elevada quantidade de gorduras, bem como 0
aumento dos niveis de testosterona (Robbins et al, 1994). Os factores étnicos e
geograficos também parecem influenciar o risco para o cancro da prostata.

Alguns estudos epidemiologicos tém mostrado associagdo entre factores
ambientais e risco aumentado para cancro da prostata. Foi registado em estudos
recentes que homens com uma actividade ocupacional com exposigao a quimicos (Devita
et al, 1997), assim como os fumadores, possuem uma maior incidéncia de cancro da
prostata.

Como acontece com outros tipos de cancro, ha fortes evidéncias de que os
factores genéticos, em interacgdo com os factores ambientais, sao importantes na
etiologia do cancro da prostata (Devita et al., 1997). Varias investigagdes tém focado uma
possivel base genética para o cancro da prostata. Alguns estudos tém sugerido 0s
cromossomas 8, 10 e 16 como potenciais localizagdes de genes associados com

transformagdes neopléasicas das células da prostata (Robbins et al., 1994).
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1.4.4. Cancro da Cabeca e Pescogo

O termo “carcinoma da cabega e pescogo” descreve uma colecgao diversa de
cancros de uma variedade de locais anatémicos que fazem parte do tracto superior
aerodigestivo (Bast et al., 2000), incluindo os labios, a cavidade oral, faringe, nasofaringe,
orofaringe, laringe e esofago.

O carcinoma da cabega e pescogo & 0 sexto tipo de cancro mais comum no
mundo inteiro, compreendendo cerca de 5% de todos os cancros no homem e 2% na dos
da mulher (Bast ef al, 2000). E uma neoplasia na qual as taxas de mortalidade e
morbilidade s3o bastante elevadas, e possui uma probabilidade significativa de
recorréncia. Esta estimado que apenas 50% dos individuos diagnosticados com a doenga
sobrevivera mais do que cinco anos (Devita et al., 1997).

O cancro da cabega e pescogo & uma neoplasia com diferengas étnicas, sendo
mais frequente em individuos Afro-Americanos do que em Caucasianos (Devita et al.,
1997). As razbes para as diferencas étnicas néo estdo ainda esclarecidas, mas sup0e-se
que possam ser dependentes da exposicao a certos factores de risco.

A idade, tal como na maioria das neoplasias, & um factor importante no risco para
carcinoma da cabega e pescogo. Tipicamente, estas neoplasias ocorrem em individuos
com idade entre os 65 e 75 anos, podendo ocorrer com menos frequéncia em individuos
mais novos.

Os factores de risco para as neoplasias da cabega e pescogo s&o varios e alguns
de importancia muito significativa. Alguns destes factores sdo genéticos, 0s quais
predispdem um individuo para o desenvolvimento da neoplasia, embora sejam

responsaveis por menos de 5% dos cancros (Bast et al., 2000).
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Varios estudos epidemiologicos tém demonstrado claramente a importancia do
tabaco e do alcool na etiologia do carcinoma da cabega e pescogo (Maier et al., 1992;
Vokes ef al, 1993). Cada um destes agentes tem uma fungdo importante no
desenvolvimento destas neoplasias, sendo o risco ainda mais pronunciado quando se
verifica do efeito combinado destes dois factores (Maier et al., 1992).

Outros factores etiologicos importantes nas neoplasias da cabega e pescogo
incluem a infecgdo viral, por exemplo, pelo virus HPV no cancro da laringe € 0 virus
Epstein Barr no cancro da nasofaringe (Bast et al., 2000), a exposi¢cao ocupacional € a
dieta (Maier et al., 1991; Muscat et al., 1992).

O carcinoma da cabega e pescogo € também caracterizado por uma variedade
de alteragdes genéticas, nomeadamente a perda/ganho de determinadas regides
cromossomicas (ganho nas regides 3q, 8g, 9g, 20q, 7p, 11913 e 5p, & perdas nas regioes
3p, 21q, 50, 13q 18q e 8p). As perdas, bem como 0s ganhos, destas regides poderao
indicar a presenga nestas zonas de genes importantes no processo de carcinogénese
destas neoplasias. O conhecimento destas alteragdes podera ser Util na avaliagao do
prognostico da doenga e da resposta a terapia nas neoplasias da cabega e pescogo

(Snyderman et al., 2001).
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1.5. ENQUADRAMENTO E OBJECTIVOS DA TESE

Hoje em dia & geralmente aceite que a iniciagao e o desenvolvimento tumoral sao
determinados por um balango delicado entre factores ambientais e as caracteristicas
genéticas de cada individuo. Estima-se que cerca de 80% dos tumores humanos se
devem a acgdo de carcinogénios ambientais. O metabolismo destes carcinogénios
exerce uma fungdo central na protecgdo contra os efeitos nocivos por eles provocados. A
presenga de alteragdes interindividuais nos genes que codificam as enzimas envolvidas
neste metabolismo, deve assim, representar um factor de susceptibilidade genética para
determinadas doengas, nomeadamente o cancro.

Os polimorfismos sdo alteragbes genéticas com uma elevada incidéncia na
populagdo em geral, e associam-se normalmente a um fendtipo alterado devido a
auséncia do produto do gene, ou a alteragdo da sua actividade especifica ou afinidade
para o0s substratos.

A NAT2 é uma das enzimas envolvidas no metabolismo de carcinogénios, tendo
a capacidade de activar e destoxificar um grande nimero de carcinogénios de arilaminas,
através de reacgBes de acetilagdo. Esta enzima é codificada por um gene altamente
polimérfico, e os varios genotipos conferem fendtipos com diferentes capacidades de
acetilagao. Os polimorfismos de NAT2 sdo muito frequentes na populagao em geral, tem
sido demonstrado que o gene NAT2 se encontra localizado numa zona cromossomica

muito instavel e de frequentes perdas alélicas em variados tipos de cancro.
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Tendo em consideracdo o que foi anteriormente exposto, 0 objectivo deste

trabalho consistiu no:

= estudo dos polimorfismos genéticos da enzima N-acetiltransferase 2 e
sua possivel associagdo com a susceptibilidade para quatro tipos de

tumores solidos: cancro do colo do Utero, cancro da mama, cancro da

prostata e cancro da cabega e pescogo.

Esta escolha baseou-se no facto de todos eles apresentarem como importante

factor de risco a exposicio ambiental a carcinogenios, nomeadamente a carcinogenios

de arilaminas, presentes em diversas fontes.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. AMOSTRAS

No presente trabalho foi realizado um estudo do tipo caso-controlo, para
avaliar a associagdo entre os polimorfismos do gene NAT2 e susceptibilidade para
cancro. Foram estudados quatro modelos de neoplasias: cancro do colo do Utero, cancro
da mama, cancro da prostata e cancro cabega e pescogo. Todas as amostras estudadas
sdo provenientes de individuos da regido norte de Portugal e foram utilizadas neste

trabalho com o seu conhecimento e consentimento prévios.

2.1.1. Individuos Controlo

O grupo controlo foi constituido por trezentos e setenta e oito individuos
saudaveis, sem qualquer patologia do foro oncologico, provenientes da regido norte de
Portugal, apresentando uma idade mediana de 56 anos (desvio padrdo (DP) de 17,18).
Deste grupo fizeram parte duzentos e oito individuos do sexo feminino e cento e setenta
do sexo masculino, com uma idade mediana de 53 (DP de 17,16) e 60 anos (DP de

17,09), respectivamente.

2.1.2. Grupo de Pacientes com Cancro do Colo do Utero

Para a andlise da associag3o entre os polimorfismos de NAT2 e susceptibilidade
para cancro do colo do Utero, foram utilizadas as primeiras amostras referentes a cento €

vinte e cinco mulheres com carcinoma invasivo espinocelular —confirmado

Polimorfismos Genéticos da Enzima N-Acetiltransferase 2 e Susceptibilidade para Tumores Sdlidos 24



MATERIAIS E METODOS

histologicamente, que deram entrada no laboratorio de Patologia Molecular. Estas
pacientes foram admitidas no Instituto Portugués de Oncologia da regido Norte (IPO-
Porto) entre 1997 e 1999. Todas as doentes apresentavam estadio Il de carcinoma do
colo do utero, de acordo com o sistema de estadiamento da Federagao Internacional de
Ginecologia (FIGO) (Radiumheit, 1979). A idade mediana das doentes era de 59 anos

(DP de 10,5).

2.1.3. Grupo de Pacientes com Cancro da Mama

O grupo de casos com cancro da mama era constituido pelas primeiras amostras
de cento e quarenta e trés mulheres admitidas no IPO-Porto entre 1999-2001, as quais
foi diagnosticado carcinoma da mama, que deram entrada no laboratério de Patologia
Molecular. Este grupo de doentes apresentava uma idade mediana de 46 anos (DP de
13,72). Dezanove pacientes mostravam um estadio |, setenta e trés estadio I, vinte e
uma estadio IIl e apenas seis estadio IV, de acordo com American Joint Committee on
Cancer (AJCC) (Breast, em AJCC Cancer Staging Manual, 1997). Foi observada
metastizagdo linfatica de ganglios regionais em oitenta e quatro pacientes, enquanto
trinta e nove no a apresentavam. Nio foi possivel 0 acesso aos processos clinicos em

vinte e cinco e vinte doentes com carcinoma da mama.

2.1.4. Grupo de Pacientes com Cancro da Prostata

Com o intuito de avaliar a influéncia dos polimorfismos do gene NAT2 no risco de
cancro da prostata, foram testadas as primeiras amostras relativas a cento e cinquenta e

frés homens com carcinoma da prostata confirmado histologicamente, admitidos no IPO-
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Porto entre 1998 e 2000, que deram entrada no laboratério de Patologia Molecular. Este
grupo apresentava uma idade mediana de 66 anos (DP de 8,43). Setenta e trés dos
pacientes mostravam uma doenga prostatica localizada e outros setenta e trés uma
doenga avangada. Nao tivemos acesso ao processo clinico de sete dos doentes com

carcinoma da prostata.

2.1.5. Grupo de Pacientes com Cancro da Cabega e Pescogo

O grupo de casos com cancro da cabega e pescogo foi constituido pelas
primeiras amostras de vinte e quatro mulheres e oitenta e oito homens, com carcinoma
diagnosticado histologicamente, que deram entrada no laboratorio de Patologia
Molecular, apresentando uma idade mediana de 54 anos (DP de 13,67). Estes doentes
foram admitidos no IPO-Porto entre 2000 a 2001. O carcinoma da nasofaringe foi 0 mais
frequente, apresentando-se em sessenta e trés doentes, seguido do carcinoma da
cavidade oral em dezassete pacientes, o carcinoma da laringe em catorze, carcinoma da
orofaringe em nove €, por Ultimo, o carcinoma da faringe em apenas trés pacientes. Em
seis dos doentes ndo nos foi possivel obter a localizagdo exacta do tumor, tendo sido
referido apenas como um carcinoma da cabega e pescogo. Apenas quatro pacientes
apresentavam estadio 1, doze o estadio Il, dezoito o estadio lll e 0 estadio IV mostrava-se
em cinquenta e seis individuos, de acordo com o sistema de classificagdo do AJCC
(Head and Neck, em AJCC Cancer Staging Manual, 1997). Novamente ndo nos foi

possivel 0 acesso ao processo clinico de doze doentes.
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2.2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Foram recolhidas amostras de sangue periférico de todos os grupos de individuos
alvo de estudo.

As amostras de sangue periférico adicionou-se uma solugao hipotonica, AKE (Anexo
1), de modo a provocar a lise dos eritrocitos, e incubou-se a 4°C durante 30 minutos.
Centrifugou-se a 2000 rpm, durante 10 minutos a 4°C, ressuspendeu-se 0 sedimento na
solugdo hipotonica, seguindo-se uma nova centrifugagao a 2000 rpm, durante 10 minutos
a 4°C. Ressuspendeu-se novamente o sedimento, desta vez em PBS (Anexo 1),

seguindo-se uma terceira e Ultima centrifugacao a 4°C (durante 10 minutos a 2000 rpm).

2.3. ExTRACCAO DE DNA

Uma vez obtido o sedimento de células, desprezou-se o sobrenadante, €
ressuspendeu-se o sedimento em 4 ml de tamp&o SE (Anexo ), proporcionando a lise
das células nucleares: adicionou-se SDS (dodecilsulfato de sodio, Gibco BRL 5525UA),
promover a dissociagdo do DNA das proteinas. Adicionou-se proteinase K (Boehringer
Mannheim 745723) (concentrag3o final de 200 pg/ml) e incubou-se a 55°C durante 12 horas
para completa degradagdo proteica.

Adicionou-se 1 ml de NaCl 6 M previamente aquecido, para uma concentragéo final
de 1,5 M, com o objectivo de precipitar as proteinas (“salting-out’). A separagdo das
proteinas foi efectuada pela adicdo de uma vez o volume de cloroformio (Merck
1124451000) e agitagdo suave durante 30 a 60 minutos. Seguiu-se uma centrifugagao a

2500 rpm, durante 10 minutos a 4°C de modo a separar a fase aquosa, contendo 0 DNA,
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da fase organica, onde se encontram as proteinas degradadas. A fase aquosa foi
recolhida e foi-he adicionado igual volume de isopropanol (Panreac codt31090),
promovendo assim a precipitagéo do DNA. Este, uma vez recolhido foi lavado com etanol
(Merck 1009831000) a 70% (p/v). Apds completa evaporagio do etanol, o DNA foi
resuspenso em agua bidestilada.

As amostras foram armazenadas a 4°C ou -20°C conforme o tempo de

armazenamento previsto.

2.4. AMPLIFICAGAO DE UM FRAGMENTO DE DNA POR PCR

O fragmento de DNA desejado foi amplificado por PCR (Polymerase Chain Reaction)
e os diferentes alelos mutantes analisados por RFLP (Restriction Lenght Fragment
Polymorphisms), com base no protocolo descrito por Gonzalez et al. (1998).

Submeteram-se a PCR cerca de 20 ng de DNA extraido de cada caso. O objectivo
era amplificar um fragmento de 290 pares de bases (pb) referente a regido codificante do
gene NAT2.

O volume total de reacgdo foi de 50 wl, € a mistura de reacgo incluiu: 5 ul de
tamp3o de reacgdo de PCR (Anexo I); 1 U Taq DNA Polimerase (MBI Fermentas, #EP0402);
1,5 mM de MgCly (MBI Fermentas); 0,2 mM de dNTP (dinucleosideos trifosfato) (MBI
Fermentas, #R0192) € 1 uM de primer NT2-A (TGTCGATGCTGGGTCTGGAA) e primer
NT2-B (ATGAAGATGTTGGGAGACCGT).

As condigdes da amplificagio foram: pré-desnaturagdo a 94°C durante 5 minutos,

seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 98°C (desnaturagdo), 1 minuto a 62°C
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(emparethamento), 1 minuto a 72°C (extensdo) e um passo final de extensdo a 72°C

durante 5 minutos. O aparelho utilizado foi um termociclador Biometra T-Gradient.

2.4.1. Identificagio de um fragmento de DNA por electroforese em gel de

agarose

Para confirmagao da amplificagdo do fragmento de DNA desejado, analisaram-se 15
ul dos produtos de PCR por electroforese em gel de agarose corado com brometo de
etideo (10 pg/ml). Tendo em conta o tamanho do fragmento a identificar utilizou-se um
gel de agarose 1,5% (p/v). Os géis foram preparados em tampao TBE (Anexo 1) sendo
este também utilizado como tamp3o de electroforese. As amostras foram aplicadas no
gel apos a sua mistura com o tampdo de aplicagao (Gibco BRL, cod.10816-015). A sua

visualizagdo efectuou-se no aparelho Image Master VDS (Pharmacia Biotech).

2.5. DIGESTAO DO FRAGMENTO DE DNA AMPLIFICADO POR ENZIMAS DE RESTRIGAO

Para a analise dos alelos mutantes do gene NAT2 pretendidos recorreu-se a técnica
de RFLP. Para tal isso de 20 pl dos produtos de PCR foram submetidos a digestdo com a

enzima de restrigdo pretendida, num volume total de reacgdo de 50 ul. Analisaram-se 2

alelos mutantes para o gene NAT2: NAT2*5 (C®'T) e NAT2*6 (G**CA).
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2.5.1. Digestao do fragmento de DNA amplificado pela enzima de restrigdo Kpn |

O alelo NAT2*5 (C®'T) foi analisado utiizando a enzima de restrigao Kpn | € 0
respectivo tampdo (MBI Fermentas, #ER0521), seguindo as instrugbes fornecidas pelo

fabricante. A incubago ocorreu a 37°C durante 4 horas.

2.5.1.1. Separagido de fragmentos de DNA por electroforese em gel de

agarose

O resultado da digestdo com a enzima de restrigdo Kpn | foi observado por
electroforese em gel de agarose 2,5% (p/v), corado com brometo de etideo (10 pg/mi).
Os pesos moleculares esperados das bandas correspondentes ao genotipo homozigotico
selvagem s3o de 120 pb e 170 pb. Para 0 caso do gendtipo heterozigotico de 120 pb,
170 pb e 290 pb; quanto ao genotipo homozigotico para o alelo mutante o peso molecular

da banda é de 290 pb.

2.5.2. Digestao do fragmento de DNA amplificado pela enzima de restri¢ao Taq |

A enzima de restrigdo Taq |, juntamente com o tampao respectivo, (MBI Fermentas
#ER0671), foi utilizada para andlise do alelo NAT2*6 (G**CA), realizando-se uma incubagao

2 65°C durante 4 horas, de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante.
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2.5.2.1. Separagdo de fragmentos de DNA por electroforese em gel de

agarose

Através de electroforese em gel de agarose 3% (p/v) corado com brometo de etideo
(10 pg/ml) foi possivel observar-se 0s fragmentos resultantes da digestao com a enzima
de restricao Tag |. O tamanho dos fragmentos esperados era o seguinte: 60 pb € 230 pb
para os homozigdticos selvagens; 60 pb, 230 pb e 290 pb para os heterozigoticos; 290 pb

para 0s homozigoticos para o alelo mutante.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do programa
estatistico SPSS (Standard Version, SPSS Inc., 1996).

A analise pelo teste de Qui-Quadrado (teste de x?) foi utilizada para comparagao das
variaveis categoricas. O valor de p foi obtido pelo teste de 2, ou pelo teste de Fisher
quando o numero de individuos considerados (n) foi inferior a 5, e foi considerado
estatisticamente significativo quando inferior a 5%. O valor Odds Ratio (OR) indica 0
factor de risco para determinado acontecimento num estudo do tipo caso/controlo, e foi
calculado juntamente com o seu intervalo de confianga de 95% (IC 95%) para medir a
associagdo entre os alelos, genétipos e fenotipos do gene NAT? e risco para cancro.

Foi calculada a Proporgéo Atribuivel (AP - Aftributable Proportion), de acordo com 0
método previamente descrito por Schiffman et al (1993). Para tal utilizamos a formula:

AP= PRFx(1-1/RR). A Proporgdo Atribuivel é definida como a fracgdo de doenga
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3. RESULTADOS

O objectivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos alelos e genétipos do gene
NAT2 na susceptibilidade para quatro tipos de neoplasias, tendo-se efectuado uma
analise estatistica comparativa das frequéncias das variantes alélicas e genotipicas entre

0s varios grupos de casos e 0 grupo controlo.

3.1. IDENTIFICACAO DOS POLIMORFISMOS NO GENE NAT2

Foi efectuada uma amplificagio por PCR em amostras de DNA gendmico tanto
dos grupos pacientes com cancro como dos individuos do grupo controlo, de onde se
obteve um fragmento de 290 pb, correspondente ao gene que codifica a enzima NAT2.0
fragmento obtido por PCR nos referidos grupos de individuos foi observado por
electroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) e confirmou-se 0 seu peso molecular (figura
3.1), por comparag&o com o marcador de peso molecular (Anexo H).

O produto resultante da amplificagéo foi digerido com duas enzimas de restrigéo,
pelo método RFLP, o que permitiu detectar a presenca de dois dos polimorfismos mais
comuns do gene NAT2 (Blum et al, 1991). Assim, e apos esta analise, foi possivel
determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do gene NAT? nos grupos de individuos
analisados. A digestdo dos produtos de PCR foi efectuada com as enzimas de restrigao

Kpn 1 e Taq |, resultando nos fragmentos com o tamanho esperado (figura 3.2a e b).
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Figura 3.1 — Electroforese de produtos de PCR em gel de agarose 1,5% (p/v) corado

com brometo de etideo (10 pg/ml). (pista 1 e 2 - exemplo da amplificagao do fragmento

de 290 pb; M- marcador de 100 bp).

Figura 3.2 — RFLP dos produtos de PCR do fragmento do gene NAT2. a)
digestdo com a enzima de restrigdo Kpn |: fragmento de 290 pb - alelo NAT2*5;
fragmentos de 120 e 170 pb — alelo NAT2*4. b) digestdo com a enzima de restricao Tag !
fragmento de 290 pb — alelo NAT2*6; fragmentos de 60 (ndo visualizado) e 230 pb - alelo

NAT2*4.
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O produto de PCR digerido com a enzima de restrigdo Kpn | permitiu a
identificagdo do alelo mutante M1, que resulta da alteragao de uma C (citosina) por uma
T (timina) na posi¢ao 481 do gene NAT?, que elimina a sequéncia alvo para a enzima
Kpn 1. Este alelo € tambem designado NAT2*5 e é a variagdo alélica mais
frequentemente encontrada na populagio Caucasiana. Foram identificados nos
diferentes grupos estudados fragmentos de diferentes pesos moleculares que
correspondem aos seguintes alelos: fragmentos de 120 e 170 pb identificam o alelo
NAT2*4, enquanto o fragmento de 290 pb identifica 0 alelo NAT2*5 (figura 3.2a).

Foi possivel identificar o alelo mutante M2, também designado NAT2'6,
recorrendo a digestdo com a enzima de restrigo Taq |. Este alelo corresponde a
substituigao de uma G (guanina) por uma A (adenina) no nucledtideo 590 do gene NAT2
e € 0 segundo alelo mais comum na populagdo Caucasiana. A existéncia desta variagao
alélica no gene NAT2 produz uma enzima com uma capacidade de acetilagdo diminuida
(Blum et al, 1991). Os fragmentos obtidos pela digestdo com a enzima de restrigdo Tagq |
permitiram a identificagdo da presenca do alelo NAT2*6. Assim, a presenca do alelo
NAT2*4 ¢ determinada pelos fragmentos de 60 pb e 230 pbe a do alelo NAT2*6 pelo

fragmento de 290 bp (figura 3.2b).

3.2. FREQUENCIA DOS POLIMORFISMOS DO GENE NAT2 EM INDIVIDUOS SAUDAVEIS (GRUPO

CONTROLO)

Apos analise estatistica foi possivel obter as frequéncias alélicas e genotipicas do
grupo controlo e efectuar a sua comparagéo com as frequéncias de outras populagdes

(quadro 3.1e 3.2).
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Quadro 3.1 - Comparagdo das frequéncias dos alelos NAT2*4, *5 e *6 em

diferentes populagoes.

Alelos NAT2
Populagdo NAT2*4 NAT2*5 NAT2*6
Total % % % Referéncia
Caucasiana-Europeia presente
756 29,9 42,3 27,8
(Portugal) estudo
Caucasiana-Europeia Gil et al.,
370 249 459 29,2
(Portugal) 1998
Caucasiana Garte et al,,
7465 * 46 28,5
2001
Caucasiana-
Bell et al.,
Americana 710 25,6 455 28,9
1993
Afro-Americana Bell etal.,
202 412 32,20 26,7 1993

ap= 0,013 Comparagéo pelo teste 2, com a populago controlo.
bp= 0,009 Comparagao pelo teste 2 , com a populagéo controlo.

* dado n&o apresentado na referéncia.

Da andlise do quadro 3.1 observamos que no ¢aso das frequéncias alélicas do
gene NAT2 ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre a populagao em
estudo e as populagdes Caucasianas Europeia e Americana. No entanto, as frequéncias
dos alelos NAT2*4 e NAT2*5 apresentaram diferengas entre a populagao deste estudo e
a Afro-Americana (p=0,013 e p=0,009, respectivamente).

Apos comparagdo estatistica das frequéncias genotipicas da populagdo utilizada
neste estudo com as de outras populagdes (quadro 3.2) verificou-se que existiam
diferengas estatisticamente significativas na frequéncia do genotipo NAT2*4/NAT2*4 da

populagdo Afro-Americana, do genotipo NAT2*4/NAT2*6 da populagdo Caucasiana-
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Europeia considerada por Gil et al. (1998), e do gendtipo NAT2*5/NAT2*5 da populagao

Caucasiana-Americana estudada por Bell et al. (1993).

Quadro 3.2 — Comparagdo das frequéncias genotipicas do gene NAT2 em

diferentes populagoes.

Populagao
Caucasiana- Caucasiana- . Afro-
Caucasiana- _
Genotipos Europeia Europeia Caucasiana _ Americana
Americana
NAT2 (Portugal)  (Portugal) (r)

% % % % %
NAT2*4/NAT2*4 6,3 7 7,3 6,5 17,83
NAT2*4/NAT2*5 28,8 27 21 22,5 28,7
NAT2*4/NAT2*6 18,3 8.6b 13,3 15,8 17,8
NAT2*5/NAT2*6 241 29,2 25,5 245 15,8
NAT2*5/NAT2*5 15,9 17,8 219 22¢ 9,9
NAT2*6/NAT2*6 6,6 10,3 6,6 8,7 9,9
Total 378 185 3846 355 101

presente Garte ef al, Bell et al, Bell et al,
Referéncia Gil et al., 1998

estudo 2001 1993 1993

ap=0,0003 Comparagao pelo teste 2, com a populagéo controlo.
bp= 0,003 Comparagao pelo teste 2, com a populagéo controlo.

¢p= 0,035 Comparagao pelo teste 2, com a populagéo controlo.

3.3. FREQUENCIAS DOS POLIMORFiSMOS NAT2 EM INDIViDUOS COM CANCRO DO COLO DO

UTERO (ESTUDO CASO CONTROLO)

A distribuicdo dos alelos mutantes de NAT? no grupo de mulheres com cancro do
colo do utero e no grupo de mulheres saudaveis ests representada no quadro 3.3. A

frequéncia dos alelos NAT2*4, NAT2*5 e NAT2*6 foi de 32%, 40% e 28% nas pacientes
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com cancro do colo do utero, e de 28,5%, 47,1% € 24.4% no grupo controlo. Na analise

estatistica realizada ndo se observaram diferengas estatisticamente significativas nas

frequéncias das variantes alélicas entre os dois grupos estudados.

Quadro 3.3 — Frequéncias alélicas de NAT2 nas pacientes com cancro colo do

utero e no grupo controlo.

Cancro Colo Utero  Controlo
Alelos NAT? OR (95%IC)

n % n %
NAT2*4 80 32 97 28,5 1,18 (0,81-1,71)
NAT2*5 100 40 160 471 0,75 (0,53-1,06)
NAT2*6 70 28 83 244 1,20 (0,82-1,77)
Total 250 100 340 100

A distribuicdo dos genttipos NAT2 no grupo de doentes com cancro do colo do

(tero e no grupo controlo pode ser observada no quadro 3.4. As frequéncias dos varios

genotipos ndo diferiram entre 0s dois grupos, com a excepgdo do genotipo

NAT2*6/NAT2*6. A frequéncia do genotipo NAT2*6/NAT276 foi maior nos doentes com

carcinoma do colo do Utero (14,4%) comparada com a do grupo controlo (4,7%). Foi

observado um risco de cancro do colo do utero trés vezes maior em mulheres portadoras

do gendtipo NAT2*6/NAT2*6 (OR=3,41; 95%IC: 1,34-8,89; p=0,007).
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Quadro 3.4 — Frequéncias genotipicas de NAT2 em doentes com cancro do colo

do utero e em individuos saudaveis.

Casos Colo Utero  Controlo

Genotipos NAT2 OR (95%IC)
N % n %

NAT2*4/NAT2*4 14 11,2 11 6,5 1,82 (0,75-4,49)
NAT2*4/NAT2*5 35 28,0 48 28,2 0,99 (0,74-1,34)
NAT2*4/NAT2*6 17 13,6 27 15,9 0,83 (0,41-1,68)
NAT2*5/NAT2*6 17 13,6 40 23,5 0,51 (0,26-0,99)
NAT2*5/NAT2*5 24 19,2 36 21,2 0,88 (0,48-1,64)
NAT2*6/NAT2*6 18 14,4 8 47 3,41 (1,34-8,89)°
Total 125 100 170 100

ap=0,007

Para o grupo com cancro do colo do Utero a proporgdo de casos de doenca

atribuivel (AP) a influéncia do genotipo NAT2*6/NAT2*6 foi de 10,2%.

3.4. FREQUENCIAS DOS POLIMORFISMOS NAT2 eM INDIVIDUOS COM CANCRO DA Mama

(EsTupo CAso CONTROLO)

Para avaliar a influéncia dos polimorfismos NAT2 no risco de cancro da mama foi
utilizado um grupo de pacientes com este tipo de carcinoma e um grupo de mulheres sem
qualquer patologia associada. No quadro 3.5 estdo apresentadas as frequéncias de cada
alelo pesquisado nos dois grupos mencionados. Ndo foram observadas diferengas
significativas nas frequéncias alélicas entre 0 grupo de casos com patologiae 0 grupo

controlo.
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Quadro 3.5 - Frequéncias alélicas do gene NAT?2 em pacientes com cancro da

mama e no grupo controlo.

Cancro Mama Controlo
Alelos NAT2 OR (95%IC)

n % n %
NAT2*4 82 28,7 121 29,1 0,98 (0,69-1,38)
NAT2*5 121 423 182 438 0,94 (0,69-1,29)
NAT2*6 83 29,0 113 271 1,10 (0,77-1,55)
Total 286 100 416 100

A andlise estatistica das frequéncias genotipicas de NAT2 em doentes com

cancro da mama e em individuos saudaveis nao mostrou qualquer diferenga

estatisticamente significativa (quadro 3.6).

Quadro 3.6 - Frequéncias genotipicas de NAT2 em doentes com cancro da

mama e em individuos saudaveis.

Genotipos NAT2 Casos Mam Control OR (95%IC)
n % N %

NAT2*4/NAT2*4 10 7,0 13 6,3 1,13 (0,44-2,84)
NATZ2*4/NAT2%5 36 25,2 56 26,9 0,91 (0,55-1,53)
NATZ2*4/NAT2*6 26 18,2 39 18,8 0,96 (0,54-1,73)
NAT2*5/NAT2*6 41 28,7 56 26,9 1,12 (0,68-1,85)
NAT2*5/NAT2*5 22 15,4 35 16,8 0,90 (0,48-1,67)
NAT2*6/NAT2*6 8 56 9 43 1,31 (0,45-3,81)
Total 143 100 208 100
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3.4.1. Frequéncias dos Genétipos NAT2 no Grupo de Casos de Cancro da

Mama tendo em conta Caracteristicas Clinico-Patologicas

Com o intuito de avaliar a influéncia dos polimorfismos NAT?2 na agressividade €

progressdo da doenga, 0 grupo de pacientes com cancro da mama foi estratificado

segundo o estadio e a presenca de metastizago ganglionar regional. O quadro 3.7

apresenta a distribuigdo dos genotipos NAT2 no grupo de casos com estadio | € [l € com

estadio Il e IV. Pode-se observar a inexisténcia de diferengas com significado estatistico

entre as frequéncias genotipicas entre estes dois subgrupos de casos de cancro da

mama.

Quadro 3.7 - Frequéncia dos genttipos NAT2 nos subgrupos de mulheres com

cancro da mama em estadio I/l e em estadio HAV.

Estadio I Estadio l/IV
Genotipos NAT2 (n=92) (n=26) p

% %
NAT2*4/NAT2*4 7,6 7,7 0,632
NAT2*4/NAT2*S 28,3 231 0,600
NAT2*4/NAT2*6 15,2 19,2 0,410
NAT2*5/NAT2*6 31,5 30,8 0,942
NAT2*5/NAT2*5 10,9 15,4 0,371
NAT2*6/NAT2*6 6,5 39 0,518

Na figura 3.3 encontra-se a representagao grafica das frequéncias dos genotipos

NAT2 nos dois subgrupos de pacientes com carcinoma da mama, sendo estas

relativamente proximas, ndo se verificando diferencas significativas.
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Figura 3.3 — Frequéncias, em percentagem, dos genotipos NAT2 no subgrupo

de doentes que apresentavam estadio I/l € no subgrupo com estadio II/IV.

Quanto ao parametro presenga ou auséncia de metastizag&o ganglionar regional
a andlise estatistica efectuada entre os dois subgrupos de doentes com carcinoma da
mama n3o revelou diferengas significativas nas frequéncias genotipicas de NAT2 (quadro
3.8).

Quadro 3.8 - Frequéncia dos genotipos NAT2 nos subgrupos de casos de cancro

da mama estabelecidos com base na presenga ou auséncia de metastizagao ganglionar

regional.
_ Presencga Auséncia
Genotipos NAT2 p
% %

NAT2*4/NAT2*4 10,7 2,6 0,114
NAT2*4/NAT2*5 23,8 28,2 0,601
NAT2*4/NAT2*6 16,7 15,4 0,858
NAT2*5/NAT2*6 23,8 38,5 0,094
NAT2*5/NAT2*S 19,0 10,3 0,219
NAT2*6/NAT2*6 6,0 51 0,609
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3.5. FREQUENCIAS DOS POLIMORFISMOS NAT2 EM INDIViDUOS COM CANCRO DA PROSTATA

(EsTUDO CASO CONTROLO)

Com o objectivo de avaliar a associagdo dos polimorfismos NAT2 com o risco de
carcinoma da prostata utilizou-se um grupo de homens sem patologia do foro oncologico
e um grupo de casos de carcinoma da prostata, num estudo do tipo caso controlo.

Os alelos NAT2*4, NAT2*5 e NAT2*6 estavam presentes em 33,7%, 395% e
26,8%, no grupo de pacientes com carcinoma da prostata € em 30,9%, 40,6% e 28,5%
no grupo de individuos controlo, respectivamente (quadro 3.9). Estes resultados ndo

traduzem diferengas estatisticamente significativas entre 0s dois grupos em estudo.

Quadro 3.9 - Frequéncias alélicas de NAT2 no grupo de doentes com cancro da

prostata € no grupo controlo.

Cancro Prostata  Controlo

Alelos NAT2 OR (95%IC)

n % n %
NATZ*4 103 337 105 309  1,14(081-160)
NAT2"5 129 395 138 408  096(069-133
NAT2*6 g2 268 97 285 092(064131)
Total 306 100 340 100

O quadro 3.10 apresenta as frequéncias dos gendtipos NAT2 no grupo de casos
de cancro da prostata e no grupo controlo. Atraves da analise estatistica podemos
verificar que apenas um genotipo NAT2 apresenta diferengas entre 0s dois grupos em
andlise. O genotipo NAT2*6/NAT2*6 esta presente em 9,4% dos individuos do grupo

controlo e em apenas 3,3% dos casos de cancro da prostata, sendo o Unico a apresentar
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uma diferenca estatisticamente significativa entre 0s dois grupos estudados (p=0,025).
Verificou-se que individuos portadores do genotipo NAT2*6/NAT2*6 apresentavam um

factor de protecg&o para carcinoma da prostata (OR=0,33; 95%IC: 0,10-0,98).

Quadro 3.10 - Frequéncias genotipicas de NAT2 em pacientes com cancro da

prostata e em individuos saudaveis.

Cancro Prostata  Controlo

Genotipos NAT2 OR (95%IC)
N % n %

NAT2*4/NAT2*4 11 7,2 11 6,5 1,12 (0,44-2,88)
NAT2*4/NAT2*5 41 26,8 53 31,2 0,81 (0,48-1,35)
NAT2*4/NAT2*6 40 26,1 30 17,6 1,65 (0,94-2,92)
NAT2*5/NAT2*6 32 20,9 35 20,6 1,02 (0,58-1,81)
NAT2*5/NAT2*5 24 15,7 25 14,7 1,08 (0,56-2,07)
NAT2*6/NAT2*6 5 33 16 9,4 0,33 (0,10-0,98)
Total 153 100 170 100

ap=10,025

3.4.1. Frequéncias dos Gendtipos NAT2 no Grupo de Casos de Cancro da

Préstata tendo em conta Caracteristicas Clinico-Patologicas

De acordo com as informagdes clinico-patologicas obtidas, estratificamos o grupo
de casos com cancro da prostata tendo em ateng&o os seguintes parametros: presenga
de doenca localizada ou avangada, grau de Gleason (menor ou igual a 7 ou superior a 7),
e por (ltimo quanto ao marcador de prognostico PSA. Com isso pretendia-se avaliar a
influéncia dos polimorfismos NAT2 na progressao e desenvolvimento da neoplasia em

causa.
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No quadro 3.1 esta sumariada a distribuigdo genotipica de NAT2 em subgrupos

do grupo de casos de cancro da prostata, segundo a extensdo do tumor para la da

capsula prostatica. Nao foram observadas diferencas significativas nas frequéncias

genotipicas entre estes dois subgrupos. Na figura 3.4 & possivel observar graficamente

que nenhum dos genotipos difere acentuadamente entre 0s dois subgrupos.

Quadro 3.11 - Frequéncia dos genotipos NAT2 em dois subgrupos do grupo de

casos de cancro da prostata: subgrupo de doentes que apresentaram extensao

extracapsular (doenga avangada) do tumor e subgrupo de doentes com extensdo tumor

intracapsular (doenga localizada).

_ D. Localizada D. Avangada
Genotipos NAT2
% %

NAT2*4/NAT2*4 9,6 2,7 0,083
NATZ*4/NAT2"5 21,9 31,5 0,190
NATZ2*4/NAT2*6 27,4 24,7 0,706
NAT2*5/NAT2*6 19,2 233 0,544
NAT2*5/NAT2*5 16,4 16,4 1,000
NAT2*6/NAT2*6 55 1,4 0,183

Ointracapsular

I B Extracapsular
| -

Figura 3.4 — Frequéncias, em percentagem, dos genotipos NAT2 nos dois

subgrupos de doentes de doentes com base no tipo de invasdo prostatica.
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O grau histologico de Gleason reflecte o grau de agressividade da neoplasia,
sendo um valor superior a 7 sinonimo  de uma doenca fracamente diferenciada. Assim,
estratificamos o grupo em doentes com grau de Gleason igual ou inferior a 7 € em
doentes com grau superior a 7. No quadro 3.12 encontra-se a distribui¢do dos gendtipos
de NAT?2 nos dois subgrupos referidos. Da andlise estatistica realizada observa-se a
inexisténcia de diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias genotipicas

entre os subgrupos.

Quadro 3.12 - Frequéncia dos genotipos NAT2 em dois subgrupos do grupo de
casos de cancro da prostata: subgrupo de doentes com grau de Gleason inferior ou

menor que 7 € com grau superior a 7.

Grau de Gleason

>7 <7
Gendtipos NAT2 p

% %
NAT2*4/NAT2*4 4,0 7,0 0,494
NAT2*4/NAT2*5 36,0 246 0,151
NAT2*4/NAT2*6 28,0 21,2 0,935
NAT2*5/NAT2*6 20,0 219 0,832
NAT2*5/NAT2*S 12,0 14,9 0,496
NAT2*6/NAT2*6 0,0 44 0,365

O PSA é um marcador tumoral da prostata bastante importante, uma vez que
niveis superiores a 10ng/ml indicam um possivel desenvolvimento de neoplasia
prostatica. Neste sentido 0 grupo de casos com cancro da prostata foi estratificado em
dois subgrupos de acordo com os valores de PSA. No quadro 3.13 estdo descritas as
frequéncias genotipicas de NAT2 em cada subgrupo. A andlise estatistica revelou que o

genotipo NAT2*6/NAT2*6 era mais frequente no subgrupo de casos com PSA igual ou
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inferior a 10 ng/ml, sendo a diferenga em relagao ao grupo com PSA superior a 10 ng/ml

estatisticamente significativa (p=0,023, pelo teste do v% p=0,054, pelo teste Fisher)

(quadro 3.13 e figura 3.5).
35
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Figura 3.5 - Frequéncias em percentagem dos genotipos NAT2 no subgrupo de

doentes que apresentavam PSA igual ou inferior a 10 ng/ml e com PSA superior a 10

ng/mi.

Quadro 3.13 - Frequéncia dos genétipos NAT2 em dois subgrupos do grupo de

casos de cancro da prostata: subgrupo de doentes que apresentavam PSA superior a 10

ng/mi e com PSA igual ou inferior a 10 ng/ml.

PSA
_ >10 ng/ml <10 ng/ml
Genotipos NAT2 p
% %
NAT2*4/NAT2*4 8,5 3,0
NATZ2*4/NAT2*5 26,6 333
NAT2*4/NAT2"6 26,6 24,2 0,767
NAT2*5/NAT2*6 245 12,1 0,136
NAT2*5/NAT2*5 12,8 18,2 0,308
NAT2*6/NAT2*6 11 91 0,023; 0,054
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3.6. FREQUENCIAS DOS POLIMORFISMOS NAT2 EM INDIVIDUOS COM CANCRO DA CABECA E

PEScoGO (ESTuDO CASO CONTROLO)

Com o objectvo de analisar a influéncia dos polimorfismos NAT2 na
susceptibilidade para cancro da cabega e pescogo, realizou-se um estudo do tipo caso

confrolo.

No quadro 3.14 apresenta-se as frequéncias dos alelos NAT?2 estudados, onde
ndo se observaram diferengas estatisticamente significativas entre o grupo de casos de

cancro da cabega e pescogo.

Quadro 3.14 - Frequéncias alélicas de NAT2 no grupo de doentes com cancro da

cabega e pescogo e no grupo controlo.

Cancro Cabega
Controlo

Alelos NAT2 e Pescogo OR (95%IC)

n % n %
NAT2*4 71 31,7 226 209  1,09(0,78-1,52)
NAT2%5 87 38,8 320 423 1,06 (0,78-1,46)
NAT2*6 66 29,5 210 278  1,09(0,77-1,53)
Total 224 100 756 100

A distribuigao dos genétipos NAT2 no grupo de pacientes com cancro da cabeca
e pescogo € no grupo de individuos controlo pode ser consultada no quadro 3.15. A
frequéncia do genotipo NAT2*4/NAT2*4 era maior nos doentes com carcinoma da cabega
e pescogo (15,2%) comparada com a do grupo controlo (6,3%). Verificou-se que existe
um risco de cancro da cabega e pescogo duas vezes maior nos individuos portadores do
genotipo NAT2*4/NAT2*4 (OR=2,64; 95%IC: 1,30-5,36; p=0,003). Pelo contrario, 0
gendtipo NAT2*4/NAT2*5 apresentou-se mais frequente nos individuos controlo (28,8%)
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do que nos doentes com carcinoma da cabega € pescogo, sendo a diferenca

estatisticamente significativa (p=0,034). Este genétipo revelou-se um factor de protecgao.

Quadro 3.15 - Frequéncias genotipicas de NAT2 no grupo de doentes com

cancro da cabega e pescogo e no grupo de individuos saudaveis.

Casos Cabega e

Genotipos NAT2 Pescogo Confrolo OR (95%IC)

N % n %
NAT2*4/NAT2*4 17 15,2 24 6,3 2,64 (1,30-5,36) 2
NAT2*4/NAT2*S 2 18,8 109 28,8 0,57 (0,33-0,99)
NATZ2*4/NAT2*6 16 14,3 69 18,3 0,75 (0,40-1,39)
NAT2*5/NAT276 34 30,4 91 241 1,37 (0,84-2,25)
NAT2*5/NAT2*5 16 14,3 60 15,9 0,88 (0,46-1,66)
NAT2*6/NAT2*6 8 7.1 25 6,6 1,09 (0,44-2,62)
Total 112 100 378 100
ap=0,003
bp=10,034

No grupo de casos com cancro da cabega e pescogo a proporgao de todos 0s

casos de doenga atribuivel (AP) a influéncia do genotipo NAT2*4/NAT2*4 é de 9,4%.
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4. DISCUSSAO

A N-acetiltransferase 2 & uma enzima importante na fase Ii da destoxificagdo de
determinados substratos, sugerindo uma fungdo protectora em todos os tecidos expostos
a carcinogénios (Perera, 1996). Esta enzima pode destoxificar substratos de arilaminas
por N-acetilagdo ou torn&-los mais toxicos por O-acetilagdo. Os varios genotipos desta
proteina podem estar implicados no risco para cancro em variados 6rgdos.

A hipotese mais referida baseia se no facto de individuos acetiladores lentos
terem maior risco de desenvolver diversos tipos de cancros (ex: bexiga, mama, entre
outros) como resultado da reduzida capacidade de destoxificar os carcinogénios quimicos
produzidos pelas enzimas citocromo P450 e outras (Fidialis et al., 1999; Huang et al.,
1999). No entanto, ha evidéncias de que os individuos portadores do fenétipo acetilador
rapido exibem um maior risco de cancro colorectal e cancro da cabega e pescogo (Chen
et al., 1998: Gil et al, 1998; Probst-Hensch et al., 1995). Estes registos contraditorios
podem ser afribuidos a bioactivagao aumentada das aminas heterociclicas, via O-
acetilagdo (Hein et al., 1994). Isto sugere que 0s polimorfismos da enzima NAT2 afectam
quer a activagdo quer a desactivagao metabolica de arilaminas e de oufros compostos
carcinogénicos.

0 objectivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos alelos e dos genotipos do
gene NAT2 na susceptibilidade para cancro do colo do Utero, cancro da mama, cancro da
prostata e cancro da cabega e pescogo, num estudo do tipo caso controlo.

O gene NAT2 apresenta um grande numero de variantes alélicas. Neste estudo
procedeu-se apenas 4 avaliagéo dos alelos mutantes NAT2*5 e NAT2*6, uma vez que
estes representam cerca de 90% dos alelos mutantes do gene NAT2 nas populagbes

Caucasianas (Blum et al.,, 1991).
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4.1. FREQUENCIA DOS POLIMORFISMOS DO GENE NAT2 em INDIVIDUOS SAUDAVEIS (GRUPO

CONTROLO)

Os polimorfismos NAT2 s&o muito frequentes na populagdo em geral, no. entanto
apresentam uma grande variabilidade étnica e geografica na sua distribuigao.

Foi realizada uma analise com o objectivo de comparar a populagdo controlo
deste estudo, Caucasiana-Europeia, com outras populagdes de etnia e localizagao
geografica tanto semelhantes como diferentes. Os resultados obtidos a partir desta
analise comparativa permitem sugerir que a populagdo de individuos controlo testada
neste estudo apresenta um modelo de distribuigao, quer das variantes alélicas, como dos
genotipos do gene NAT2, idéntico ao padrao caracteristico das populagdes Caucasianas.
O alelo NAT2*5 apresenta uma frequéncia de cerca de 42%, sendo o mais comum, € 0
alelo NAT2*6 uma frequéncia de cerca de 28%, tal como se observa nas populagdes
Caucasianas Europeias (Gl et al., 1998; Lemos et al., 1999) e Americanas (Bell et al.,
1993:Garte et al, 2001). As diferencas observadas em relagao a populagdo Afro-
Americana foram também registadas por Bell et al. (1993), mostrando a variabilidade

étnica e geografica na distribuigo dos polimorfismos da enzima NAT2.

4.2. AVALIAGAO DOS POLIMORFISMOS NAT2NA SUSCEPTIBILIDADE PARA CANCRODO COLODO

UTero (ESTUDO CASO CONTROLO)

O virus HPV é considerado um factor determinante na etiologia do cancro do colo

do utero. No entanto, dados epidemioldgicos tém sugerido que 0s carcinogénios parecem
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desempenhar uma importante fungdo na progressdo das lesdes pre-cancerosas do colo
do utero para carcinoma invasivo. Tem sido sugerido que factores individuais, para além
da infecgdo por HPV, modelam a susceptibilidade individual para carcinoma do colo do
(tero (Hemminki ef al., 2001). Aidentificagao de subgrupos de susceptibilidade no interior
da populagdo geral, baseados nos polimorfismos genéticos, nomeadamente em
polimorfismos com consegiiéncias a nivel do metabolismo de carcinogénios, tem o
potencial de delinear mais claramente 0s factores envolvidos nessa predisposi¢ao e qual
o seu efeito na progresséo da doenga em alguns individuos, mas nédo em todos.

Uma vez que a enzima NAT2 é codificada por um gene altamente polimorfico e
apresenta fungBes na destoxificagdo e bioactivagdo de varios carcinogénios e pré-
carcinogénios, realizou-se um estudo com 0 intuito de avaliar a influéncia dos
polimorfismos genéticos de NAT2 no risco para desenvolvimento de cancro do colo do
utero.

Os resultados obtidos demonstram que existe uma relagao entre 0 gendtipo de
acetilagdo NAT2*6/NAT26 e um risco aumentado de carcinoma do colo do utero
avangado (Costa et al., 2002). Tem sido demonstrado que este genotipo NAT2 apresenta
menor actividade enzimatica outros genotipos de acefilagdo lentos e gendtipos de
acetilagdo rapido (Cascorbi et al, 1995). Individuos portadores do gendtipo
NAT2*6/NAT2*6 mostram uma menor capacidade de metabolizar substratos
carcinogénicos. Isto é consistente com 0s resultados obtidos, ja que mulheres portadoras
deste gendtipo de acetilagdo tém um risco trés vezes maior para cancro do colo do tero.
Foi obtida uma correlagdo significativa (quadro 3.4) entre a diminuigio na frequéncia do
gendtipo NAT2*5/NAT2*6 e cancro do colo do Utero. Pode-se considerar que genotipo
NAT2*5/NAT2*6 apresenta uma maior actividade enzimatica que o genoétipo

NAT2*6/NAT2*6, podendo representar um genotipo de acetilagio com capacidade de
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acetilagdo intermédia. E de salientar, que Cascorbi et al. (1995) demonstraram que 0
alelo NAT2*6 da origem a uma capacidade de acetilagao menor do que o alelo NAT2%5, e
que os individuos que apresentam 0 genotipo NAT2'6/NAT26 sdo os que possuem
menor actividade da NAT2.

Dez por cento dos casos de cancro do colo do Utero podem ser afribuidos a
influéncia do gendtipo de acetilagdo NAT2*6/NAT2"6. A percentagem relativamente baixa
de casos de carcinoma do colo do Utero que pode ser atribuida a0 genotipo
NAT2*6/NAT2*6 pode reflectir o facto do principal factor de risco deste carcinoma ser a
infecgdo por HPV (Haverkos et al., 2000). No entanto, estes resultados demonstram que
os factores genéticos poderdo desempenhar uma fungdo importante na etiologia do

cancro do colo do utero.

4.3. AVALIAGAO DOS POLIMORFISMOS NAT2 NA SUSCEPTIBILIDADE PARA CANCRO DA MaAMA

(EsTubo CASO CONTROLO)

O carcinoma da mama apresenta entre outros factores de risco a exposicao a
carcinogénios ambientais ou provenientes da dieta alimentar. Tem sido demonstrado que
aminas aromaticas (AAs), por exemplo, provenientes do fumo do tabaco, e heterociclicas
(AHs), presentes em alimentos demasiadamente cozinhados, provocam a formagao de
aductos de DNA. tendo estes sido observados em tecidos de tumores da mama (Delfino
ef al, 2000; Hunter et al., 1997). Estes resultados sugerem que estes carcinogénios
desempenham um papel na carcinogénese do cancro da mama.

A NAT2 possui uma grande variedade de substratos entre eles as AAs e as AHs.

Assim, variagdes na actividade de metabolizagdo destes carcinogénios, resultantes dos
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polimorfismos NAT2, poderdo representar um factor de susceptibilidade genetica para
carcinoma da mama. Deste modo, foi desenvolvido um estudo tipo caso controlo para
avaliar a associagdo dos polimorfismos NATZ com a susceptibilidade genética para esta
neoplasia.

No presente estudo ndo foi encontrada qualquer relagao entre os polimorfismos
NAT? e risco de cancro da mama. Estes resultados sdo concordantes com 0s obtidos por
outros grupos de investigagao (Delfino et al., 2000; Hunter et al,, 1997; llett et al., 1990).
No entanto, os estudos publicados tém se mostrado muito controversos, havendo
estudos que evidenciam associagdes entre estes polimorfismos e risco de cancro da
mama, principalmente quando € considerada a dose de exposigdo dos doentes a
carcinogénios (Deitz et al., 2000; Huang et al., 1999). Pensa-se que as diferengas nos
resultados se possam dever a utiizagdo de populagbes com diferentes localizages

geograficas e com exposi¢ao ambiental diversificada.

4.4. AVALIAGAO DOS POLIMORFISMOS NAT2 NA SUSCEPTIBILIDADE PARA CANCRO DA

PROSTATA (ESTUDO CASO CONTROLO)

O desenvolvimento do carcinoma da prostata parecer reflectr um balango
dependente entre hormonas endogenas e influéncias ambientais, nomeadamente as
gorduras alimentares, a ingestdo de carne vermelha e demasiadamente cozinhada
(Pienta et al., 1993) e a exposi¢do a quimicos (Devita et al.,, 1997). Estes factores tém
sido referidos como modificadores do risco de carcinoma da prostata, uma vez que
expdem este orgdo a variados carcinogénios, entre eles as AHs e os hidrocarbonetos

policiclicos (Ross et al, 1994). A enzima NAT2 é responsavel pela biactivagao ou
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inactivagdo destes carcinogénios, e por isso 0$ polimorfismos NAT2 representar um
potencial factor de susceptibilidade genética para o desenvolvimento de carcinoma da
prostata. Este aspecto é reforgado pelo facto do gene NAT? localizar-se numa regido de
frequentes perdas alélicas no carcinoma da prostata (Robbins ef al., 1994).

Os resultados deste estudo mostram que o genotipo de acetilagdo lento
NAT2*6/NAT2*6 funciona como um factor de protecgdo contra 0 desenvolvimento de
cancro da prostata. A NAT2 além de destoxificar realiza também a biactivagdo metabolica
de determinados carcinogénios, nomeadamente das AHs (Hein et al., 1994). Assim, este
resultado € consistente com o facto deste genotipo possuir menor capacidade de activar
carcinogénios, o que faz dele um factor de protecgao para cancro da prostata.

Outros estudos realizados ndo se registraram nenhuma associagao entre 0s
polimorfismos NAT2 e uma suscetibilidade para cancro da prostata (Hein et al.,, 2002;
Wadelius et al, 1999). Esta diferenga de resultados podera dever-se a diferengas
geograficas e/ou a diferentes habitos alimentares e exposi¢des ambientais.

Em suma, este estudo permite sugerir um genotipo de acetilagdo lento
(NAT2*6/NAT2*6) como factor genético de proteccdo para carcinoma da prostata,

provavelmente reflectindo uma exposigdo da prostata a carcinogénios especificos.

4.5. AVALIAGAO DOS POLIMORFISMOS NAT2 NA SUSCEPTIBILIDADE PARA CANCRO DA CABECA

g PEscoco (EsTupo CASO CONTROLO)

O cancro da cabeca e pescogo esta forlemente correlacionado com factores
ex6genos, como o fumo do cigarro € 0 consumo de alcool (Devita et al, 1997), que

desempenha uma importante fungéo na etiologia destas neoplasias. Tal como no caso do
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carcinoma da prostata, estas neoplasias encontram-se associadas a perdas alélicas na
regido 8p22 (Snyderman, 2001).

Dada a fungdo desempenhada pela enzima NAT2 e tambem a sua localizagao
cromossomica, efectuou-se um estudo do tipo caso controlo para avaliar a associagao
dos polimorfismos NAT2 com a susceptibilidade genética para cancro da cabeca e
pescogo.

Os resultados revelaram que individuos portadores do genétipo de acetilagdo
rapido NAT2*4/NAT2*4 apresentavam um risco duas vezes maior de desenvolvimento de
cancro da cabega e pescogo. Este genotipo esta associado a uma elevada capacidade
de acefilagio em comparagdo com outros genotipos de acetilagéo lentos e intermédios
(Cascorbi et al, 1995). O cancro da cabega & pescogo tem sido associado com a
exposi¢a0 a carcinogénios de N-hidroxilamina, sendo estes compostos O-acetilados pela
NAT2, resultando em compostos altamente reactivos (Hein et al., 1993). Deste modo,
pode-se compreender o risco aumentado para cancro da cabega e pescogo em
individuos portadores do genétipo NAT2*4/NAT2%4, que mostram uma capacidade de O-
acetilagio muito mais elevada.

Nove por cento dos casos de cancro da cabega e pescogo podem ser atribuidos
a influéncia do genotipo de acetilagdo NAT2*4/NAT2*4. Esta percentagem relativamente
pequena reflecte de certo modo a possivel influéncia de outros polimorfismos geneticos
no desenvolvimento destas neoplasias.

Os resultados publicados na literatura revelam-se bastantes controversos quanto
a associagdo destes polimorfismos com a susceptibilidade para cancro da cabega e
pescogo. Os nossos resultados sdo concordantes com um outro estudo efectuado em
casos de cancro da laringe (Henning et al., 1999). Existem um estudo que associa o

fenotipo de acetilagdo lento com um risco aumentado para cancro da cabega e pescogo
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(Gonzalez et al, 1998). Esta diferenca de resultados em varios estudos podera ser
explicada pela exposicdo dos individuos das populagdes utlizadas a diferentes
carcinogénios e também da extenséo da exposicao, reflexo de diferengas principaimente

nos habitos pessoais (consumo de tabaco e alcool).

Foi observado que o genotipo NAT2*4/NAT2*5 apresentava-se como um factor
protector para cancro da cabeca e pescogo. Este resultado ndo pode ser explicado pelo
efeito dos polimorfismos NAT2 na actividade de acetilagdo, uma vez que este genotipo
intermédio apresenta actividades semelhantes ao gendtipo rapido (NAT2*4/NAT2*4)
(Cascorbi ef al., 1995). Uma vez que ¢ aceite que a neoplasias séo resultantes de uma
acgdo genética multifactorial podemos propor a existéncia de linkage dos genotipos NAT2

com outros genes envolvidos na etiopatologia do cancro.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os polimorfismos na enzima NAT2 tém sido vastamente estudados e fortes
associagdes destes com cancro tem sido encontradas. A enzima NAT2 é importante na
destoxificagdo e activagdo de variados carcinogénios, e os polimorfismos NAT2 tém
demonstrado alterar esta capacidade de metabolizaggo. A compreensdo da influéncia
destas variagdes genéticas do gene NAT2 na susceptibilidade para cancro podera
contribuir para um melhor esclarecimento do desenvolvimento tumoral de varios tipos de
cancros. No presente trabalho foram pesquisados polimorfismos NAT2 com o objectivo
de avaliar a sua influéncia na susceptibilidade para tumores solidos. Foram utilizados
quatro modelos tumorais que apresentam como factores de risco a exposicdo a
carcinogenios.

As frequéncias alélicas e genotipicas obtidas na populagdo Caucasiana-
Europeia, utizada como grupo controlo, mostraram-se semelhantes ao padrao
caracteristico das populagdes Caucasianas.

Os resultados obtidos demonstram que alguns genotipos de acetilagdo conferem
aos individuos portadores uma susceptibilidade genética para desenvolvimento tumoral.
Pela primeira vez, foi registrada uma associagdo entre um genotipo NAT2 e um maior
risco de desenvolvimento de cancro do colo do Utero. Os resultados obtidos apontam
para um risco frés vezes maior para cancro do colo do Utero em mulheres portadoras do
gendtipo NAT2*6/NAT2*6 (OR=3,41; 95%IC: 1,34-8,89; p=0,007). A andlise efectuada no
grupo de casos com cancro da mama demonstrou a falta de correlagdo entre 0s
polimorfismos NAT2 € 0 desenvolvimento deste carcinoma. Foi observado que 0 genbtipo

de acetilagao lento NAT2*6/NAT2"6 conferia um risco diminuido para desenvolvimento de

carcinoma da prostata (OR=0,33; 96%IC: 0,10-0,98). Por outro lado, os individuos

polimorfismos Genéticos da Enzima N-Acetiltransferase 2 € Susceptibilidade para Tumores Sélidos 57



CONSIDERAGCOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

portadores do genétipo de acetilago rapido NAT2*4/NAT2*4 apresentaram um risco
duas vezes acrescido para o desenvolvimento de cancro da cabega e pescogo (OR=2,64;
95%IC: 1,30-5,36; p=0,003).

Os resultados obtidos neste trabalho poderdo contribuir para a definigdo de um
perfil alélico de populagdes em diferentes localizagdes geograficas € a compreensdo da

incidéncia dos varios tipos de neoplasias no mundo inteiro.

Apos a realizagdo destes estudos com o objectivo de associar 0s polimorfismos
NAT?2 e susceptibilidade genética para alguns tipos de tumores solidos, a proxima etapa
cera aumentar a amostragem dos casos dos individuos com cancro e também da
populagdo de individuos normais. Isto permitira a verificagao dos resultados até agora
obtidos, como também uma maior fiabilidade deles.

Resultados recentes publicados pelo nosso grupo de trabalho (Medeiros et al,
2002: Vasconcelos et al, 2002) sugerem 0 papel de outros polimorfismos genéticos na
definigao de risco para cancro. A determinagao de um perfil genético de susceptibilidade
para as varias neoplasias podera ter aplicagdes importantes no ambito do rastreio e
preveng3o do cancro. A caracterizagdo de subgrupos de risco acrescido para cancro
poder4 levar a uma optimizagao dos rastreios organizados, direccionando 0s recursos
para determinados grupos populacionais que apresentam caracteristicas passiveis de

uma vigilancia mais apertada.
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7. ANEXOS

7.1. ANexol

Solugbes

e PBS (“Phosphate buffered saline”)
Na:HPO; 1,48 g/l (Merck 1065860500)

NaH:PO4 0,495 g/l (Merck 63460500)
NaCl 7,2 g/l(Panreac cod131659)

e AKE

NH4C! 82,9 g/l (Merck 101146)
KHCO, 10 g/ (Merck 48540500)
EDTA 0,37 g/l (Merck 108418)

e SE

NaCl 75mM (Panreac cod131659)
EDTA 25mM (Merck 108418)

e Tamp3o de reacgdo de PCR (MBI Fermentas)
750 mM Tris HCI (pH= 8,8)

200 mM (NH4)2SO4

0,1% Tween 20

e Tampédo TBE 10x

Tris base 109 g/l (Merck)

Acido borico 55,5 g/l (Merck)
EDTA 9,3 g/l (Merck 108418)
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ANEXOS

7.2. ANEXO Il

1.7% agarose

Figura A — Marcador de 100 bp utilizado no presente trabalho (gel de agarose

1,7% corado com brometo de etideo) (MBI Fermentas #5M0241).
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7.3. ANEXOlll

Provas do artigo intitulado “A Slow Acetylator Genotype Associated with an
Increased Risk of Advanced Cervical Cancer”, em fase de publicagdo na revista

Journal of cancer Research and Clinical Oncology.
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Abstract

Purpose. Human papillomavirus (HPV) is the major etiological agent associated with cervical cancer.
However, other risk factors have been indicated, including carcinogen exposure, oral contraceptive
usage, certain nutritional deficiencies, and genetic factors. N-acetyltransferase 2 (NAT2) has an
important role in the metabolism of several carcinogens. NAT2 polymorphism modulates the activity
of the enzyme, by activation, via O-acetylation, or through detoxification, via N-acetylation. This
case-control study was designed to evaluate the association between NAT2 polymorphism and genetic
susceptibility to cervical cancer.

Methods. Genomic DNA was obtained from 125 women with advanced cervical cancer and 170
healthy women. PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphisms)
was used to analyse two common mutant alleles at NAT2 loci.

Results. The NAT2*6/NAT2*6 genotype, which corresponds to a slow acetylator genotype, was found
to be associated with a 3.41-fold (95% CI: 1.35-8.94; P=0.007) increase in the risk of cervical cancer.
For the entire case groups the proportion of cervical cancer cases attributable (attributable proportion)
to the NAT2*6/NAT2*6 genotype was 10.2%.

Conclusions. The results reported in this study suggest that NAT2 polymorphism is a genetic
susceptibility factor involved in the carcinogenesis of cervical cancer, and also that the analysis of the
allelic profile of populations in different geographic locations may help to understand the incidence of
cervical cancer worldwide.
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Introduction

Epidemiological and clinical data suggest that human papillomaviruses (HPV), especially HPV-16 and
HPV-18 (high-risk HPV), play the major role in the aetiology of cervical cancer. However, some
researchers acknowledge that HPV is a necessary factor but not a sufficient one in the actiology of
cervical cancer (Haverkos et al. 2000). Other risk factors of cervical cancer have been reported, such
as carcinogen exposure, parity, and certain nutritional deficiencies (Brinton et al. 1992; Haverkos ¢t al.
2000; Kjellberg et al. 2000). Oral contraceptive usage has also been reported as a risk factor (Kjellberg
et al. 2000). However, we may consider oral contraceptive use as a marker for sexual activity, which
per se is a risk factor (Biswas et al. 2000; Rousseau et al. 2000). It is unclear whether the association
of these environmental factors with cervical cancer reflects secondary associations also attributable to
infection, or if they are independent risk factors, or even if they act as cofactors of HPV infection in
induction of cervical carcinogenesis (Winkelstein et al. 1990; Brinton et al. 1992; Hoffmann et al.
1997 Kjellberg et al. 2000).

In the natural history of cervical cancer it is generally accepted that there is a continuum in the passage
from normal cervix infected by HPV, to low-grade SIL (squamous intraepithelial lesions) through
high-grade SIL, and ending in invasive cervical cancer. However, it has been demonstrated that many
high-risk HPV-infected SIL lesions spontaneously regress (Kiviat et al.7992; Holowaty et al. 1999).
This is consistent with the hypothesis that, besides HPV, there may be other cervical carcinoma risk
factors that include environmental and immunological parameters, and genetic factors (Kiviat et al.
1992; Holowaty et al. 1999).

The susceptibility to cancer is variable between individuals. The role of genetic polymorphisms in the
individual’s susceptibility to cervical cancer is currently under evaluation (Kim et al. 2000: Anderson
et al. 2001; Goodman et al. 2001). The determination of a genetic profile may help to explain the
observation that not all high-risk HPV-infected SIL lesions will progress to invasive carcinomas. The
role of several carcinogenic compounds in the progression of cancer has been suggested (Stoner et al.
2001; Van Zandwijk et al. 2001; De Bruin et al. 2002). It is reasonable to consider that each
population has to evaluate its own genetic profile of cancer risk that may help us to understand the
geographic and racial differences for cervical cancer incidence.

N-acetyltransferase (NAT) activity is an important biological process, because it transfers acetyl-CoA
to the amino (or hydroxyl) side chain of arylamines converting them to unstable electrophiles.
N-acetyltransferase 2 (NAT2) is able to perform N-acetylation of several arylamines, such as aromatic
amines, a detoxification step, and O-acetylation of heterocyclic amines (HAA), resulting in
bioactivation (Bell et al. 1993). The polymorphic NAT2 gene is one of two functional human
arylamine N-acetyltransferases. This gene has been assigned to chromosome 8p21.3-23.1 (Hickman et
al. 1994); it contains an 879-base pairs intronless protein-coding region. The genetic acetylation
polymorphism influences both the metabolic activation (O-acetylation) and the deactivation
(N-acetylation) of arylamines carcinogens via variable expression of different allelic variants of NAT2
gene (Hein et al. /993), conferring differential susceptibility to tumors induced by carcinogens. This
polymorphism determines the so-called rapid or slow acetylator phenotypes (Blum et al. /990). It has
been shown that individuals carrying two allelic variants have a slow acetylator phenotype, whereas
heterozygous and homozygous wild-type genotypes have a rapid acetylator phenotype (Vatsis et al.
1991; Bell et al. 1993). Many reports have shown the influence of acetylation polymorphism in the
development of several types of cancer. Slow acetylators have been associated with increased risk of
bladder cancer (Brockmoller et al. 1996; Hsieh et al. 1999; Marcus et al. 2000), which may be due to
decreased ability to detoxify carcinogens. On the other hand, rapid acetylators have been shown to



increase the risk of colorectal cancer (Probst-Hensh et al. 1995; Roberts-Thomson et al. 1999 Gil et
al. 1998). Such apparent contradictions may be explained by an increased bioactivation of HAAs, via
O-acetylation, in colorectal cancer (Probst et al. 1992). The association between NAT2 polymorphism
and genetic susceptibility to cervical cancer has not yet been studied.

In the present work, the NAT2 genotype distributions were analysed in a group of 125 women with
cervical cancer and a group of 170 healthy women. The aim of our study was to determine if the
NAT? acetylation genotype was associated with genetic susceptibility to cervical cancer.

Patients and methods

Patients

We tested the association between NAT2 polymorphism and risk of cervical cancer using a
case-control design. One hundred and twenty-five patients with histologically confirmed invasive
squamous cell carcinoma of the uterine cervix at an advanced clinical stage, were selected for this
study. Patients were admitted to the Portuguese Oncology Institute-Porto, in the North Portugal area,
during the period from 1997 to 1999. All patients had stage III cervical carcinoma according to the
staging system of the International Federation of Gynaecology classification (FIGO) (Radiumheit
1979). The median age of the patients was 59 years (standard deviation 10.5). All patients received
radiation therapy and all blood samples were collected before treatment. The control group consisted
of one hundred and seventy healthy women, with a median age of 52 years, who did not present a
clinical history of cancer, and who came from the same geographic area as the cancer group. Informed
consent was obtained from each patient and healthy individuals.

Polymerase chain reaction /restriction fragment length polymorphisms
(PCR-RFLP) analysis

DNA was extracted from leukocytes of peripheral blood by proteinase K/chloroform/isopropanol
treatment (Miillenbach et al. 1989). Genotyping for NAT2 was carried out using the PCR-RFLP
method (Gonzélez et al. 1998). The PCR reactions consisted of nearly 0.2 pg of genomic DNA,

30 ¢ mol of each primer, 0.2 mM of each dNTP, 1.5 mM MgCl,, | % Taq buffer, and 1 U of Tag

DNA-polymerase to a final volume of 50 pl. Thirty cycles were performed, consisting of 98 °C (30 s)
for denaturation, 62 °C (1 min) for primer annealing, and 72 °C (1 min) for primer extension. After
amplification, 15 pl of PCR were digested with 20 U of the Kpn I and Tagq | restriction enzymes
(positions 480 and 590), specific for the two different NAT2 allelic variants to be screened (NAT2*5
and NAT2*6, respectively). Restriction enzyme digestions were performed according to standard
supplier protocols (Life Technology). Restriction products were submitted to electrophoresis in 2%
agarose gels. After digestion with Kpn I, the 481-T (NAT2*5) and 481-C (NAT2*4) alleles were
visualized as fragments of 290 bp and 170 plus 120 bp, respectively (Fig. 1A). The 590-A (NAT2 *6)
and 590-G (NAT2*4) alleles were visualized as fragments of 290 and 230 plus 60 bp, respectively,
after digestion with Tag I (Fig. 1B).
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Fig. 1A,B. Restriction fragment length polymorphisms of the PCR products of the NAT2 alleles. A
Kpn I restriction: 290 bp fragment - NAT2*5 allele; 170 bp plus 120 bp fragments - NAT2*4 allele. B
Taq I restriction: 290 bp fragment - NAT2*6 allele; 230 bp plus 60 bp fragments (not visualised) -
NAT2*4 allele. (M- 100 bp ladder)




Statistical analysis

Analysis of data was performed using the computer software Epilnfo6 ( approved by WHO).
Lt ki - ~ - . .
Chi-square (  ~ test) analysis. after Yates correction, was used to compare categorical variables. A

5% level of significance was used in the analysis. The odds ratio (OR) and its 95% confidence interval
was calculated to measure the association between NAT2*6/NAT2*6 alleles and cervical cancer.

We calculated the attributable proportion (AP), according to the method previously reported by
Schiffman et al. (Schiffman et al. /993). using the following formula: AP= PRF % (1-1/RR). The

attributable proportion (AP) is the fraction of disease attributable to the risk factor; PRF is the
percentage of the risk factor in case subjects and RR is the relative risk calculated by the odds ratio.

Results

The distribution of NAT?2 genotypes of the group of patients and healthy individuals is given in
Table 1. We observed that the frequency of the NAT2*6/NAT2*6 genotype was higher in the cervical
cancer group compared with the control group. A threefold increase in risk of cervical cancer was
found among women who are carriers of NAT2*6/NAT2*6 genotype (OR= 3.41; 95% CI: 1.35-8,94;
Pyates = 0.007). NAT2*6/NAT2*6 genotype was found in 14.4% of case and in 4.7% of controls.

Table 1. Comparison of NAT2 genotype frequencies for cervical cancer and the normal control group

Patients | Controls
NAT2 genotype OR (95% CH | P

i % n %

NAT2*4/NAT2%4 14 [11.2]11 6.5 |1.82(0.75-4.49)10.219

Others 111(88.8(159]93.5]1.00 (reference)
NAT2*4/NAT2%5(35 |28.0148 [28.210.99(0.74-1.34)}0.931
Others 90 |72.01122171.2]1.00 (reference)

NAT2*%4/NAT2#6| 17 |13.6]27 [15.9/0.83(0.41-1.68)|0.587

Others 108186.4| 143 [84.11 1.00 (reference)
NAT2=3/NAT2%6| 17 [13.6[40 [23.510.51 (0.26-0.99)10.047
Others 108 86.4|130]76.5] 1.00 (reference)

NAT2*5/NAT2*5{24 |19.2]36 |21.210.88 (0.48-1.64)}0.787

Others 101]80.8|134|78.811.00 (reference)
NAT2=6/NAT2%6 |18 |14.4]8 [4.7 |3.41 (1.34-8.89)]0.007
Others 107185.61162193.3|1.00 (reference)

“ 3y 2 test after Yates correction



A comparison of genotype frequencies from our control population with a Caucasian-American
population (Bell et al. 1993), is shown in Table 2. Our results regarding the normal controls are
consistent with a previously reported study (Bell et al. 1993). No significant differences were found in
the frequencies of NAT2 genotypes between our normal control population and the
Caucasian-American population. However, significant differences were found between our normal
control population and the African-American population previously reported (Bell et al. 1993),
regarding the NAT2*4/NAT2*4 genotype frequency (6.5% versus 17.8%, P=0,007) and
NAT2*5/NAT2*5 genotype frequency (21.2% versus 9.9%, P=0.026).

Table 2. Comparison of NAT2 genotype frequencies among our control group and
Caucasian-American and African-American populations (Bell et al. 1993)

Controls | Caucasian-American African-American
NAT2 genotype P! P

n % |n % n it
NAT2¥4/NAT2*4 |11 16.5 |23 6.5 0.853(18 17.8 0.007
NAT2*4/NAT2%5 |48 |28.2 |80 22.5 0.189129 28.8 0.936
NAT2*4/NAT2%6(27 | 159156 15.8 0.923] 18 17.8 0).8006
NAT2*5/NAT2*%6|40 |23.5 |87 245 0.89210 15.8 (131
NAT2*5/NAT2*5|36(21.2 |78 22.0 0.925110 9.9 0.026
NAT2*6/NAT2*6|8 4.7 |31 8.7 0.1421 10 9.9 (.139

“ y 2 test after Yates correction

For the entire case group the proportion of cervical cancer cases attributable (attributable proportion)
to the NAT2*6/NAT2*6 genotype was 10.2%.

Discussion

Human papillomavirus is involved in the actiology of cervical cancer. However, epidemiological data
suggests that carcinogens may have an important role in the progression of cervical pre-cancerous
lesions to advanced cervical cancer. It has been suggested that host factors, behind HPV infection,
modulate an individual’s response to cervical cancer (Hemminki et al. 2001). Identification of
susceptible subsets of the population, based on genetic polymorphisms, involved in carcinogenesis,
has the potential to delineate more clearly those factors that might increase cancer risk and progression
among some, but not all, individuals.

The NAT?2 enzyme is involved in the phase 11 of xenobiotic metabolism. It is able to bioactivate and
detoxify carcinogens and/or pre-carcinogens (Hein et al. 2000a). The acetylation polymorphism
interferes in NAT2 enzymatic activity, and it has been reported to confer genetic susceptibility to
various types of cancer (Roberts-Thomson et al. 1999; Hein et al. 2000b; Bouchardy et al. 2001.
Cascorbi et al. 2001).

Up to now, more than 25 alleles have been identified in the NAT2 gene (Hein et al. 2000a). The
NAT2*5 and NAT2*6 mutant allele appear to be of key importance in determining the acetylator
phenotype (Blum et al. 997). The analysis of allelic variants at these coding regions of the NAT2 gene
has identified the majority of the defective alleles in Caucasians (Cascorbi et al.1995; Agundez et al.



1996), and also in a Portuguese population (Gil et al. 1998).

The comparison of genotype frequencies from our control population with those of the
Caucasian-American population (Bell et al. 1993) did not show any significant differences. Moreover,
the genotype frequencies of our control group differ significantly from that of the African-American
population (Bell et al. 1993). These results suggest a Caucasian pattern regarding the distribution of
NAT?2 genotypes in our control group.

Our results demonstrate a relationship between the slow NAT2 acetylator genotype NAT2*6/NAT2*6
and increased risk of advanced cervical carcinoma. It is well known that this slow acetylator genotype
presents lower enzyme activity than the "rapid"” genotypes and the NAT2*5 "slow" genotype (Cascorbi
et al. 1995). Individuals that present this (NAT2*6/NAT2*6) genotype show a lower capacity to
metabolise carcinogens. Moreover, if individuals carrying this genotype have a lower capacity to
detoxify carcinogens, this is consistent with the fact that NAT2*6/NAT2*6 genotype carriers have a
threefold increase of cervical cancer risk. Interestingly, we find a significant correlation (Table 1)
between a decreased incidence of NAT2*5/NAT2*6 genotype and cervical cancer. We may consider
that NAT2*5/NAT2*6 genotype has a significantly higher activity than NAT2*6/NAT2*6 genotype and
may represent a mean intermediate NAT activation. Notably, Cascorbi et al. (Cascorbi et al. 1995)
demonstrate that NAT2*6 allele codes for lower acetylation capacity than NAT2*5 allele, and that
NAT2*6/NAT2*6 genotypes were less active. Therefore, we consider a group with very low NAT2
activity in contrast with another group with intermediate or higher NAT2 activity. Ten percent of cases
could be attributed to the influence of NAT2*6/NAT2*6 genotype. The relatively low percentage of
cases of cervical cancer that could be attributable to NAT2*6/NAT2*6 genotype reflect the fact that the
major risk factor of cervical cancer is HPV infection (Haverkos et al. 2000). However, these results
also show that genetic factors are important in the aetiology of cervical cancer.

NAT? polymorphism has been one of the most intensively investigated metabolic polymorphisms, but
its association with cervical cancer has not been reported. Moreover, it has been established that
carcinogens, such as those in cigarette smoke, play an important role in the aetiology of cervical
cancer (Winkelstein et al. 1990; Szarewski et al. 1996; Hoffman et al. 1997; Haverkos et al. 2000,
Kjeliberg et al. 2000). Our findings show that the NAT2*6/NAT2*6 slow acetylator genotype
modulates genetic susceptibility to advanced cervical cancer. Furthermore, it is not easy to evaluate the
role of environmental carcinogens in the risk of cervical cancer because of their multiplicity and
low-level exposure. The study of NAT? allelic profile in populations with a lower incidence of
cervical cancer could help to clarify the real meaning of this polymorphism in cervical cancer risk
(Menczer et al. 2000). The analysis of genetic factors that are involved in the metabolism of
carcinogens may be important for a better understanding of cervical cancer progression and of the
different patterns of cervical cancer incidence among populations in various geographic locations.
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